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GC/MS YONTEMI iLE IDRARDA KOKAIN TAYINi
DETERMINATION OF COCAINE IN URINE BY GC/MS METHOD
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OZET

Ulkemizde madde bagimlihigimin yayginhigi ile ilgili yeterli toksikolojik analize dayali arastirma
olmamasina karsin giincel yaymlardan kokain kullanimimin yayginlastig izlenimi edinilmektedir. Bu nedenle
bagimlilarin belirlenmesi igin uygun analitik toksikoloji yontemleri kurulmalidir. Kokain, santral sinir
sistemine, kalbe, karacigere, noromuskiiler sisteme ve bobreklere toksik etki eden dogal bir alkaloiddir.
Yaygin suistimali, toplum saghgi agisindan onemli bir sorundur. Kokain genellikle etanol, opioidler, esrar ve
sedatif hipnotikler gibi diger suistimal edilen veya yasaklanmig ilaglarla birlikte kullanilir. Calismamizda,
kokain diizeyinin idrarda kalitatif ve kantitatif tayini amaciyla gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-
MS) ile yontem kuruldu. Kurulan yontemin kesinligi, dogrulugu ve spesifikligi degerlendirildi. Idrardan
kokainin izole edilmesi icin swi-sivi ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyon (SPE) yontemleri uygulanarak
karsilastirildr. Swvi-sivi - ekstraksiyonda verim kokain igin %77.6;, SPE’de ise %81.2 olarak bulundu.
Psikiyatri kliniginden madde bagimhihgr kuskusuyla gonderilen idrar orneklerinde yapian analizler

sonucu, orneklerden birinde metilekgonin ve benzoilekgoninin yaninda morfin de belirlendi.
Anahtar kelimeler: Kokain suistimali, GC/MS, sivi-sivi ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyon (SPE).
ABSTRACT

Although there are not enough researches in our country about drug abuse depending upon
toxicological analysis, there is an impression that cocaine abuse is becoming widespread from current data.
As a result, appropriate analytical toxicological method should be established in order to determine the drug
abuse. Cocaine is a natural alkoloid that is toxic to central nervous system, heart, liver, neuromuscular
system and kidneys. Widespread abuse of cocaine is an important health problem in society. Cocaine is

usually misused with ethanol, opioids, marihuana and sedative hypnotics.

In our study, qualitative and quantitative methods are established to determine cocaine levels from

urine by GC/MS (gas chromatography mass spectrometry). Precision, accuracy, specificity of the established
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method is evaluated. In order to isolate cocaine from urine, liquid-liquid and solid phase extraction methods
are applied and compared. Recovery rates of 77.6% by liquid-liquid extraction method and 81.2% by SPE
method were obtained. In one of the suspicious urine samples, morphine is determined besides

methylecgonine and benzoylecgonine.

Key Words: Cocaine abuse, GC/MS, liquid-liquid extraction, solid phase extraction (SPE).

GIRIS
Kokain, tropan familyasi alkaloidlerinden ester yapisinda bir lokal anesteziktir. Koka

bitkisinin yapraklarindan ekstrakte edilen dogal kaynakli en gii¢lii stimiilandir (1).

Kokainin, metabolitlerinin, piroliz iirlinlerinin ve/veya etanol ile birlikte kullanildiginda
ortaya ¢ikan metabolitlerinin biyolojik sivilarda ve dokularda tespit edilmesi, kokain kullanimini ve
viicuda giris yolunu gosterir. Kokain katabolizmasi sonucu ester hidroliz {iriinleri olan
benzoilekgonin (BE) ve daha az miktarda ekgonin metil ester (EME) olusur. Benzoilekgonin biiyiik
oranda kokainin in vivo kimyasal hidrolizi sonucu olusurken, EME enzimatik hidrolizi sonucu
olugur. Diger kokain metabolitleri olan norkokain (NCOC), norbenzoilekgonin (NBE), m-
hidroksibenzoil ekgonin (HBE) ve ekgonin (E), BE ve EME ile karsilastirildiklarinda daha az
rastlanilan metabolitlerdir. Kokain sigara halinde icildiginde piroliz {riinii olarak yalnizca
anhidroekgonin metil ester (AEME) olusur. Anhidroekgonin metil ester ve metaboliti
anhidroekgonin (AE), krak kokain kullaniminin gostergesidir. Kokain ve etanoliin birlikte
kullanim1 sonucu biyolojik olarak aktif olan kokaetilen (CE) molekiilii ve aktif olmayan
norkokaetilen ve ekgonin etil ester (EEE) metabolitleri olusur. Kokain ve etanol, CE’nin uzun
stireli psikoaktif etkileri dolayisiyla beraber kullanilirlar. Kokaetilen kokaine gore daha toksiktir ve

yiiksek dozda ortaya ¢ikabilecek 6lim riskini artirir (2) (Sekil 1).
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Sekil 1: Kokainin biyotransformasyonu, pirolizi ve etanol iiriinleri (CYP= sitokrom P-450; HOH= hidroliz) (2,3).

Kokain metabolizmasimin major yolu (%90’1) hidrolizle gergeklesir; ekgonin metil ester
(%30-50), benzoilekgonin (%29-45), kiigiik miktarda ekgonin (%1-3) metabolitleri ve metabolize
olmamis kokain (%1-5) seklinde idrarla atilir (4). Kiiclik bir miktar1 (yaklasik %10’u) ise
karacigerde bir¢ok basamaktan olusan oksidatif bir yolakla norkokaine, N-hidroksinorkokaine ve

sonucta norkokain nitroksid radikaline biyoaktive edilir (5).
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Kokain suistimalinin saglik ve yasal sonuglar iizerine etkisi nedeniyle madde kullanimi ve

suistimalini saptamak klinik ve adli toksikologlar i¢in giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Bu caligmada oOncelikle idrarda kokainin tespit edilmesinde kullanilacak bir yo&ntem
kurulmustur. I¢ standart olarak kodein ve en uygun tiirevlendirme reaktifi olan N-metil-N-
trimetilsililtriflorasetamid (MSTFA) kullanilmistir. Sivi-sivi ve kati faz ekstraksiyon yontemleri

kurularak % verim farki karsilagtirilmistir.
MATERYAL VE YONTEM
Ekstraksiyon

Orneklerin hazirlanmasinda iki farkli ekstraksiyon teknigi kullanilarak yontemler birbiri ile

karsilastirildi.
Swvi-Stvr Ekstraksiyon

5 ml standart solusyon veya idrar almarak 0,5 ml sodyum hidroksit ile pH: 9’a ayarlandi. ki
kez 5 ml diklorometan ile ekstrakte edildikten sonra diklormetan fazlar1 birlestirilerek susuz
sodyum stilfatla suyu alindi. Diklormetan nitrojen gazi altinda kuruluga kadar uguruldu.

Tiirevlendirme isleminden sonra GC/MS’e 1 pl enjeksiyon yapildi.
Kan Faz Ekstraksiyon (Solid Phase Extraction)

1 ml idrar almip, 3ml’ye su ile seyreltildi. Kolondan (SPE Columns C18 Altech) 3 ml
metanol ve 3 ml 0,1 M fosfat tamponu gecirildi. 3 ml 0,1 M fosfat tampon gegcirildikten sonra 2
dakika hava gegirilerek kartus kurutuldu. Kartusa 100 ul aseton uygulandi ve kolon ¢ikigina temiz
tiip konuldu ve 2ml kloroform-isopropanol uygulandi. Coziicii 2 ml’lik tiip icerisine alindi ve
vakum altinda kuruluga kadar uguruldu. Tiirevlendirme igleminden sonra GC/MS’e 1 ul enjeksiyon

yapildi.
Tiirevlendirme

Her iki ekstraksiyon yontemi sonucunda elde edilen ¢oziiciiler uguruldu ve 50 ul asetonitril
ilave edildi. Uzerine 50 pul MSTFA ilave edilerek tiipiin agz1 sikica kapatildi. 70 °C’de 15 dakika

bekletilerek trimetilsilil tiirevlerinin olugsmasi saglandi. Bu ¢ozeltiden 1 ul GC-MS’e enjekte edildi.
Standartlarin Hazirlanmast

Kokainin metanol igerisinde ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiler sivi-sivi
ekstraksiyon i¢in 5 ml idrar igerisine degisen konsantrasyonlarda ilave edildi. Kalibrasyon igin

kullanilan konsantrasyon araligi 1-200ng/ml (1-10-50-100-200 ng/ml)’dir. Bu ¢dzeltilere ig
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standart olarak 100 ng/ml kodein ilave edildi. Daha sonra sivi-sivi ekstraksiyon, SPE ve
tirevlendirme boliimiinde belirtilen islemler uygulandi. Bu ¢ozeltilerden 1 pl GC-MS cihazina
enjekte edildi. Standart maddelerin alanlarinin internal standart maddenin alani oranina kars1 gelen

konsantrasyonlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri hazirlandi, dogru denklemleri hesaplandi.
Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile Teshis

Standart maddeler ekstrakte edilip tiirevlendirme islemleri yapildiktan sonra 40-550 amu
(atomic mass unit) arasinda, 1800 amu/s tarama hiziyla se¢imli iyon tarama (SIM=Selected lon

Monitoring) teknigiyle incelendi.
Analiz Sartlart

Analizlerde Hewlett Packard 6890N marka gaz kromatografisi ve ona bagl olarak ¢alisan
Hewlett Packard 5973 kiitle detektorii kullanildi. Analizler 30x250pmx025pm HP-5MS %5
fenilmetilsiloksan kapiller kolonu kullanilarak yapildi. Tasiyici gaz olarak kullanilan helyum 1
ml/dakika akis hizina, kolon giris basmeci 1.7 psi’ye ve enjeksiyon blogu 1:30 (split) boliinmeli
olarak ayarlandi. Programli kolon sicaklig1 kullanildi. Baslangi¢ sicakligi 70°C’ye ayarlandi ve bu
sicakligin 1 dakika sabit kalmasi saglandiktan sonra 20°C/dak sicaklik artis ile 160°C’ye ¢ikartildu.
ikinci sicaklik artis hizi 4°C/dak olarak belirlendi ve son sicaklik olan 295°C’de sicakligin 4 dakika
sabit kalmas1 saglandi. Enjeksiyon sicaklig1 285°C’ye ayarlandi. Analizler esnasinda kullandigimiz

iyon numaralar1 asagida verilmistir:
Kokain :303, 182, 82; Kodein-TMS: 371, 178, 73.

Dogrusallik:  1-200 ng/ml konsantrasyonlar1 arasinda (1-10-50-100-200 ng/ml)
hazirladigimiz standartlar ekstrakte edilip tiirevlendilrildikten sonra GC/MS’e verilerek calisilan

aralikta dogrusallik olup olmadig arastirildi.

Tekrarlanabilirlik: Kokainin 1 ve 200 ng/ml konsantrasyonlarindaki standartlari numune
hazirlama metoduna gore ekstrakte edilip tiirevlendirildikten sonra GC/MS’e verildi ve
tekrarlanabilirlikleri % degisim katsayis1 (% CV) hesaplanarak degerlendirildi. Bu ¢aligmada her

bir konsantrasyon i¢in 5 uygulama yapildi.

Verim (Geri kazanilabilirlik): Kokain i¢in yaptigimiz ekstraksiyonun verimini hesaplamak
icin kokainin bos idrar iginde 100 ng/ml konsantrasyonunda standart ¢dzeltisi hazirlandi. Ancak bu
asamada i¢ standart (kodein) koyulmadi. Bu sekilde hazirlanan kokain standarti numune hazirlama
metoduna gore ekstrakte edildikten sonra i¢ standart ilave edildi ve tiirevlendirilerek GC/MS’e

verildi. Bu c¢alismaya paralel olarak 100 ng/ml konsantrasyonunda bir standart (i¢ standart da
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koyularak) hazirland1 ve yine numune hazirlama metoduna gore ekstrakte edilip tlirevlendirildikten
sonra GC/MS’e verildi. Bu her iki uygulama arasindaki farktan faydalanarak ekstraksiyonun %

verimi hesaplandi. Hesaplamalar 5 uygulamanin ortalamasi alinarak yapildi.
BULGULAR
GC-MS Ile Yapilan Kokain Calismast Sonuclart
Swi-sivi Ekstraksiyon Yontemi Ile Elde Edilen Sonuclar

IIk olarak kokainin GC/MS ile miktar tayininin yapilabilecegi en diisiik konsantrasyon

(LOQ-Limit of Quantitation) ve tayin edilebilecek sinir degeri (LOD-Limit of Detection) saptandi.

Bulunan degerler: LOD=0,2 ng/ml, LOQ= 0,5 ng/ml. Daha sonra kesinlik (precision)
caligmalar1 yapildi. Kesinlik ¢aligmalari; ayni numunelerin tekrar tekrar uygulandiginda tek tek
elde edilen test sonuglariin birbiri ile olan uyumlulugunun derecesi i¢in yapilmaktadir. Diger bir
deyisle kesinlik elde edilen sonuclarin tekrarlanabilirligi olarak da tanimlanabilir. Bunun i¢in en
diisiik (Ing/ml), orta (100ng/ml) ve en yiiksek konsantrasyonlarda (200ng/ml) bes enjeksiyon
yapildi. Standart/internal standart (S/IS) alanlarina bakilarak ortalama degerler, standart sapma
(SD), varyasyon katsayisi (CV) ve rolatif standart sapma (RSD) degerleri hesaplandi. Bulunan

degerler:
Ing/ml i¢in; X ortalama= 0,0706  SD=0,006294 CV=0,089 RSD=8,9
100ng/ml kokain i¢in; X ortalama= 2,2905 SD=0,07855 CV=0,03429 RSD=3,42
200 ng/ml i¢in; X ortalama=4,6925 SD=0,24817 CV=0,0528 RSD=5,28

RSD  degerlerinin <10 olmast ydntemin tekrarlanabilirliginin iyi  oldugunu
gostermektedir.Verim hesaplamasi yapildi. Kokain igin sivi-sivi ekstraksiyon ile yaptigimiz

caligmalar sonucunda ortalama % 77,6’lik verim elde edildi.
Kati Faz Estraksiyon Yontemi Ile Elde Edilen Sonuclar
Kokain i¢in yapilan ¢aligmalarda: LOD= 0,15 ng/ml , LOQ= 0,5 ng/ml bulundu.
CV ve RSD hesaplamalari yapildi. Bulunan degerler:
Ing/ml i¢in; X ortalama= 0,0944 SD=0,00695 CV=0,0736 RSD=17,3
100ng/ml kokain i¢in; X ortalama= 2,589 SD= 0,08254 CV=0,03188 RSD=3,18
200 ng/ml i¢in; X ortalama=4,6316 SD=0,19343 CV=0,04176 RSD=4,17

Kokain i¢in SPE ile yaptigimiz ¢alismalar sonucunda % 81,2’ lik verim elde edildi.
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Kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in 1, 10, 50, 100 ve 200 ng/ml’lik kokain c¢ozeltileri
hazirlandi. Bu ¢ozeltilere internal standart olarak 100 ng kodein ilave edildi. Standart maddelerin
alanlarmin internal standart maddenin alanina karsi gelen konsantrasyonlar1 grafige gecirilerek

kalibrasyon egrisi ¢izildi .
H. A. Isimli Hastaya Ait Idrar Bulgular:

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri ABD’de tedavi goren H.A. isimli 26 yasindaki
erkek hastanin idrarinda GC-MS ile madde ve ila¢ taramasi yapilmigtir. SCAN modunda yapilan
analiz sonuglar1 asagida goriilmektedir.
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Sekil 2: H. A. isimli hastanin SCAN modundaki idrar kromatogrami1
SONUC VE TARTISMA
Kokain suistimalinin saglik ve yasal sonuglar iizerine etkisi nedeniyle biyolojik analizlerle
madde kullanimi ve suistimalini saptamak, klinik ve forensik toksikologlar i¢in giderek daha fazla

onem kazanmaktadir (6). Biyolojik orneklerin GC-MS’de analizlenmeden Once uygun bir

ekstraksiyon yontemi ile izole edilmesi gerekmektedir.

Idrar icerisinde suistimal edilen maddelerin izolasyonunda kullamilan SPE ydntemi, son
yillarda sivi-sivi ekstraksiyona karsi bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir (7). SPE’nin amaci

interfere eden matriks bilesenlerini ayirmak ve analiti izole etmektir.
SPE klasik s1vi-sivi yontemleri ile karsilastirildiginda birgok avantaja sahiptir:

o Solvent (¢oziicii) tilketimi ve kimyasal atik daha azdr.
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e Daha az zamanda (stvi/ siviya kiyasla; 2/3 oraninda) numune kromatografik analize

hazirlanir.
e Otomasyona uygundur.
e Numune daha az transfer edildigi i¢in verim daha yiiksektir.
e Capraz kontaminasyon olmadigi i¢in yontemin kesinligi (accuracy) daha yiiksektir.

e (Coziicl/numune ile birebir temas halinde ve cam malzeme kullanim1 az oldugu i¢in analizi

yapan personel i¢in daha kolay ve giivenli bir yontemdir.

e Kat1 faz ekstraksiyonda bir¢ok secenek arasindan uygun adsorban secimi Onemlidir.

Adsorban, 6rnegin biyolojik materyalden yeterli verimle ayrimini saglamalidir.

e SPE’de polar, hidrofobik ve/veya iyonik etkilesimli adsorbanlar kullanilabilirken klasik

stvi/s1vi ekstraksiyon yontemleri sivi fazdaki partisyon denklemi ile sinirlidir.

e Tim duyarli kromatografik ve spektroskopik (HPLC, GC, TLC, UV veya IR gibi) yontemler
icin numune On-hazirlama islemi olarak SPE kullanilabilir. Son yillarda hassas ve duyarli
modern aletlerin gelismesiyle, numunenin iyi ve saf hazirlanarak analize uygun hale

getirilmesi kolonlarin korunmasi agisindan gerekli olmustur.

e SPE ile numunedeki analitin tayin edilebilirlik hassasiyeti 100-5000 katina ¢ikarilabilir.
Analitin kalitatif ve kantitatif analizinin yapilabilmesi i¢in gerekli konsantrasyon araliginin

saglanabilmesi i¢in bu adim gereklidir (6,8).

Pocci ve arkadaslar ilag testi icin kullanilan biyolojik sivilarda bulunan ¢ogu safsizligin
kolona irreversibl olarak baglandigini gostermistir. Bu agidan bakildiginda; SPE temiz bir ekstrakt
elde etmeyi saglar ve endojen pikleri azaltir. Bu nedenle analitin sensitivitesi ve spesifikligi artar
9).

Yaptigimiz ¢aligmada idrar drneklerinin sivi-sivi ve SPE ekstraktlart GC-MS yontemi ile
karsilastirmal1 olarak incelendi. Kati1 faz ekstraksiyon yontemi; az miktarda numune (0,5-1 ml)
gerektiren, ekstraksiyon basamaklart kolay ve kisa siireli olan, kantitatif caligmalarda
tekrarlanabilirligin yiiksek oldugu ve birden fazla ekstraksiyonun aymi anda yapilabildigi bir
yontemdir. Stvi-sivi ekstraksiyon isleminde ise pH ayarlamasi sirasinda zorluklar olusmakta ve
fazlar ayrilirken kayiplar meydana gelmektedir. Bu nedenle rutin analiz yapan ve 6rnek sayisi fazla

olan laboratuvarlar i¢in SPE yonteminin daha uygun olacagi diisliniilmektedir. Ancak SPE i¢in
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kullanilan kartuslarin maliyetinin ¢ok yiliksek olmasi sivi-sivi ekstraksiyon yonteminin de tercih

edilmesine neden olabilmektedir.

Calismamizda kokain i¢in sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile verim % 77.6; SPE yontemi ile

%381.2 olarak bulundu.

Gunnar ve arkadaglarinin kanda yaptiklar1 ¢caligmada kokain i¢in LOD degerini 2ng/ml, LOQ
degerini ise 10 ng/ml (10), Gentili ve arkadaslarinin sacta yaptiklar1 ¢calismada ise kokain i¢in LOD
degerini 0.35 ng/mg, LOQ degerini ise 1.05 ng/mg (11), Lewis ve arkadaglarinin kanda kokain i¢in
LOD ve LOQ degerini 0.78 ng/ml (2), Cone ve arkadaslari ise kokain i¢in LOD degerini ~1.0 pg/L
olarak (3) bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada ise idrardan yapilan sivi-sivi ekstraksiyon sonucu
elde edilen LOD degeri 0.2 ng/ml, LOQ degeri 0.5 ng/ml iken, kat1 faz ekstraksiyon yontemi ile
yapilan caligmada, LOD degeri 0.15 ng/ml, kati faz ekstraksiyon LOQ degeri 0.5 ng/ml
bulunmugstur. Son yillarda yapilan calismalarda aletlerdeki gelismelere bagl olarak duyarligin
arttigr ve LOQ degerlerinin diistiigii goriilmektedir. Bu agidan ¢alismamizda bulunan degerlerin,
yapilan diger c¢alismalarla karsilastirildiginda kabul edilebilir smirlar igerisinde oldugunu

sOyleyebiliriz.

Kokain idrarda 40 saate kadar tespit edilebilir. Piroliz {iriinii olan anhidroekgonin metil ester
icimden hemen sonra 5-27 pg/L olarak tespit edilmis ve 28 saate kadar idrarda gézlemlenebilmistir.
Iki mindr metabolit olan norkokain ve ve benzoilnorkokain daha diisiik diizeylerde (sirasiyla; 5-27
ve 3-16 ug/L) ve 28 saat siiresi boyunca gozlenmistir. Benzoilekgonin idrarda pik
konsantrasyonuna kullanimdan 12 saat sonra ulasir. Benzoilekgonin ve ekgonin metil ester
konsantrasyonlar1 idrarda benzer tarzda azalir ve 72 saat sonrasinda gozlenemez hale gelir (3).
Madde bagimlisi oldugundan kuskulanilan H.A. isimli hastanin idrarinda yaptigimiz analiz sonucu
kokain belirlenmezken, kokainin metabolitleri olan metil ekgonin ve benzoilekgonin kalitatif
olarak tespit edilebilmistir. Bu sonugtan yola ¢ikilarak ve literatiir bilgisine dayanarak denilebilir
ki; hastadan idrar, kokain kullanimindan sonra ilk 40 saat icerisinde degil 40-72 saat dilimi

igerisinde bir siiregte alinmugtir.
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