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Organik Baz Yapisindaki Stimiilanlarin (Doping maddelerinin)
idrarda ITK ve GLK ile Nitel ve Nicel Analizleri*

Qualitative and Quantitative Analysis of Organic Basic Stimulants
-doping materials- in Urine by TLC and GLC
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GIRIS

Sportifyarigmalarda "D OPIN G" olaylar1 1925 yilindan itibaren
farmakolojik doping maddelerinin ortaya cikmasi ile biliyik Onem
kazanmistir (1). Spor karsilagsmalarinin ylizyilimizin ortalarina dogru
uluslararasi1 bir nitelik kazanmasi1 ile son yirmi yil icinde uluslararasi
doping miicadelesi de basglamistir (2). Uluslararas:t Olimpiyat Komi-
tesi biinyesinde kurulan Medikal Komite 1968 Grenoble ve Mexico
Olimpiyat Oyunlarinda ilk kez "dopingle miicadele"” kontrollerini ger-
ceklestirmistir. Bundan sonraki Olimpiyat oyunlarinda da hem doping
kontrolleri yapilmis ve hem de yasaklanan doping maddelerini iceren
listeler yayinlanmistir (2,3). Doping analizini yapan laboratuvar-
larin arac, gerec ve analitik yOntemler bakimindan standardize edil-

mesine calisilmaktadir (4).

Tiirkiye'de at yarislarinda rutin doping kontrolleri 1951 yilindan
itibaren yapilmaya baslanmistir (5). Sporcularda ise doping kontrol-
lerinin yapilmasi icin 1971 yilinda Genglik ve Spor Bakanligi Beden
Terbiyesi Genel Midirliigii tarafindan "Sportif Dopinglerle Miica-
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dele Yonetmeligi" yayinlanmis (6) olmasina ragmen ginimiizde
yetkili bir laboratuvar bulunmamaktadir.

Bu caligsmada Uluslararast Olimpiyat Komitesi Medikal Ko-
misyonu tarafindan 5 grup altinda toplanan doping maddelerinden
(3) ilk li¢ gruba giren organik baz yapisindaki stimiilan aminlerden
19 ila¢ secilmistir. Bu ilag¢larin biyolojik materyalde kalitatif ve kan-
titatif analizleri i¢cin duyarli, kesin, cabuk ve laboratuvar kosullarina

uygun bir yontem gelistirilmesi amac¢ edinilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

I- MATERYAL:

a) Ila¢ standartlari: Amfetamin siilfat (Specia-Fransa), Me-
tamfetamin hidroklorir (Knoll AG- B.Almanya), Dimetamfetamin
hidrokloriir (Temmler-Werke-B.Almanya), p-Hidroksiamfetamin hid-
rokloriir (Janssen pharmaceutica-Belcika), Fentermin hidroklorir
(Heinrich Mack Nachf. Chem.-B.Almanya), Tranilsipromin silfat
(SKF-A.B.D.), Metoksifenamin hidroklorir (The Upjohn Gom-
pariya-A.B.D.), Foledrin siilfat (Knoll AG-B.Almanya), Dietilpro-
pion hidrokloriir (Wyeth Lab.-A.B.D.), Niketamid (Siegfried S.A.-
isvicre), Kardiazol (Aarhus-Danimarka), Fenilefrin hidrokloriir
(DEVA), Metaraminol bitartarat (Merck Sharp and Dohme-A.B.D.),
Novadral hidrokloriir (Eczacibasi), Etamivan (Riker Lab.-Avust-
ralya), Pemolin (Laboratories Aron-Fransa), Striknin siilfat (M.S.B.
ilac Fb.).

b) Kondensasyon maddesi: 7-Klor-4-nitrobenzofurazan (NBD)
(Merck-B.Almanya).

II- YONTEMLER:

A. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)ne ait caligmalar:

1) 1Ilac standartlarinin i TK'da piiskiirtme belirtegleri ile tanim-
lanmalar1: Ilaglarin (bazlarina gdre hesaplanan) 1 mg/ml konsant-
rasyonda metanoldeki c¢ozeltileri hazirlandi. Piskiirtme belirtegleri
olarak, ninhidrin (0.5 mg/ml asetonda), siilfiirik asit (% 0.5 su icinde),
Draggendorf belirteci ve potasyum permanganat belirteci (% 1

suda) kullanildi. Silikajel G F ile kapli plaklarda/ etil asetat/meta-

254



(10,12).
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nol/konsantre amonyak (85:10:5) ile develope edildikten sonra tank-
tan cikarilan plaklar oda sicakliginda kurutulup 254 nm de mor Otesi
1stna maruz birakildi. Uzerine ninhidrin piiskiirtiildii ve mor otesi
1sin1 altinda 15 dakika bekletildi. Uzerine daha sonra sirasiyla iistteki
diger belirtecler piuskiirtillerek olusan lekeler ve renkleri kaydedildi.
Her ilacin Rf degeri hesaplandi (7,8,9).

2) lIlag¢ standartlarinin NBD ile kondensasyonu ve ITK'da ta-
nimlanmalari:

10 ml'lik cam siselere 1 ml (I mg/ml) ilag standardi, 1 ml etilase-
tat, 1 mINBD (4 mg/ml etilasetatda) ve 1 damla 1 N NaO H ilavesiyle
karistirildi. Agzi1 sikica kapatilarak karanlikta oda sicakliginda kon-
densasyon reaksiyonuna birakildi (10, 11). Kondensasyon lirlini,
silikajel G F,,, plak lizerinde siklohekzan/etil asetat/eter (40:40:20)
ile develope edildi. Kromatogramlar U.V de 366 nm'de incelendi

Gaz Sivi Kromatografisine (GLK) ait caligmalar (Gaz Kro-
matograf Packard-Becker Model 419):

, 1) 1llaglarin SE-30 sabit fazinda tanimlanmalari: 19 ila¢ stan-
dardi1 icin asagidaki kromatografik kosullarda calisildi: Sabit faz:
% 3 SE-30 "Chromosorb WHP 80-100 mesh tlizerinde", Dedektor:
FID, Tasiyici gaz (azot) akis hizi1 40 ml/dk. Firin sicakligi: 140-250°C,
Dedektor sicakligr; 200-275°C, Enjeksiyon giris sicakligi: 200-275°C,
Kaydedici hizi: 0.5 cm/dk. Attenuation 32. 1 g/l konsantrasyon-
daki ila¢c standartlarindan 1 {1 madde enjekte edilerek alikonma za-
manlar1 belirlendi.

2) lilaglarin Apiezon-L/KOH sabit fazinda tanimlanmalari:
Amin yapisindaki maddelere karsi duyarli olan (13, 14) kolon ma-
teryali, laboratuvarda chromosorb W-AW (80-100 mesh) lizerinde
% 10 Apiezon-L/ % 10 KOH hazirland1 (14, 15), Dedektor FID,
tasiyict gaz (azot) akis hizi: 40 ml/dk. Firin sicakligi: 160-200°C,
Dedektor ve enjeksiyon giris sicaklignt 200-220°C, kaydedici hizi 0.5
cm/dk, Attenuation: 32 kosullarinda calisildi. 1 pg/i1 konsantrasyon-
daki ila¢ standartlarindan 1 @1 madde enjekte edilerek alikonma
zamanlar1 belirlendi.

3) lilaglarin SE-30 sabit fazinda asetik anhidriti ile tiirevleridiri-

lerek tanimlanmalari: Primer ve sekonder amin yapisindaki ilacglarin



68 Nevin VURAL Sahan SAYGI

gaz siv1i kromatografisi kolonu ilizerinde tiirevleme islemi asetik an-
hidriti ile yapild1 (7, 13). 1 @1 ila¢ ¢oOzeltisi tizerine 1 L1 asetik anhid-
riti c¢ekilerek birlikte enjekte edildi. Gaz kromatografisi kosullari
1)' deki gibi yiriitiildi. Yalniz firin sicakligi 160-210°C arasinda ¢a-
lisildi.

C. Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi:

Maddelerin (bazlarina gore hesaplanan 1 mg/ml) sudaki ¢ozeltileri
hazirlandi. Formiil benzerlikleri, sabit faz secicilikleri ve kullanilis
oOzellikleri g6z Oniine alinarak amfetamin, metamfetamin, dimetam-
fetamin, tranilsipromin, metoksifenamin, dietilpropion, niketamid,
kardiazol ve efedrinin 10-100 gg/il arasinda degisen seri ¢Ozeltileri
suda hazirland:. I¢ standart (i.s., 30 wg/w,l) olarak, dimetamfetamin
(amfetamin ve metamfetamin i¢in), amfetamin (dimetamfetamin ve
tranilsipromin icin), niketamid (metoksifenamin icin), difenilamin
(kardiazol icin) kullanildilar. Efedrin icin norefedrin dis standart
seklinde kullanildi. 1 ml standart cozelti (i.s. iceren) pH: 12-12.5
da 300 @1 kloroformla ekstrakte edildi. Kloroform fazindan 3 (.1 ali-
narak gaz kromatografa enjekte edildi. Pik ylikseklikleri oranlari

konsantrasyona karsi grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri cizildi.

D. lIlaglarin Idrardan Ekstraksiyonu: 1 ml ila¢ sulu standard:
lizerine 4 ml idrar ilave edilerek 2.5 N NaOH ile pH: 12-12.5'a
ayarlandi. Kati1 NaCl ile doyurulup 3 X 5 ml eter ile Whirlimixer'de
30 saniye ekstraksiyon yapildi. Eter ekstraktlari birlestirilip susuz
Na,SO,'den gegirilerek suyundan kurtarildi. Uzerine 1 ml 2 N HCI
ilave edilerek yine 2 dakika ekstraksiyon yapildi. Asit ekstrakt 10 ml'
lik kapakli santrifiij tipiine alinarak 5 N NaOH ile pH: 12-12.5'a
ayarlandi. Son ekstraksiyon islemi ya saf kloroformla ya da i.s. iceren
300 i1 kloroformla yapilarak gaz kromatografa uyguland: (7, 16).

E. Ekstraksiyon Veriminin Hesaplanmasi: Maddelerin ekstrak-
siyon verimi gaz sivi kromatografisi yontemi kullanilarak yapild:
(13).

BULGULAR

Organik baz yapisindaki 19 stimiilan ilacin iTK ve G LK ile
elde edilen kromatografik ozellikleri Tablo I, II, III, ve IV de; amfe-
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tamin, dimetamfetamin, niketamid, efedrin ve norefedrinin gaz kro-

matogramlart sekil 1,2 ve 3 te gOsterilmistir.
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Sekil 1. Amfetamin ve Dimetamfetaminin Gaz Kromatogramlari. 1- Amfetamin (0.3
mikrogram), 2- Dimetamfetamin (0.3 mikrogram).
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Sekil 2, Niketamid ve Difenilamirrin Gaz Kromatogramlari. 1- Niketamid (0.4 mikrog-
ram), 2- Difenilamin (0.4 mikrogram).
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Sekil 3. Efedrin ve Norefedrinin Gaz Kromatogramlari. 1- Norefedrin (0.5 mikrogram),
2- Efedrin (0.6 mikrogram).
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TARTISMA

Doping kontrollerinde, ITK ve gaz sivi kromatografisine ilave-
ten, ITK'da kondensasyon ve gaz sivi kromatografisinde tiirevleme
islemleri diisiik konsantrasyonlardaki ilaglarin duyarli ve kesin olarak
tanimlanmasini sagladigindan, arastirmamizda boyle bir kombine
yoéntem uygulanmistir. I TK ile yapilan caligmada, ydntemler bolii-
miinde belirtildigi gibi renk belirtecleri ile yapilan caligsmada 19 ilag-
tan 17 tanesini 2-5 [g duyarlikta ayirdetmek mimkin olmustur.
Yalniz pemolin ile kardiazol bu sisteme cevap vermemistir.

Primer ve sekonder amin yapisindaki maddelerin tanimlanma-
sinda kullanilan kondensasyon islemi i¢in arastirmacilar sodyum
1,2-naftokinon-4-siilfonat (NAS), Dansilklorir (N,N-dimetilami-
nonaftalin-5-sulfonil kloriir) ve NBD'yi O6nermektedirler (17, 18).
calismamizda NBD ile kondenasyon isleminin kolay wuygulanabilir
olmasi, kondensatlarin dayanikliligi, yontemin duyarli ve spesifik
olusu nedeni ile kullanildi. NBD ile 12 maddenin kondensasyonu
yapilarak 0.1-2 pg miktarda primer veya sekonder aminin tayini
miimkiin olmustur (Tablo I). Bdylece ITK'da duyarlik 2.5-20 kere

artmistir.

Tablo 1. Primer ve Sekonder Amin iceren Organik Baz Yapisindaki Stimiilan Ilaclarin
NBD Kondensatlarinin 1TK'daki Rf Degerleri.

Rolatif**

flag - NBD* Renk Rf Degeri Rf Degeri
Fentermin-NBD Turuncu 0.66 1.14

Tranilsipromin-NBD Koyu sari 0.65-0.28 1.12-0.48

Acik sart

Amfetamin-NBD Koyu sart 0.58 1.00
Norefedrin-NBD Acik sart 0.50 0.86
Metoksifenamin-NBD Pembe 0.48 0.83
p-Hidroksiamfetamin-NBD Turuncu 0.48 0.83
Metamfetamin-NBD Kavunig¢i rengi 0.42 0.72
Metaraminol-NDB Koyu sart 0.38 0.65

Foledrin-NBD Pembe-Pembe 0.38-0.14 0.65-0.24
Efedrin-NBD Turuncu 0.32 0.55
Novadral-NBD Koyu sar1 0.27 0.46
Fenilefrin-NBD Portakal rengi 0.17 0.29

* ITK plaklar1 366 nm'de incelenerek kromatogramlar belirlenmistir.

** Amfetamine gore.
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Gaz sivi kromatografisinde-polariteleri farkli iki ayri1 sabit faz
sisteminin kullanilmas1 ile daha saglikli bir ayirim elde edilmistir.
% 3 SE-30 sabit fazinda niketamid ve kardiazoliin ayni alikonma za-
manlart oldugu halde (192 saniye), alkali Apiezon-L sabit fazinda
niketamid 492'nci saniyede, kardiazol ise 648'inci saniyede pik ver-
mektedir. Bu ornekler Tablo II ve III te gorilmektedir.

Tablo II. Organik Baz yapisidaki stimiilan ilaclarin Gaz Sivi Kromotografisindeki
Alikonma zamanlar1 (Sabit faz % 3 SE. 30).

Enjeksi. | Alikonma Rolatif
ilag Adi Firin Dedektor Girisg Zamani | Alikonma
Sicakligi Sicakligi Sicakligi (Saniye) | Zamanlari
Amfetamin 140°C 200°C 200°C 78%* 1.00
Fentermin " 84 1.07
Metamfetamin " " 96 1.23
Tranilsipromin " 114 1.46
Dimetamfetamin " " 120 1.53
Metoksifenamin " 204 2.61
Dietilpropion " 336 4.30
Norefedrin 160°C " 108* 1.00
Efedrin " 132 1.22
Niketamid " 192 1.77
Kardiazol 192 1.77
p-Hidroksiamfetamin 180°C 220°C 220°C 84* 1.00
Foledrin " " " 91 .1.14
Fenilefrin 200°C 225°C 225°C 102* 1.00
Metaraminol " " 1008 1.05
Novadral " 120 1.17
Etamivan " ’ 192 1.88
Pemolin 250°C 275°C 275°C 108* 1.00
Striknin ’ 1008 9.33

* Referans olarak secilen maddeler.

Arastirmamizda hem primer ve hem de sekonder amin yapisin-
daki bazlar ile tiirev olusturdugu ve bu islemin kolon tlizerinde ger-
ceklestirilebilir olmast nedenleri ile asetik anhidriti tercih edilmistir.
Dogrudan standart maddelerle calisildiginda gerek SE-30 ve gerekse
alkali Apiezon-L sabit fazinda 0.1 pg madde tanimlanabilmekte,

asetillemeden sonra ise 0.05 g madde diizeyine inilebilmektedir.

Organik baz vyapisindaki doping maddelerininin kontroliinde
idrar, bu maddelerin bir miktar da degisiklige ugramadan idrarla
atilmalar1 (20, 21), idrar konsantrasyonlarinin kana gore daha yik-
sek olmas1 (7) ve ayrica idrar numunesi temini daha kolay oldugu i¢in

tercih edilmektedir.



74

Tablo III. Organik Baz Yapisindaki Stimiilan
Alikonma Zamanlart (Sabit faz %

Tablo IV. Primer ve Sekonder Amin Igceren Organik Baz Yapisindaki Stimiilan Ilaglarin

temi uygulanmis,

Nevin VURAL Sahan SAYGI

ilaglarin Gaz Siv1
10 Apiezon L/% 10 KOH).

Kromatografisindeki

Enjeksi. Alikonma Rolatif

flag Adi Firin Dedektor Girig Zamani | Alikonma

Sicakligi Sicakligt Sicakligi (Saniye) | Zamanlari
Amfetamin 160°C 200°C 200°C 312* 1.00
Fentermin 384 1.23
Metamfetamin " 420 1.34
Tranilsipromin " " 492 1.57
Dimetamfetamin " 588 1.88
Dimetamfetamin 588 1.88
Norefedrin 190°C 220°C 220°C 348* 1.00
Metoksifenamin ) 408 1.17
Efedrin " 432 1.24
Niketamid 200°C " 492+ 1.00
Dietilpropion " 516 1.04
Dietilpropion " 516 1.04
Kardiazol 648 1.31

Referans olarak segilen maddeler.

N-Asetil Tirevlerinin Gaz Sivi Kormatografisindeki Alikonma Zamanlari
{Sabit faz % 3 SE-30)

Enjeksi. Alikonma: Rolatif

flag Adi Firin Dedektor Girig Zamani | Alikonma

Sicakligi Sicakligt Sicakligt (Saniye) | Zamanlan
Amfetamin 160°C 200°C 200°C 162* 1.00
Fentermin " 174 1.07
Metamfetamin " " 240 1.48
Tranilsipromin 306 1.88
Metoksifenamin " 480 2.96
Norefedrin 180°C 220°C 220°C 186* 1.00
Efedrin ! " " 228 1.22
p-Hidroksiamfetamin " 360 1.93
Foledrin 210°C 240°C 240°C 180* 1.00
Metaraminol " 216 1.20
Novadral " " 240 1.33
Fenilefrin " 264 1.46
Fenilefrin 264 1.46

* Referans olarak secilen maddeler.

Arastirmamizda 5 ml idrar numunesine tek bir ekstraksiyon sis-

elde edilen ekstrakt,

kullandigimiz tim tarama ve

destekleyici analiz yontemlerinde kullanilmistir. Amfetamin ve efedrin

gibi ucgucu bazlarin varligi

dikkate alinarak 1s1

ve ugurma

islemine

gerek birakmayan kademeli mikro ekstraksiyon sistemi gelistirilmistir.
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Formiil benzerlikleri, sabit faz secicilikleri ve kullanilis 6zellikleri
g6z Oniline alinarak 9 ilacin ekstraksiyon verimleri ve kantitatif tayin-
leri gaz sivi kromatografisinde yapilmistir (Sekil 1, 2, 3). Bu sonuglara
gOre en diisiik ortalama verim kardiazol i¢cin % 58.36 * 0.87 ve en
yiksek ortalama verim amfetamin icin % 96.84 = 2.20 elde edilmis-

tir.

Gelistirdigimiz bu sistematik yontemde duyarlik ve verim sonucg-
lar1 g6z oOniinde bulunduruldugunda doping maddeleri listesinin ilk
¢ sinifina giren ilaglarin 1 litre idrarda 2 mg madde diizeyinin kesin
tanimi ve miktar tayini icin gilivenle kullanilabilecegi goriilmektedir.

OZET

Doping maddeleri icinde O6nemli yeri olan organik baz yapisin-
daki 19 stimiilan ilac¢ icin, idrarda, duyarli ve glvenilir bir tarama

yOntemi gelistirilmistir.

ITK'da cesitli renk belirtecleri ile Silikajel G F lizerinde 2-5

g duyarlikta, primer ve sekonder amin yapisinda olan 12 bazin ise

254

NBD ile verdikleri kondensasyon lrinlerinin 0.1-2 g duyarlikta
tanimlanmalart mimkiin olmustur. Bu 19 ilacin gaz sivi kromatog-
rafisinde, iki ayr1 kolonda (% SE-30ve % 10 Apiezon-L % 10 KOH)
140-250°C araliginda ayrilmalari1 (0.1 pg duyarlikta) saglanmistir.
Primer ve sekonder aminlerin N-asetil tiirevlerinin ayrilmalar1t GLK' -
da ayrica destekleyici deney olarak kullanilmistir (duyarlik 0.5 pg).

Bu stimilan bazlarin 5 ml idrardan pH 12-12.5 da eter, 2 N
HC1 ve kloroformla kademeli ekstraksiyonla izolasyonlari yapildiktan
sonra ayni ekstrakt ITK ve G LK icin kullanilmistir. Bdylece tek ekst-
raksiyonla 1 litre idrarda 2 mg bazin (% 58-97 verim) kalitatif ve

kantitatif analizi muiumkiin olmustur.

SUMMARY

A sensitive and reliable screening test has been developed for 19
of the main stimulant drugs used as doping substances, inorganic
base structure.
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These drugs have been detected on T L C (Silicagel G F,,, plates)
by various colour reagents with 2-5 Ug sensitivity and as NBD con-

densates of primary and secondary with bases 0.1-2 [Lg sensitivity.

Using 3 % SE-30 and 10 % Apiezon-L/10 % KOH columns
and oven temperature range from 140°C to 250°C reasonable sepa-
rations of these drugs has been achieved with 0.1 g sensitivity by
G LK. Besides, the separation of N-acetyl derivatives of the primary
and secondery amines has been developed as a confirmatory method

with 0.5 [g sensitivity by G LC.

All the organic bases were isolated from 5 ml urine extracted
with ether, 2 N HCI1 and chloroform respectively at pH 12-12.5.
This extract has been used in both TLC and GLC analysis. As the
recoveries have been varied between 58-97 %, 2 mg base in 1 liter

urine could have been identified and determined.
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