
ISSN: 2383-3483; Journal of Police Medicine. 2023;12(1):e5

Journal of Police Medicine

OPEN     ACCESSORIGINAL ARTICLE

Rapid Qualitative and Quantitative Analysis of Morphine 
in the Street and Biological Samples Using Scan 

Densitometry Thin Layer Chromatography

ABSTRACT

How to cite this article: *Correspondence: Article History:

Eftekhari A, Ameli A, Babaei M. Rapid 
Qualitative and Quantitative Analysis of 

Morphine in the Street and Biological 
Samples Using Scan Densitometry Thin Layer 

Chromatography. J Police Med. 2023;12(1):e5.

Address: Police Science & Social Studies 
Institute, Yasemi Street, The end of Kordestan 

Expressway, Tehran, Iran,  
Postal Code: 19395-6516

Mail: ameliakram90@gmail.com

Received: 01/10/2022
Accepted: 07/01/2023

ePublished: 21/02/2023

AIMS: In recent years, the field of identifying and quickly determining the number of narcotics, 
including morphine, has grown significantly. This research aimed to provide a cheap, simple, 
and fast method for the quantitative identification of morphine in street samples and biological 
samples.

MATERIALS AND METHODS: This experimental research was conducted in the laboratory 
of the Narcotics Department of the University of Police Sciences in the spring and summer of 
2021. In this study, powder samples and urine samples containing morphine were tested to 
measure the amount of morphine by scanning the densitometry of TLC plates. Silica thin layer 
chromatography plates 60G F254 (Merck) and mobile phase including acetonitrile, methanol, 
and ammonia (1:2:17) for performing TLC tests, chloroform, and -2 propanol with a ratio of 
9:1 for extraction, Camag TLC Scanner 3 device with software WinCATS 1.4.2.8121 was used 
for qualitative and quantitative analysis.

FINDINGS: This method showed a distinct and separated band for morphine at RF equal to 
16.2 mm. The calibration curve with a correlation coefficient of 0.9887 showed a favorable 
linear relationship between the area under the peak of morphine and the concentration of 
spots in the range of 1-6 µg/spot. This method showed an acceptable detection limit, precision, 
and accuracy for measuring morphine in street and urine samples.

CONCLUSION: Scanning densitometry thin layer chromatography is a rapid and inexpensive 
screening method for the qualitative and quantitative analysis of morphine in the street and 
urine samples.
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INTRODUCTION
In the past years, simple, cheap, and fast screening 
methods to identify and measure illegal substances 
have become very popular, especially the methods 
that use fewer solvents in terms of less damage to 
the environment. By reducing the consumption of 
carcinogenic solvents or replacing them with less 
dangerous types, green analytical methods are 
safe for the people involved in the experiment and 
the environment [1, 2]. Some important areas of 
green analytical methods include sample 
preparation, miniaturization of analytical 
instruments and reduced generated waste, and 
use of appropriate methods for waste management. 
Therefore, nowadays, methods that require small 
amounts of solvents for sample preparation and 
also allow for their miniaturization are of great 
interest. Despite their figures of merit for real 
samples with complex textures, gas or liquid 
chromatography methods are time-consuming 
and expensive and require highly skilled users. 
The thin-layer chromatography (TLC) method can 
be a suitable alternative when we need a fast, 
simple, and cheap separation. Thin-layer 
chromatography plates have good resolution and 
reproducibility for material identification and by 
simultaneously analyzing a group of samples on 
paper can reduce the cost of testing and save time 
and consumption of chemicals. In thin-layer 
chromatography analysis, sample preparation is 
simple, and it is possible to analyze dirty, 
suspension, and cloudy samples directly. This 
technique can also be used for the simultaneous 
measurement of multicomponent samples. 
Compared to the qualitative application, the 
quantitative applications of TLC are limited. This 
is partly due to the difficulties in collecting the 
analytical signals of standards and samples for 
calibration curves [3, 4]. However, with the 
advances in the field of image-based detections [5, 
6], the processes of using this technique have 
increased in recent years. Densitometry can be 
used to increase sensitivity and quantitative 
measurements. This way, the chromatogram of a 
sample and the UV spectrum of each of the 
revealed peaks will be available. Due to the 
cheapness and availability of thin-layer 
chromatography analysis for small laboratories, 
TLC imaging techniques can be used for 
quantitative measurements with high accuracy 
and precision. The general process for quantitative 
use of the thin-layer chromatography technique 
involves the separation of analytes on commercial 
TLC plates, the detection of separated spots by UV 
light irradiation or chromogenic reagents or 
digital cameras, and the use of imaging software 
(usually based on the RGB system) for each spot to 

obtain an analytical response. [7, 8]. The following 
examples illustrate the utility of thin-layer 
chromatography for quantitative measurements. 
TLC densitometry method and TLC image analysis 
were studied to measure the amount of 
sibutramine in slimming herbal products, and the 
detection limit of 190 ng/band and 634 ng/band 
for sibutramine was reported, respectively [9]. 
Measuring the amount of sibutramine in plant 
samples with both methods has shown that the 
thin-layer chromatography image analysis method 
and the thin-layer chromatography scanning 
method are comparable. TLC densitometry 
method for measuring remdesivir and favipiravir 
drugs in pharmaceutical products as well as 
human serum has been reported with a detection 
limit of 0.12 μg/band and 0.07 μg/band, 
respectively, and according to the indicators of 
solvent consumption, reagents, and energy and 
the amount of bypass and potential risks has been 
introduced as a green analytical method [10]. Also, 
this method for measuring the amount of 
loratadine in pharmaceutical samples with a 
detection limit of 61 ng/band has been reported 
as a sensitive, reproducible, and selective method 
in the presence of loratadine degradation products 
[11]. The chemiluminescence reaction of morphine 
with potassium permanganate reagent after 
separation from the sample on thin layer 
chromatography paper and its analysis using a 
smartphone camera has been used to detect 
morphine and make a cheap and simple sensor 
quantitatively. To perform a chemiluminescence 
reaction, potassium permanganate reagent has 
been used on morphine stains on thin layer 
chromatography paper and recorded light emitted 
by a smartphone camera and the test factors 
affecting the method’s sensitivity have been 
optimized [12]. The sensitive and selective method 
of thin layer chromatography along with the digital 
imaging process has been used for the 
simultaneous measurement of catecholamines 
such as dopamine, epinephrine, and 
norepinephrine in related medicinal products. To 
study the desired compounds quantitatively, after 
chromatographic separation, the plates were 
sprayed with a 0.02% solution of 2, 2- Diphenyl 
-1-picrylhydrazyl radical (DPPH•) in ethanol, and 
then, the scanner tool of thin layer chromatography 
plates have been used for quantitative detection of 
chromatogram spots [13]. Thin-layer 
chromatography combined with paper spray 
ionization mass spectrometry has been used to 
analyze cocaine and its additives (caffeine, 
benzocaine, lidocaine, and phenacetin). Sensitivity 
and selectivity have been optimized by studying 
different detergent phases. To improve these 
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figures of merit, TLC spots have been identified by 
paper spray ionization mass spectrometry. Due to 
its high sensitivity, selectivity, and speed, the 
method can be used in quantitative legal analysis, 
especially for synthetic substances such as LSD, 
the dosage of which is very low [3]. For quantitative 
purposes, using the thin layer chromatography 
method, the use of plates made by industrial 
processes is recommended because they show 
more accuracy in inhibition factors, and the color 
intensity of the resulting stains is obtained by 
using them repeatedly. These factors lead to better 
analytical efficiency. However, ready-made thin-
layer chromatography plates can be expensive, 
depending on the nature of the analysis. On the 
other hand, laboratory-made chromatographic 
plates do not meet the requirements for efficient 
quantitative detection [14]. Morphine, as the main 
opium alkaloid, has toxic and medicinal properties 
and affects the central nervous system by acting 
on opioid receptors, and as it is widely used for 
treatment, it is also abused. Morphine is also 
known as one of the metabolites of heroin. 
Although morphine is widely used as an analgesic 
drug, on the other hand, it has a high addictive 
potential, and its use can lead to psychological and 
physical addiction. Also, consuming too much of it 
may cause poisoning. According to the findings, 
the two important principles of the amount of 
substance remaining in the body and the time of 
the test are very important for the quick and 
accurate diagnosis of drug abuse [15]. Morphine 
consumption usually results in the excretion of 
morphine (often in conjugated form), possibly 
with a small amount of codeine, which results 
from the methylation of morphine in the metabolic 
process. Street morphine contains some codeine 
powder; morphine is extracted from opium, which 
contains 10 percent morphine and half percent 
codeine. Therefore, the consumption of street 
morphine can lead to the excretion of morphine 
and codeine in the urine. In addition, the use of 
codeine in the form of a medicinal product in 
addition to codeine (conjugated) can lead to the 
excretion of morphine in the urine as 
O-demethylation is one of the proven metabolite 
pathways of codeine to morphine. Therefore, 
morphine may also be in the urine of codeine 
users. Therefore, although morphine and codeine 
can be in the urine of a person who has consumed 
medicinal morphine, street morphine, and 
medicinal codeine, measuring the amount of 
morphine and codeine in a person’s urine sample 
can determine which substance was consumed 
[16]. Therefore, it is very important to choose 
analytical methods that can identify and measure 
morphine in pharmaceutical and biological 

samples or illegal substances quickly and with the 
necessary accuracy and sensitivity. 
Radioimmunoassay methods are one of the 
common methods to identify morphine. 
Although, these methods can determine the 
concentration of morphine in the ng/ml range, 
but they have less selectivity. Modern analytical 
methods generally include chromatographic and 
spectrometric techniques. High-performance 
liquid chromatography [17], electrophoresis-
mass spectroscopy, and gas chromatography [18, 
19] have been applied to analyze opium alkaloids, 
including morphine, in biological and non-
biological samples. Despite the high sensitivity 
and resolution, these methods are costly, time-
consuming, and require highly skilled users. 
In addition, various methods have also been 
presented as rapid tests. Although these methods 
are fast, they produce false positive results in 
the case of impurity in street samples or drug 
interference in biological samples. For this reason, 
the positive result of these methods should be 
confirmed by chromatographic methods [20]. 
As mentioned, the instrumental methods of 
chromatography and mass spectrometry are 
costly. Therefore, simpler methods, such as thin-
layer chromatography, can be suitable options. 
Considering that the morphine samples seized 
by the police have various impurities, a TLC 
densitometry scan is a simple and cheap method to 
determine the amount of morphine in them. Also, 
this method can be used to measure the amount of 
morphine in biological samples such as urine for a 
definitive diagnosis of morphine abuse. Therefore, 
the aim of this study was a rapid quantitative and 
qualitative analysis of morphine in the street and 
biological samples using densitometry scan of thin 
layer chromatography.

MATERIALS & METHODS
The current research, using the experimental 
study method of laboratory type, dealt with 
the rapid qualitative and quantitative analysis 
of morphine in the street and biological 
samples using densitometry scan of thin layer 
chromatography*. This research was done in the 
spring and summer of 2021 in the laboratory of 
the Narcotics Department of the Police University. 
Chemicals (methanol, ammonia, acetonitrile) with 
analytical degree of purity were purchased from 
Merck Company. Standard morphine, codeine, 
acetaminophen, and caffeine were obtained from 
Temad Pharmaceutical Company, and its standard 
solution was prepared with a concentration 
of 5 mg/ml in methanol. Solutions with lower 
concentrations were prepared daily by diluting 
the standard solution in methanol to draw the 
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calibration curve. Silica thin layer chromatography 
plates 60G F254 in dimensions of (10×20) cm 
were prepared from Merck Company. Sampling 
of standard solutions and samples was done on 
paper by NANOMAT4 Camag. Sampling on the 
screen was done by spotting etude. The distance 
from the bottom edge of the paper as well as the 
distance between the spots, was considered 10 
mm. In this way, 19 samples were placed on each 
paper. The paper was placed at room temperature 
in a glass tank with a metal lid (Camag) containing 
ammonia, methanol, and acetonitrile in a volume 
ratio of 17:2:1, which was saturated with the 
mobile phase for 20 minutes [21]. Investigations 
showed that this volume ratio is the most 
appropriate ratio of the mentioned solvents for 
separating opium alkaloids. After advancing the 
solvent by 9 cm, the paper was removed from 
the tank and dried at room temperature for 15 
minutes. Under these conditions, the spots related 
to opium alkaloids, including morphine, codeine, 
noscapine, and papaverine, and additives such 
as caffeine and acetaminophen were separated 
on thin chromatography paper. Densitometry 
scanning of chromatography papers was done 
using Camag TLC Scanner 3 with WinCATS 
1.4.2.8121 software. The spots were scanned by a 
scanner with a wavelength of 290 nm. The scanner 
was used for optimal maximum light with a length 
of 3.00×0.30 mm, scanning speed of 20 mm/s, and 
data resolution of 100 µm/step. The spectrum of 
each peak was recorded in the range of 190-400 
nm, with gap dimensions of 6.00×0.30, scanning 
speed of 100 nm/s, data resolution of 1 nm/step, 
and a reference spectrum of x=24mm and y=8mm. 
The UV absorption spectrum of morphine using a 
TLC scanner is shown in Figure 1. 

Figure 1( UV absorption spectrum of morphine  
using a TLC scanner for a concentration of 5 μg/spot

Preparation of urine sample for morphine 
measurement: The International Institute on Drug 
Abuse has announced the limit of measuring morphine 
in urine at 300 ng/ml [22]. Therefore, the method 
should have a practical detection limit for measuring 

this concentration in urine. To measure morphine 
in urine by scanning thin-layer chromatography, 
an extraction step was performed to prepare and 
concentrate the sample. For this purpose, the hydrolysis 
of 40 ml of urine sample was done by adding 4 ml of 
hydrochloric acid and placing it in a boiling water 
bath for one hour, and then the pH of the sample was 
adjusted by adding sodium hydroxide to reach pH=8.5-
9, and then extraction was done in the decanter using 
40 ml of the combination of chloroform and -2propanol 
(1:9) solvents. After drying, the extract (organic phase) 
was dissolved in 0.5 ml of methanol, and then spotting 
was done from this solution [23]. Four samples were 
prepared in the concentration range of 400 to 600 ng/L 
to draw the calibration curve by adding morphine to 
the urine sample. The sample preparation steps for all 
standard samples were done similarly. After spotting 
with a volume of 10 microliters, separation was done 
on thin-layer chromatography plates and according to 
the conditions mentioned earlier, the scanning plates 
and the inner morphine peaks were drawn based on the 
concentration of morphine in the standard samples.
Ethical Permissions: Ethical permissions were 
followed at all levels of the research. All the 
experiments were done in the same standard 
conditions, and there was no interference from the 
researchers in the stages of the research.
Statistical Analysis: After separation with thin 
layer chromatography plates and densitometry 
scanning, the results were analyzed with WinCATS 
1.4.2.8121 and Excel 2013 software.

FINDINGS
RF values were obtained using the morphine 
standard (16.2 mm). Morphine standard solutions 
with a concentration of 500 μg/ml were made 
from the initial standard solution in methanol. 
For the calibration curve, 500 µg/ml standard 
solution from 2 to 12 µl was spotted on the 
chromatography paper to obtain a concentration 
range of 1-6 µg/spot of morphine. Each standard 
solution was spotted three times on the paper, 
and the calibration curve was drawn in terms 
of the average area with the inner peaks and 
different concentrations of standard spots (μg/
spot). A good correlation was observed between 
the concentration of morphine and the peak. The 
regression equation y=4049.21+238.65x with a 
correlation coefficient of 0.9887 was obtained for 
the standard spotted sample (Figures 2 and 3).
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Figure 2( The spectrum of morphine in the RF range  
of 12 to 19 mm on a thin layer chromatography plate

Figure 3( The spectrum related to the separation of morphine 
in the RF range of 12 to19 mm and codeine in the RF range of 

 23to 31 mm on the thin layer chromatography plate

The accuracy of the TLC scanning method for 
the measurement of morphine was investigated 
by conducting reproducibility studies for three 
different concentrations in the linear range of the 
calibration curve and RSD of less than 6% was 
obtained with three repetitions (Table 1). Also, 
the accuracy of the TLC scan analysis method was 
checked by measuring the samples added with 
morphine in three different concentrations, and 
the recovery percentage was obtained from 96.9 to 
104.5 (Table 2). The method’s detection limit was 
calculated according to the slope of the calibration 
curve of 0.2 μg/spot. Investigations showed that 
the presence of codeine, acetaminophen, and 
caffeine in the samples does not interfere with the 
measurement of morphine because their bands 
are well separated from morphine on a thin layer 
of chromatography paper. A mixture of codeine, 
acetaminophen, and caffeine powder was used to 
prepare samples similar to street samples. Then 
morphine standard was used to add morphine 
with different concentrations to them. The 

samples were dissolved in methanol, and after 
making up to volume, they were again diluted 
with methanol to fall within the range of the 
calibration curve and the spotting, separation, and 
scanning steps were performed similarly to the 
standards. Finally, the amount of morphine was 
calculated according to the calibration curve and 
the dilution rate. The recovery rate of morphine 
for the added sample similar to the street sample 
was 95% with a standard deviation of 5.9%.
Morphine measurement in urine sample: To 
measure morphine in the urine sample, samples 
were prepared in the concentration range of 400 
to 600 ng/ml according to the mentioned method. 
The findings showed that the calibration curve 
with a correlation coefficient of 0.9796 shows 
an acceptable linear relationship between the 
concentration of morphine in standard samples 
and of that in the under-peak area related to 
morphine. The RSD for three replicates of the 
standard sample with a concentration of 500 ng/
ml was less than 7%. The urine sample containing 
morphine (500 ng/ml) was calculated according 
to the test method of standard test samples and 
using the calibration curve based on which the 
recovery percentage was 94.6%, with a relative 
standard deviation of 5.8%.

Table 1( Checking the accuracy of the method by determining 
the  amount of morphine in different concentrations with3  

repetitions

Sample number Density
)μg/spot(

%RSD
n=3

1 1 4.6
2 2 5.0
3 3 4.9

Table 2( Checking the accuracy of the method by measuring  
morphine in standard samples with specific concentration

 Sample
number

Density
)μg/spot(

 Recovery
percentage

Average recovery 
percentage

(M±SD)
1 1 96.9

101.4±5.82 2 102.8
3 3 106.7

DISCUSSION
This study aimed to use the TLC densitometry 
method for qualitative and quantitative 
identification of morphine. Compared to 
chromatographic methods, which have higher 
sensitivity and are more efficient for measuring 
morphine in lower concentrations [24, 25], 
the densitometric thin-layer chromatography 
method is considered cheap and fast. Because 
gas chromatography or high-performance 
liquid chromatography methods, especially 
when coupled with mass spectrometry, have 
lower detection limits but are expensive and 
time-consuming. The densitometry scan of thin 
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layer chromatography method has been used 
to quantify morphine in herbal drug containing 
opium. In this method, the detection limit of 
0.498 μg/spot and the recovery percentage of 
99% for morphine have been obtained [26], 
which is comparable to the results obtained 
for the measurement of morphine in samples 
similar to street samples in the present research. 
In another study, high-performance thin-layer 
chromatography with a diode array detector along 
with an optical fiber was used to simultaneously 
identify morphine and other analytes, which is a 
very suitable method for the rapid screening of 
samples. However, quantitative measurement of 
morphine was not done [27]. The findings showed 
that with this method, it is possible to measure 
morphine in urine in the concentration range of 
300 ng/ml with appropriate reproducibility and 
an RSD of less than 7%. Although the thin-layer 
chromatography method is used for qualitatively 
detecting morphine in some addiction diagnosis 
laboratories, the amount of morphine in the 
sample can also be measured using a densitometry 
scan of thin-layer chromatography. It is also 
possible to simultaneously analyze morphine and 
codeine, and also other opium alkaloids. In this 
method, the amount of RF for codeine is 26.9, and 
the peaks related to the TLC densitometry scan are 
not identical to the peak of morphine; therefore, 
a simultaneous measurement of morphine and 
codeine is easily possible. Densitometry scan of 
thin layer chromatography can be used at low cost 
as a suitable confirmatory method for samples 
that are positive in strip tests. Also, due to the 
sensitivity of the study method, it can be used as a 
simple and quick method to measure the amount 
of morphine in the samples recorded by the police 
and urine samples. It is suggested that this method 
be used to determine the profile and classification 
of street morphine and opium samples in future 
research. Due to the illegality of buying and 
selling morphine, there were limitations on the 
preparation of morphine street samples and ethical 
considerations in the preparation of biological 
samples containing morphine for analysis.

CONCLUSION
Substance analysis using thin-layer 
chromatography is one of the cheapest and 
simplest laboratory identification methods that 
can be used to identify morphine in police samples, 
biological samples as well as pharmaceutical 
products, especially in laboratories with low 
equipment facilities.

Clinical & Practical Tips in POLICE MEDICINE: 
In this study, an attempt has been made to use 

the TLC densitometry technique for simple, cost-
effective separation, capable of analyzing several 
samples simultaneously and in parallel that 
this technique, in addition to quick and simple 
detection (qualitative), can measure the amount 
of morphine (quantitative) in biological and police 
samples.
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نشریه طب انتظامی

دسترسی آزادمقاله اصیل

آنالیز کیفی و کمی سریع مرفین در نمونه‌های خیابانی و زیستی با 
استفاده از اسکن دانسیتومتری کروماتوگرافی لایه نازک

چکیده

اهداف: در سال‌های اخیر، پژوهش‌ در زمینه شناسایی و تعیین سریع مقدار مواد مخدر ازجمله مرفین رشد چشمگیری 
یافته است. هدف از این تحقیق، ارائه یک روش ارزان، ساده و سریع برای شناسایی کمی مرفین در نمونه‌های خیابانی و 

نمونه‌های زیستی بود.

مواد و روش‌ها: این پژوهش تجربی در بهار و تابستان سال 1400 در آزمایشگاه گروه مواد مخدر دانشگاه علوم انتظامی 
انجام شد. در این مطالعه، نمونه‌های پودری و نمونه‌های ادرار حاوی مرفین برای اندازه‌گیری میزان مرفین با روش اسکن 
دانسیتومتری صفحات TLC مورد آزمایش قرار گرفت. صفحات کروماتوگرافی لایه نازک سیلیکا 60G F254 )مرک( و فاز 
متحرک شامل استونیتریل، متانول و آمونیاک )1:2:17( جهت انجام آزمایشهای  TLC، کلروفرم و 2-پروپانول با نسبت 9 
به 1 جهت استخراج، دستگاه Camag TLC Scanner3 با نرم‌افزار WinCATS 1.4.2.8121 جهت آنالیز کیفی و کمی 

مورد استفاده قرار گرفت.

یافته‌ها: این روش باند مشخص و تفکیک‌شده‌ای برای مرفین در RF برابر با 16/2 میلی‌متر نشان داد. منحنی کالیبراسیون 
محدوده در  لکه‌ها  غلظت  و  مرفین  پیک  زیر  مساحت  بین  را  مطلوبی  خطی  رابطه   0/9887 همبستگی  ضریب   با 
µg/spot 6-1 نشان داد. این روش، حد تشخیص، دقت و صحت قابل قبولی برای اندازه‌گیری مرفین در نمونه‌های خیابانی 

و همچنین نمونه‌های ادرار نشان داد.

نتیجه‌گیری: اسکن دانسیتومتری کروماتوگرافی لایه نازک، یک روش غربالگری سریع و ارزان برای آنالیز کیفی و کمی 
مرفین در نمونه‌های خیابانی و ادرار است.
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مقدمه
ــر، روش‌هــای غربالگــری ســاده، ارزان و ســریع  در ســال‌های اخی
ــادی  ــت زی ــی، محبوبی ــواد غیرقانون ــری م ــایی و اندازه‌گی شناس
ــه لحــاظ آســیب  ــژه روش‌هایــی کــه ب ــه وی پیــدا کــرده اســت؛ ب
اســتفاده  از حلال‌هــای کمتــری  زیســت  بــه محیــط  کمتــر 
مصــرف  کاهــش  بــا  ســبز  تجزیــه‌ای  روش‌هــای  می‌کننــد. 
ــر،  ــواع کم‌خطرت ــا ان ــا ب ــی آنه ــا جایگزین ــرطان‌زا ی ــای س حلال‌ه
ایمنــی را بــرای افــراد درگیــر در انجــام آزمایــش و همچنین محیط 
زیســت بــه ارمغــان می‌آورنــد ]1، 2[. چنــد حــوزه مهــم روش‌هــای 
کوچک‌ســازی  نمونــه،  آماده‌ســازی  شــامل  ســبز  تجزیــه‌ای 
ــتفاده  ــده و اس ــماند تولیدش ــش پس ــه‌ای و کاه ــای تجزی ابزاره
ــن  ــت پســماند اســت. بنابرای ــرای مدیری از روش‌هــای مناســب ب
امــروزه روش‌هایــی کــه بــرای آماده‌ســازی نمونــه بــه حلال‌هــای 
کمــی نیــاز داشــته باشــند و همچنیــن امــکان کوچک‌ســازی آنهــا 

وجــود داشــته باشــد، بســیار مــورد توجــه هســتند.
ــم  ــع، علیرغ ــا مای ــی گازی ی ــای کروماتوگراف روش‌ه
ــا  ــی ب ــای حقیق ــرای نمونه‌ه ــه ب ــبی ک ــتگی مناس ــام شایس ارق
بافت‌هــای پیچیــده فراهــم می‌کننــد، زمان‌بــر و پرهزینــه هســتند 
و عــاوه بــر ایــن، بــه کاربــران بســیار ماهــر نیــاز دارنــد. زمانــی 
کــه بــه یــک جداســازی ســریع، ســاده و ارزان نیــاز داریــم، روش 
ــد جایگزیــن مناســبی  ــازک )TLC( می‌توان ــه ن کروماتوگرافــی لای
باشــد. صفحــات کروماتوگرافــی لایــه نــازک بــرای شناســایی 
مــواد، قــدرت تفکیــک و تکرارپذیــری مناســبی دارنــد و بــا آنالیــز 
ــکان  ــذ، ام ــک کاغ ــر روی ی ــا ب ــروه از نمونه‌ه ــک گ ــان ی همزم
کاهــش هزینــه آزمایــش و صرفه‌جویــی در زمــان و مصــرف 
مــواد شــیمیایی را فراهــم می‌کننــد. در آنالیــز کروماتوگرافــی 
ــرد  ــورت می‌گی ــادگی ص ــه س ــه ب ــازی نمون ــازک، آماده‌س ــه ن لای
ــف، سوسپانســیون و  ــای کثی ــز مســتقیم نمونه‌ه ــکان آنالی و ام
ــری  ــرای اندازه‌گی ــک ب ــن تکنی ــوان از ای ــود دارد. می‌ت ــدر وج ک
همزمــان نمونه‌هــای چندجزیــی نیــز اســتفاده کــرد. در مقایســه 
بــا کاربــرد کیفــی، کاربردهــای کمــی TLC محــدود شــده اســت. 
ایــن امــر تــا حــدی بــه علــت مشــکلاتی اســت کــه در جمــع‌آوری 
ســیگنال‌های تجزیــه‌ای مربــوط بــه اســتانداردها بــرای رســم 
ــویم ]3،  ــه می‌ش ــا آن مواج ــا ب ــیون و نمونه‌ه ــی کالیبراس منحن

.]4
بــه هــر حــال بــا پیشــرفت‌های حاصــل در زمینــه 
آشکارســازی‌ها بــر پایــه تصویــر ]5، 6[، فرآیندهــای اســتفاده 
از ایــن تکنیــک در ســال‌های اخیــر افزایــش یافتــه اســت. 
اندازه‌گیری‌هــای  همچنیــن  و  حساســیت  افزایــش  بــرای 
ــه  ــرد. ب ــره ب ــیتومتری به ــری دانس ــوان از اندازه‌گی ــی، می‌ت کم
ــک از  ــف UV هری ــه و طی ــک نمون ــرام ی ــب کروماتوگ ــن ترتی ای
ــا توجــه  ــود. ب ــد ب ــل دســتیابی خواه ــای آشکارشــده، قاب پیک‌ه
ــازک  ــه ن ــودن آنالیــز کروماتوگرافــی لای ــه ارزان و در دســترس ب ب
 TLC ــبرداری ــای عکس ــک، تکنیک‌ه ــگاه‌های کوچ ــرای آزمایش ب
ــالا  ــا دقــت و صحــت ب ــرای اندازه‌گیری‌هــای کمــی ب ــد ب می‌توان
مــورد اســتفاده قــرار گیــرد. فرآینــد کلــی بــرای اســتفاده کمــی از 
تکنیــک کروماتوگرافــی لایــه نــازک شــامل جداســازی آنالیت‌هــا 

بــر روی صفحــات تجــاری TLC، آشکارســازی لکه‌هــای جداشــده 
توســط تابــش نــور مــاوراء بنفــش یــا واکنشــگرهای کروموژنیــک 
نرم‌افزارهــای  از  اســتفاده  و  دیجیتــال  دوربین‌هــای  یــا 
ــرای هــر لکــه  ــه سیســتم RGB( ب ــر پای عکســبرداری )معمــولًا ب
ــه‌ای اســت ]7، 8[. مثال‌هــای  جهــت به‌دســت‌آوردن پاســخ تجزی
بــرای  نــازک  لایــه  کروماتوگرافــی  از  اســتفاده  قابلیــت  زیــر 

می‌دهــد. نشــان  را  کمــی  اندازه‌گیری‌هــای 
روش دانســیتومتری TLC و همچنیــن آنالیــز تصاویــر 
TLC بــرای اندازه‌گیــری میــزان ســیبوترامین در فرآورده‌هــای 
ــد  ــب ح ــه ترتی ــه و ب ــرار گرفت ــه ق ــورد مطالع ــری م ــی لاغ گیاه
تشــخیص band/ng 190 و band/ng 634 بــرای ســیبوترامین 
گــزارش شــده اســت ]9[. اندازه‌گیــری میــزان ســیبوترامین در 
نمونه‌هــای گیاهــی بــا هــر دو روش نشــان داده اســت کــه 
ــازک و روش اســکن  ــه ن ــی لای ــر کروماتوگراف ــز تصاوی روش آنالی
کروماتوگرافــی لایــه نــازک بــا هــم قابــل مقایســه هســتند. روش 
ــیور و  ــای رمدس ــری داروه ــرای اندازه‌گی ــیتومتری TLC ب دانس
ــان  ــرم انس ــن س ــی و همچنی ــای داروی ــر در فرآورده‌ه فاویپیراوی
 band/μg 0/12 و band/μg بــا حــد تشــخیص بــه ترتیــب
ــزان  ــه شــاخص‌های می ــا توجــه ب ــزارش شــده اســت و ب 0/07 گ
مصــرف حــال، واکنشــگرها و انــرژی و میــزان دور ریــز و خطــرات 
بالقــوه بــه عنــوان یــک روش تجزیــه‌ای ســبز معرفــی شــده اســت 
ــن  ــزان لوراتادی ــری می ــرای اندازه‌گی ــن روش ب ــن ای ]10[. همچنی
ــه  ــازی band/ng 61 ب ــد آشکارس ــا ح ــی ب ــای داروی در نمونه‌ه
ــور  ــر در حض ــر و انتخابگ ــاس، تکرارپذی ــک روش حس ــوان ی عن

ــن گــزارش شــده اســت ]11[. ــب لوراتادی محصــولات تخری
ــا واکنشــگر  ــن ب ــیمیایی مرفی ــی ش ــش نورتاب از واکن
ــر روی کاغــذ  ــه ب ــات پــس از جداســازی از نمون پتاســیم پرمنگن
ــن  ــتفاده از دوربی ــا اس ــز آن ب ــازک و آنالی ــه ن ــی لای کروماتوگراف
تلفــن همــراه هوشــمند بــرای آشکارســازی کمــی مرفیــن و 
ســاخت یــک حســگر ارزان‌قیمــت و ســاده اســتفاده شــده اســت. 
ــی شــیمیایی از واکنشــگر پتاســیم  ــش نورتاب ــام واکن ــرای انج ب
پرمنگنــات بــر لکــه مرفیــن روی کاغــذ کروماتوگرافــی لایــه نــازک 
و ثبــت نــور نشرشــده توســط دوربیــن گوشــی هوشــمند اســتفاده 
شــده اســت و عوامــل آزمایــش مؤثــر بــر حساســیت روش بهینــه 

.]12[ شــده‌اند 
روش حســاس و انتخابگــر کروماتوگرافــی لایــه نــازک 
ــری  ــرای اندازه‌گی ــال ب ــرداری دیجیت ــد تصویرب ــراه فرآین ــه هم ب
همزمــان کاتکــول آمین‌هایــی چــون دوپامیــن، اپی‌نفریــن و 
نوراپی‌نفریــن در فرآورده‌هــای دارویــی مرتبــط بــه کار گرفتــه 
شــده اســت. بــرای مطالعــه کمــی ترکیبــات مــورد نظــر، بــه دنبــال 
ــول 0/02 درصــد 2 و  ــا محل جداســازی کروماتوگرافــی صفحــات ب
2-دی فنیل-1-پیکریــل هیدرازیــل رادیــکال )DPPH•( در اتانــول 
اســپری شــدند و ســپس از ابــزار اســکنر صفحــات کروماتوگرافــی 
لایــه نــازک بــرای آشکارســازی کمــی لکه‌هــای کروماتوگــرام بهــره 
ــا  ــراه ب ــازک هم ــه ن ــی لای ــه شــده اســت ]13[. کروماتوگراف گرفت
ــز  ــرای آنالی ــذ ب ــپری کاغ ــیون اس ــی یونیزاس ــنجی جرم طیف‌س
کوکائیــن و افزودنی‌هــای آن )کافئیــن، بنزوکائیــن، لیدوکائیــن 
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و فناســتین( بــه کار گرفتــه شــده اســت. حساســیت و انتخابگــری 
بــا مطالعــه فازهــای شــوینده متفــاوت بهینــه شــده اســت. بــرای 
بهبــود ایــن ارقــام شایســتگی، لکه‌هــای TLC شناســایی توســط 
انجــام  کاغــذی  اســپری  یونیزاســیون  جرمــی  طیف‌ســنجی 
ــه حساســیت،  ــا توجــه ب ــه کارگرفته‌شــده ب شــده اســت. روش ب
در  به‌کارگیــری  قابلیــت  آن  بــالای  ســرعت  و  انتخاب‌پذیــری 
ــل  ــواد ســنتزی مث ــرای م ــژه ب ــه وی ــی، ب ــی کم ــای قانون آنالیزه

ــا بســیار کــم اســت را دارد ]3[. ــی آنه ــه دوز مصرف LSD ک
بــرای اهــداف کمــی در اســتفاده از روش کروماتوگرافی 
لایــه نــازک، اســتفاده از صفحــات ساخته‌شــده توســط فرآیندهــای 
ــت بیشــتری در فاکتورهــای  ــرا دق ــه می‌شــود، زی ــی توصی صنعت
ــای حاصــل  ــای لکه‌ه ــد و شــدت رنگ‌ه ــازداری نشــان می‌دهن ب
بــه طــور تکرارپذیــری در اســتفاده از آنهــا به‌دســت می‌آیــد و ایــن 
عوامــل بــه کارایــی تجزیــه‌ای بهتــری منجــر می‌شــود. بــه هرحــال 
ــازک  ــه ن ــی لای ــز، صفحــات کروماتوگراف ــه ماهیــت آنالی بســته ب
ــات  ــر، صفح ــوی دیگ ــد. از س ــت باش ــد گران‌قیم ــاده می‌توان آم
کروماتوگرافــی ساخته‌شــده در آزمایشــگاه، الزامــات لازم بــرای 

یــک آشکارســازی کمــی کارآمــد را تأمیــن نمی‌کنــد ]14[.
مرفیــن بــه عنــوان اصلی‌تریــن آلکالوئیــد تریــاک، 
دارای خــواص ســمی و دارویــی اســت و بــا عمــل بــر روی 
ــر  ــزی، اث ــی مرک ــتم عصب ــر روی سیس ــدی ب ــای اپیوئی گیرنده‌ه
می‌گــذارد و همان‌گونــه کــه بــه طــور گســترده بــرای درمــان 
اســتفاده می‌شــود، مــورد ســوء مصــرف نیــز قــرار می‌گیــرد. 
مرفیــن بــه عنــوان یکــی از متابولیت‌هــای هروئیــن نیــز شــناخته 
ــد درد  ــک داروی ض ــوان ی ــه عن ــن ب ــه مرفی ــت. اگرچ ــده اس ش
کاربــرد وســیعی دارد، امــا از ســوی دیگــر پتانســیل اعتیــادآوری 
بالایــی دارد و مصــرف آن می‌توانــد بــه اعتیــاد روانــی و جســمی 
ــبب  ــن اســت س ــاد آن ممک ــن مصــرف زی ــود. همچنی ــر ش منج
مســمومیت شــود. طبــق یافته‌هــا، بــرای تشــخیص ســریع و 
ــزان مــاده  دقیــق ســوء مصــرف مــواد مخــدر، دو اصــل مهــم می
ــادی  ــت زی ــش اهمی ــام آزمای ــان انج ــدن و زم ــده در ب باقی‌مان
دارد ]15[. مصــرف مرفیــن معمــولًا منجــر بــه دفــع مرفیــن )اغلــب 
ــدار کمــی  ــا مق ــالًا ب ــه احتم ــه صــورت جفت‌شــده( می‌شــود ک ب
کدئیــن کــه نتیجــه متیــل‌دار شــدن مرفیــن در فرآینــد ســوخت 
و ســاز اســت، همــراه می‌شــود. مرفیــن غیرقانونــی، پــودری 
ــن  ــه مرفی ــرا ک ــت؛ چ ــن اس ــی کدئی ــل توجه ــدار قاب ــاوی مق ح
ــن و  ــد مرفی ــاوی 10 درص ــه ح ــود ک ــتخراج می‌ش ــاک اس از تری
ــی  ــن خیابان ــن مصــرف مرفی ــن اســت. بنابرای ــم درصــد کدئی نی
می‌توانــد منجــر بــه دفــع مرفیــن و کدئیــن در ادرار شــود. عــاوه 
ــز  ــی نی ــرآورده داروی ــک ف ــن در شــکل ی ــن، مصــرف کدئی ــر ای ب
عــاوه بــر کدئیــن )جفت‌شــده( می‌توانــد منجــر بــه دفــع مرفیــن 
در ادرار گــردد؛ چــرا کــه demethylation-O یکــی از مســیرهای 
اثبات‌شــده متابولیــت تبدیــل کدئیــن بــه مرفیــن اســت. بنابرایــن 
ممکــن اســت مرفیــن در ادرار مصرف‌کننــدگان کدئیــن نیــز وجــود 
داشــته باشــد. بنابرایــن گرچــه مرفیــن و کدئیــن می‌توانــد در ادرار 
فــردی کــه مرفیــن دارویــی، مرفیــن خیابانــی و کدئیــن دارویــی 
ــری  ــی اندازه‌گی ــد، ول ــته باش ــود داش ــت وج ــرده اس ــرف ک مص

ــد  ــرد می‌توان ــه ادرار ف ــن و کدئیــن موجــود در نمون ــزان مرفی می
مشــخص کنــد کــه کــدام مــاده مصــرف شــده اســت ]16[. بنابرایــن 
انتخــاب روش‌هــای تجزیــه‌ای کــه بتوانــد بــه ســرعت و بــا دقــت 
و حساســیت لازم مرفیــن را در نمونه‌هــای دارویــی و نمونه‌هــای 
زیســتی یــا مــواد غیرقانونــی شناســایی و اندازه‌گیــری کنــد، 

بســیار مهــم اســت.
روش‌هــای  از  یکــی  رادیوایمونواســی  روش‌هــای 
رایــج بــرای شناســایی مرفیــن اســت. اگرچــه ایــن روش‌هــا 
نانوگرم/میلی‌لیتــر  گســتره  در  را  مرفیــن  غلظــت  می‌تواننــد 
ــد. روش‌هــای  ــری کمتــری دارن ــد، امــا گزینش‌پذی مشــخص کنن
ــی و  ــای کروماتوگراف ــامل تکنیک‌ه ــاً ش ــدرن عموم ــه‌ای م تجزی
اســپکترومتری اســت. بــرای آنالیــز آلکالوئیدهــای تریــاک ازجملــه 
روش‌هایــی  غیرزیســتی،  و  زیســتی  نمونه‌هــای  در  مرفیــن 
ــورز- ــالا ]17[، الکتروف ــی ب ــا کارای ــع ب ــی مای ــون کروماتوگراف چ
اسپکتروســکوپی جرمــی و کروماتوگرافــی گازی ]18، 19[ مــورد 
اســتفاده قــرار گرفتــه اســت. ایــن روش‌هــا علی‌رغــم حساســیت 
و قــدرت تفکیــک بــالا، بســیار پرهزینــه و زمان‌بــر هســتند و 
ــر ایــن، روش‌هــای  ــد. عــاوه ب ــر بســیار ماهــر نیــاز دارن ــه کارب ب
مختلفــی بــه صــورت آزمایش‌هــای ســریع نیــز ارائــه شــده 
ــورت  ــی در ص ــتند ول ــریع هس ــه س ــا گرچ ــن روش‌ه ــت، ای اس
وجــود ناخالصــی در نمونه‌هــای خیابانــی یــا تداخــل دارویــی در 
ــد  ــد می‌کنن ــت کاذب تولی ــخ‌های مثب ــتی، پاس ــای زیس نمونه‌ه
و بــه همیــن دلیــل پاســخ مثبــت حاصــل از ایــن روش‌هــا بایــد 

ــوند ]20[. ــد ش ــی تأیی ــای کروماتوگراف ــا روش‌ه ب
همان‌طــور کــه گفتــه شــد، روش‌هــای دســتگاهی 
گران‌قیمــت  بســیار  جرمــی  اســپکترومتری  و  کروماتوگرافــی 
هســتند. بنابرایــن روش‌هــای ســاده‌تر مثــل کروماتوگرافــی لایــه 
نــازک راهگشــا هســتند. بــا توجــه بــه اینکــه نمونه‌هــای مرفیــن 
کشــف و ضبط‌شــده توســط پلیــس دارای انــواع ناخالصی‌هــا 
اســت، اســکن دانســیتومتری TLC یــک روش ســاده و ارزان 
بــرای تعییــن میــزان مرفیــن موجــود در آنهــا بــه شــمار مــی‌رود. 
همچنیــن ایــن روش می‌توانــد بــرای اندازه‌گیــری میــزان مرفیــن 
ــی  ــخیص قطع ــت تش ــل ادرار جه ــی مث ــای بیولوژیک در نمونه‌ه
ســوء مصــرف مرفیــن بــه‌کار گرفتــه شــود. بنابرایــن، هــدف ایــن 
مطالعــه آنالیــز کیفــی و کمــی ســریع مرفیــن در نمونه‌هــای 
دانســیتومتری  اســکن  از  اســتفاده  بــا  زیســتی  و  خیابانــی 

ــود. ــازک ب ــه ن ــی لای کروماتوگراف

مواد و روش‌ها
از  تجربــی  مطالعــه  روش  از  اســتفاده  بــا  حاضــر  پژوهــش 
ــن  ــریع مرفی ــی س ــی و کم ــز کیف ــه آنالی ــگاهی، ب ــوع آزمایش ن
اســکن  از  اســتفاده  بــا  زیســتی  و  خیابانــی  نمونه‌هــای  در 
دانســیتومتری کروماتوگرافــی لایــه نــازک پرداخــت. ایــن پژوهش 
در بهــار و تابســتان ســال 1400 در آزمایشــگاه گــروه مــواد مخــدر 
دانشــگاه علــوم انتظامــی انجــام شــد. مــواد شــیمیایی )متانــول، 
ــه‌ای از شــرکت  ــوص تجزی ــا درجــه خل ــاک، اســتونیتریل( ب آمونی
مــرک خریــداری شــدند. مرفیــن، کدئیــن، اســتامینوفن، کافئیــن 
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اســتاندارد از شــرکت داروســازی تمــاد تهیــه شــد و محلــول 
ــد.  ــه گردی ــول تهی ــا غلظــت  ml/mg 5 در متان ــتاندارد آن ب اس
محلول‌هــای بــا غلظــت کمتــر بــرای رســم منحنــی کالیبراســیون 
بــا رقیــق کــردن محلــول اســتاندارد در متانــول بــه صــورت روزانــه 

ــه شــدند. تهی
  60 G صفحــات کروماتوگرافــی لایــه نــازک ســیلیکا
F254 در ابعــاد )10*20( ســانتی‌متر از شــرکت مــرک تهیــه شــد. 
ــذ  ــر روی کاغ ــا ب ــای اســتاندارد و نمونه‌ه ــذاری محلول‌ه نمونه‌گ
توســط Camag NANOMAT4 انجــام شــد. نمونه‌گــذاری روی 
صفحــه توســط اتــود لکه‌گــذاری انجــام شــد. فاصلــه از لبــه 
پاییــن کاغــذ و همچنیــن فاصلــه بیــن لکه‌هــا 10 میلی‌متــر 
درنظــر گرفتــه شــد. بــه ایــن ترتیــب بــر روی هــر کاغــذ، 19 نمونــه 
ــا  ــه‌ای ب ــک شیش ــاق در تان ــای ات ــذ در دم ــرد. کاغ ــرار می‌گی ق
درب فلــزی )Camag( حــاوی آمونیــاک، متانــول و اســتونیتریل 
ــاز  ــا ف ــه ب ــدت 20 دقیق ــرای م ــه ب ــی 17:2:1 ک ب��ه نســبت حجم
متحــرک اشــباع شــده بــود، قــرار داده شــد ]21[. بررســی‌ها نشــان 
حلال‌هــای  نســبت  مناســب‌ترین  حجمــی  نســبت  ایــن  داد 
ذکرشــده بــرای جداســازی آلکالوئیدهــای تریــاک اســت. پــس از 
پیشــروی جبهــه حــال بــه میــزان 9 ســانتی‌متر، کاغــذ از تانــک 
خــارج شــد و بــه مــدت 15 دقیقــه در دمــای اتــاق خشــک شــد. 
ــاک  ــه آلکالوئیدهــای تری ــوط ب تحــت ایــن شــرایط لکه‌هــای مرب
شــامل مرفیــن، کدئیــن، نوســکاپین و پاپاوریــن و افزودنی‌هایــی 
ــذ  ــر روی کاغ ــل ب ــور کام ــه ط ــتامینوفن ب ــن و اس ــون کافئی چ

ــازک از یکدیگــر جــدا شــدند. ــه ن کروماتوگرافــی لای
بــرای اســکن دانســیتومتری کاغذهــای کروماتوگرافــی 
نرم‌افــزار بــا   3  Scanner  TLC  Camag دسـ�تگاه  
ــا  ــت. لکه‌ه ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس WinCATS 1.4.2.8121 م
توســط اســکنر بــا طــول مــوج 290 نانومتــر اســکن شــدند. اســکنر 
بــرای بهینــه نــور ماکزیمــم بــا طــول شــکاف 0/30×3/00 میلی‌متر، 
 ســرعت اســکن 20 میلی‌متــر بــر ثانیــه، قــدرت تفکیــک داده
ــا در  ــک از پیک‌ه ــر ی ــف ه ــد. طی ــری ش step/µm 100 بکارگی
ــاد شــکاف 0/30×6/00، ســرعت  ــا ابع ــر، ب گســتره 400-190 نانومت
 1 step/nm اســکن 100 نانومتــر بــر ثانیــه وقــدرت تفکیــک داده
و طیــف مرجــع 24mm=x و 8mm=y ثبــت شــد. طیــف جــذب 
ــا اســتفاده از اســکنر TLC در شــکل 1 نشــان داده  UV مرفیــن ب

شــده اســت.

 شکل 1( طیف جذب UV مرفین با استفاده از اسکنر TLC برای

5 μg/spot غلظت

اندازه‌گیــری  بــرای  ادرار  نمونــه  آماده‌ســازی 

ــرزی  ــد م ــتفاده دارو، ح ــوء اس ــی س ــتیتو بین‌الملل ــن: انس مرفی

اندازه‌گیــری مرفیــن در ادرار را  ml/ng 300 اعــام کــرده اســت 
]22[. بنابرایــن بایــد روش مــورد اســتفاده، حــد تشــخیص مناســب 
ــرای  ــد. ب ــته باش ــت در ادرار را داش ــن غلظ ــری ای ــرای اندازه‌گی ب
اندازه‌گیــری مرفیــن در ادرار بــه روش اســکن کروماتوگرافــی 
ــه  ــازی نمون ــرای آماده‌س ــتخراج ب ــه اس ــک مرحل ــازک، ی ــه ن لای
ــز  ــدا هیدرولی ــور ابت ــن منظ ــه ای ــت. ب ــظ آن صــورت گرف و تغلی
ــر اســید  ــردن 4 میلی‌لیت ــه ک ــا اضاف ــه ادرار ب ــر نمون 40 میلی‌لیت
هیدروکلریدریــک و یــک ســاعت قــرار دادن در حمــام آب جــوش 
انجــام شــد و ســپس PH نمونــه بــا افــزودن هیدروکســید ســدیم 
تــا رســیدن بــه PH=9-8.5 تنظیــم شــد و ســپس اســتخراج بــه 
کمــک 40 میلی‌لیتــر ترکیــب حلال‌هــای کلروفــرم و 2-پروپانــول 
)1:9( در دکانتــور انجــام شــد. حاصــل اســتخراج )فــاز آلــی( پــس 
ــپس  ــد و س ــل ش ــول ح ــر متان ــدن در 0/5 میلی‌لیت از خشک‌ش
لکه‌گــذاری از ایــن محلــول صــورت گرفــت ]23[. بــرای رســم 
منحنــی کالیبراســیون 4 نمونــه در محــدوده غلظتــی 400 تــا 600 
نانوگــرم بــر لیتــر بــا افــزودن مرفیــن بــه نمونــه ادرار تهیــه شــد. 
ــتاندارد  ــای اس ــام نمونه‌ه ــرای تم ــه ب ــازی نمون ــل آماده‌س مراح
ــم 10  ــا حج ــذاری ب ــس از لکه‌گ ــد و پ ــام ش ــان انج ــور یکس به‌ط
ــه  ــی لای ــات کروماتوگراف ــر روی صفح ــازی ب ــر، جداس میکرولیت
ــی صفحــات اســکن  ــق شــرایط قبل ــازک صــورت گرفــت و مطاب ن
ــن در  ــت مرفی ــر حســب غلظ ــن ب ــای مرفی ــر پیک‌ه و ســطح زی

ــد. ــم ش ــتاندارد رس ــای اس نمونه‌ه
ملاحظــات اخلاقــی: در همــه مراحــل پژوهــش موازین 

ــت شــد. تمامــی آزمایش‌هــا در شــرایط یکســان و  ــی رعای اخلاق
اســتاندارد انجــام شــد و هیچ‌گونــه ســوگیری و دخــل و تصرفــی 

از جانــب محققیــن در مراحــل انجــام پژوهــش صــورت نگرفــت.
تجزیــه و تحلیــل آمــاری داده‌هــا: نتایــج پــس از 

جداســازی بــا صفحــات کروماتوگرافــی لایــه نــازک و اســکن 
و   WinCATS  1.4.2.8121 نرم‌افزارهــای  بــا  دانســیتومتری 

انجــام شــد.  Excel  2013

یافته‌ها
مقادیــر RF بــا اســتفاده از اســتاندارد مرفیــن به‌دســت آمــد 
 )16/2 میلی‌متــر(. محلول‌هــای اســتاندارد مرفیــن بــه غلظــت
ml/μg 500 از محلــول اســتاندارد اولیــه در متانــول ســاخته 
ــتاندارد ــول اس ــیون از محل ــی کالیبراس ــم منحن ــرای رس ــد. ب  ش
ml/μg 500 از 2 تــا 12 میکرولیتــر بــر روی کاغــذ کروماتوگرافــی 
لکه‌گــذاری شــد تــا گســتره غلظتــی spot/μg 6-1 از مرفیــن 
به‌دســت آیــد. از هــر یــک از محلول‌هــای اســتاندارد ســه بــار بــر 
روی کاغــذ لکه‌گــذاری صــورت گرفــت و منحنــی کالیبراســیون بــر 
حســب میانگیــن مســاحت زیــر پیک‌هــا نســبت بــه غلظت‌هــای 
مختلــف لکه‌هــای اســتاندارد )spot/μg( رســم شــد. همبســتگی 
مناســبی بیــن غلظــت مرفیــن و مســاحت زیــر پیــک آن مشــاهده 
گردی�ـد. معادل�ـه رگرس�ـیون 238.65x=y+4049.21 بــا ضریــب 
همبســتگی 0/9887 بــرای نمونــه اســتاندارد لکه‌گذاری‌شــده 
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ــد )شــکل 2 و 3(. به‌دســت آم

شکل 2( طیف مربوط به مرفین در RF محدوده 12 تا 19 میلی‌متر روی صفحه 

کروماتوگرافی لایه نازک

شکل 3( طیف مربوط به تفکیک مرفین در RF محدوده 12 تا 19 میلی‌متر 

و کدئین در RF محدوده 23 تا 31 میلی‌متر روی صفحه کروماتوگرافی لایه 
نازک

ــن  ــری مرفی ــرای اندازه‌گی ــکن TLC ب ــت روش اس دق
ب��ا انج��ام مطالع��ات تکرارپذیــری بــرای ســه غلظــت متفــاوت در 
گســتره خطــی منحنــی کالیبراســیون بررســی شــد و بــرای ســه بــار 

تکــرار RSD کمتــر از 6 درصــد به‌دســت آمــد )جــدول 1(. 
همچنیــن صحــت روش آنالیــز اســکن TLC بــا انجــام 
مطالعــات اندازه‌گیــری نمونه‌هــای افــزوده شــده بــا مرفیــن 
ــی 96/9  ــد بازیاب ــد و درص ــی ش ــاوت بررس ــت متف ــه غلظ در س
ــا  ــخیص روش ب ــد تش ــدول 2(. ح ــد )ج ــت آم ــا 104/5 به‌دس ت
توجــه بــه شــیب منحنــی کالیبراســیون  spot/μg 0/2 محاســبه 
و  اســتامینوفن  کدئیــن،  وجــود  داد  نشــان  بررســی‌ها  شــد. 
کافئیــن در نمونه‌هــا، تداخلــی در اندازه‌گیــری مرفیــن ایجــاد 
نمی‌کنــد، چراکــه بانــد مربــوط بــه آنهــا بــه خوبــی بــر روی کاغــذ 
کروماتوگرافــی لایــه نــازک از مرفیــن جــدا می‌شــوند. بــرای 
مخلــوط  از  خیابانــی  نمونه‌هــای  مشــابه  نمونه‌هــای  تهیــه 

ــن اســتفاده شــد و ســپس  ــن، اســتامینوفن و کافئی ــودر کدئی پ
از اســتاندارد مرفیــن بــرای افزایــش مرفیــن بــا غلظت‌هــای 
متفــاوت بــه آنهــا اســتفاده شــد. نمونه‌هــا در متانــول حــل 
شــدند و پــس از بــه حجــم رســاندن، دوبــاره بــرای قــرار گرفتــن در 
گســتره منحنــی کالیبراســیون بــا متانــول رقیــق شــدند و مراحــل 
لکه‌گــذاری، جداســازی و اســکن شــبیه اســتانداردها انجــام شــد. 
ــیون  ــی کالیبراس ــه منحن ــه ب ــا توج ــن ب ــزان مرفی ــت می در نهای
ــن  ــی مرفی ــزان بازیاب ــد. می ــبه گردی ــازی محاس ــزان رقیق‌س و می
ــه نمونــه خیابانــی، 95 درصــد  ــه افزوده‌شــده شــبیه ب ــرای نمون ب

ــد. ــت آم ــد به‌دس ــتاندارد 5/9 درص ــراف اس ــا انح ب
اندازه‌گیــری مرفیــن در نمونــه ادرار: بــرای اندازه‌گیــری 

مرفیــن در نمونــه ادرار، آماده‌ســازی نمونه‌هــا در محــدوده غلظتــی 
400 تــا 600 نانوگــرم بــر میلی‌لیتــر طبــق روش گفته‌شــده انجــام 
شــد. یافته‌هــا نشــان داد، منحنــی کالیبراســیون بــا ضریــب 
ــی را بیــن غلظــت  ــل قبول همبســتگی 0/9796 رابطــه خطــی قاب
ــوط  ــک مرب ــر پی ــطح زی ــتاندارد و س ــای اس ــن در نمونه‌ه مرفی
ــه  ــار تکــرار نمون ــرای ســه ب �ـه مرفی�ـن نش�ـان می‌ده�ـد. RSD ب ب
ــر از 7  ــر، کمت ــر میلی‌لیت ــرم ب ــت 500 نانوگ ــا غلظ ــتاندارد ب اس
ــرم  ــن )500 نانوگ ــه ادرار دارای مرفی �ـد. نمون درص��د به‌دس��ت آم
بــر میلی‌لیتــر( مطابــق روش آزمایــش نمونه‌هــای اســتاندارد 
آزمایــش و بــا اســتفاده از منحنــی کالیبراســیون غلظــت آن 
محاســبه شــد و درصــد بازیابــی 94/6 درصــد بــا انحراف اســتاندارد 

نســبی 5/8 درصــد به‌دســت آمــد.

 جدول 1( بررسی دقت روش با تعیین میزان مرفین 

در غلظت‌های متفاوت با سه بار تکرار

غلظتشماره نمونه
)μg/spot(

%RSD
n=3

114/6

225/0

334/9

 جدول 2( بررسی صحت روش با اندازه‌گیری مرفین 

در نمونه‌های استاندارد با غلظت مشخص

غلظتشماره نمونه
)μg/spot(درصد بازیابی

 متوسط درصد بازیابی

)M±SD(

1196/9

101/4±5/8 22102/8

33106/7

بحث
 TLC ــیتومتری ــری روش دانس ه��دف از ای��ن مطالع��ه، به‌کارگی
ــا  ــه ب ــود. در مقایس ــن ب ــی مرفی ــی و کم ــایی کیف ــرای شناس ب
روش‌هــای کروماتوگرافــی کــه از حساســیت بالاتــری برخوردارنــد 
اندازه‌گیــری مرفیــن در غلظت‌هــای کمتــر، کارایــی  و بــرای 
ــی  ــیتومتری کروماتوگراف ــد ]24، 25[، روش دانس ــتری دارن بیش
ــرا  ــمار م��ی‌رود زی ــریع ب��ه ش ــازک ی��ک روش ارزان و س لای��ه ن
روش‌هــای کروماتوگرافــی گازی یــا کروماتوگرافــی مایــع بــا 
ــپکترومتری  ــا اس ــدن ب ــگام جفت‌ش ــژه هن ــه وی ــالا ب ــی ب کارای
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ــه و  ــا پرهزین ــد، ام ــری دارن ــخیص‌های پایین‌ت ــد تش ــی ح جرم
ــی  ــیتومتری کروماتوگراف ــکن دانس ــتند. روش اس ــر هس وقت‌گی
لایــه نــازک بــرای اندازه‌گیــری کمــی مرفیــن در یــک داروی 
گیاهــی حــاوی تریــاک مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه اســت کــه در 
ــی  ــد تشــخیص  spot/μg 0/498 و درصــد بازیاب ــن روش ح ای
ــه  �ـده اس�ـت ]26[، ک �ـن به‌دس�ـت آم �ـرای مرفی ــالای 99 درص�ـد ب ب
قابــل مقایســه بــا نتایــج به‌دســت‌آمده بــرای اندازه‌گیــری مرفیــن 
ــر  ــق حاض ــی در تحقی ــای خیابان ــابه نمونه‌ه ــای مش در نمونه‌ه
اســت. در پژوهــش دیگــری از کروماتوگرافــی لایــه نــازک بــا 
کارایــی بــالا بــا یــک آشکارســاز آرایــه دیــودی بــه همــراه یــک فیبر 
ــر  ــای دیگ ــن و آنالیت‌ه ــان مرفی ــایی همزم ــرای شناس ــوری ب ن
اســتفاده شــده اســت کــه روش بســیار مناســبی بــرای غربالگــری 
ــی اندازه‌گیــری کمــی مرفیــن صــورت  ســریع نمونه‌هــا اســت ول
نگرفتــه اســت ]27[. یافته‌هــا نشــان داد کــه بــا ایــن روش، 
 300 ml/ng ــی ــدوده غلظت ــن در ادرار در مح ــری مرفی اندازه‌گی
بــا تکرارپذیــری مناســب و بــا RSD کمتــر از 7 درصــد امکان‌پذیــر 
اســت. گرچــه اســتفاده از روش کروماتوگرافــی لایــه نــازک بــرای 
ــخیص  ــگاه‌های تش ــی آزمایش ــن در برخ ــی مرفی ــخیص کیف تش
ــکن  ــری از اس ــا بهره‌گی ــی ب ــود ول ــه می‌ش ــه‌کار گرفت ــاد ب اعتی
میــزان  می‌تــوان  نــازک  لایــه  کروماتوگرافــی  دانســیتومتری 
ــن  ــرد. همچنی ــری ک ــز اندازه‌گی ــه را نی ــود در نمون ــن موج مرفی
ــایر  ــن س ــن و همچنی ــن و کدئی ــان مرفی ــز همزم ــکان آنالی ام
آلکالوئیدهــای تریــاک وجــود دارد. از آنجــا کــه در ایــن روش 
ــای  ــد و پیک‌ه ــت می‌آی ــن 26/9 به‌دس ــرای کدئی ــزان RF ب می
ــن  ــک مرفی ــا پی ــیتومتری TLC آن ب ــکن دانس ــه اس ــوط ب مرب
همپوشــانی نــدارد، بنابرایــن اندازه‌گیــری همزمــان مرفیــن و 
کدئیــن بــه ســادگی امکان‌پذیــر اســت. از اســکن دانســیتومتری 
ــه  ــه کــم، ب ــا صــرف هزین ــوان ب ــازک می‌ت ــه ن ــی لای کروماتوگراف
ــه در  ــی ک ــرای نمونه‌های ــب ب ــدی مناس ــک روش تأیی ــوان ی عن
تســت‌های نــواری مثبــت شــده‌اند، اســتفاده کــرد. همچنیــن بــا 
ــوان  ــه عن ــوان ب ــده، می‌ت ــیت روش مطالعه‌ش ــه حساس ــه ب توج
ــزان مرفیــن در  ــری می ــرای اندازه‌گی یــک روش ســاده و ســریع ب
نمونه‌هــای ضبــط شــده توســط پلیــس و نمونه‌هــای ادرار بهــره 
بــرد. پیشــنهاد می‌گــردد در تحقیقــات آتــی ایــن روش بــرای 

تعییــن پروفایــل و دســته‌بندی نمونه‌هــای مرفیــن و تریــاک 
خیابان�ـی موــرد اســتفاده ق��رار گیــرد. بــه دلیــل غیرقانونــی بــودن 
ــن  ــی مرفی ــای خیابان ــه نمونه‌ه ــن درتهی ــروش مرفی ــد و ف خری
ــه نمونه‌هــای  ــه دلیــل ملاحظــات اخلاقــی در تهی و همچنیــن ب
زیســتی حــاوی مرفیــن جهــت آنالیــز، محدودیــت وجــود داشــت.

نتیجه‌گیری
ــی  ــازک، یک ــه ن ــی لای ــتفاده از کروماتوگراف ــا اس ــواد ب ــز م آنالی
ــایی  ــگاهی شناس ــای آزمایش ــاده‌ترین روش‌ه ــن و س از ارزان‌تری
اســت کــه می‌توانــد بــرای شناســایی مرفیــن در نمونه‌هــای 
همچنیــن  و  بیولوژیکــی  نمونه‌هــای  و  پلیــس  مکشــوفه 
ــات  ــا امکان ــژه در آزمایشــگاه‌هایی ب ــه وی ــی ب فرآورده‌هــای داروی

ــود. ــه ش ــه‌کار گرفت ــم، ب ــتگاهی ک دس

ــه  ــن مطالع �ـی: در ای �ـب انتظام �ـردی در ط �ـی و کارب �ـکات بالین ن

ــرای  ــیتومتری TLC ب ــک دانس ــه از تکنی ــت ک ــده اس ــعی ش س
جداســازی ســاده، مقــرون بــه صرفــه، دارای قابلیــت آنالیــز 
چندیــن نمونــه بــه طــور همزمــان و مــوازی اســتفاده شــود کــه 
ــی(،  ــاده )کیف ــریع و س ــخیص س ــر تش ــاوه ب ــک ع ــن تکنی ای
نمونه‌هــای  در  )کمــی(  مرفیــن  مقــدار  اندازه‌گیــری  قابلیــت 

زیســتی و محموله‌هــای مکشــوفه پلیــس را داراســت.
علــوم  دانشــگاه  رئیــس  از حمایت‌هــای  قدردانــی:  و  تشــکر 

قدردانــی می‌گــردد. و  تشــکر  فراجــا  انتظامــی 
تصریــح  مقالــه  نویســندگان  بدین‌وســیله  منافــع:  تعــارض 

ــه  ــال مطالع ــی در قب ــارض منافع ــه تع ــه هیچ‌گون ــد ک می‌نماین
ــدارد. ــود ن ــر وج حاض

ــع‌آوری  ــده، جم ــه ای ــاری )ارائ ــر افتخ ــندگان: اصغ ــهم نویس س

داده‌ه��ا(؛ اک��رم عاملیــ )طراح�ـی مطالعــه و تحلی��ل داده(؛ محســن 
ــگارش  ــندگان در ن ــه نویس بابای��ی )تجزیـه� و تحلی��ل داده(؛ هم
ــد  ــا تأیی ــه ب ــد و هم ــهیم بودن ــری آن س ــه و بازنگ ــه مقال اولی
نهایــی مقالــه حاضــر، مســئولیت دقــت و صحــت مطالــب منــدرج 

در آن را می‌پذیرنــد.
�ـع  �ـی از مراج �ـت مال �ـه حمای ــی: نویس��ندگان هیچگون ــع مال مناب

ــد. �ـت ننمود‌ن �ـی دریاف �ـی ی��ا خصوص دولت
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