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BAZI BAZiK iLAG MADDELERININ INCE TABAKA
KROMATOGRAFISI YARDIMIYLA ANALIZI VE
BiYOLOJIK MATRIKSIN ANALIZE ETKISININ

INCELENMESI

THE THIN LAYER CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF
SOME BASIC DRUGS AND THE INVESTIGATION OF THE
INFLUENCE OF THE BIOLOGICAL MATRIX ON THE
ANALYSIS

Omer ERSOY* ve R. Sema AYDEMIR*

SUMMARY

. In this study, the analysis of some basic drugs was performed by means of thin layer
chromatography. By choosing a suitable solvent system, the reproducibility of the results
was investigated and it was tried to standardise the method in our laboratory conditions.
Thin layer chromatographic studies were performed with 11 basic drg substances bolh
on the plates prepared in our laboratory using silicagel 60 HF g5y and on the commercial
chromatographic plates covered with the same adsorbent. The solvent system was Metha-
nol: Ammaonia, % 25 ( (100:1,5). In addition to the chromatography of the pure drug sub-
stances, urine samples spiked with these basic drugs were also after solvent extraction
chromatographed and the influence of the biclogical matrix on the analysis was investi-
gated.

In several trials, the averages of the Rix100 values and their standard deviations for
the pure drugs and for the same substances but with the [ractions ailer the solvent extrac-
tion [rom spiked urine samples were achieved, and the values obtained in Lhe two types of
chromatographic plates were compared. The differences betwoen the averages of the
Rix100 values of the pure basic drugs and those extracted [rom urine were found statisti-
cally signifieant for the 7 of the 11 substances on the chromatographic plates prepared in
our laboratory and for the 5 en the commercial chromatographie plates. Therefore, it can
be said that the biological matrix affects the thin layer chromatographic behaviour of
these drugs in urine.

OZET

Bu ¢aligmada, baz bazik #zellikli ilag maddelerinin ince tabaka kromatografik
analizleri, bu maddeler igin sikhkla kullamilan bir sistemde yapihrken, elde edilen
sonuglarin tekrarlanabilirligi kullanilan yintem kendi sartlammiz agisindan  stan-
dardize edilmeye galigilarak arastilmigtir. Ayrica, bu ilag maddclerinin biyolojik
srnck olarak segilen idrardan ekstraksiyonlar senucu eclde edilen fraksiyonlarin
kromatografisinde, biyolojik matriksin analizi giglegtirviei ve hatalara sebebiyet verici
ctkisinin olup oimadifn incelenmigtir,

* Marmara Universitesi Eczacihk Fakiltesi, Farmasstik Toksikeloji Anabilim Dah,
Nigantas/ISTANBUL.
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Farkli zamanlarda gerek saf maddeler gerekse idrara katim sonucu ekstrak-
siyonla elde edilen fraksiyonlarla yapilan kromatograflik galigmalarda, maddelere ait
RIx100 dejeri ortalamalart ve standart sapmalar bulunmus, laboratuvarda hazirlanan
plaklarda ve hazr plaklarda elde edilen sonuglar karmilagtinlmigtir. Idrardan ck-
straksiyon sonucu clde edilen fraksiyonlarn analizinde biyolojik mat-riksin analize
etkisi bulundugu saptanmsgtir,

GiRiS

Giinliik hayatimizda cesitli kimyasal maddelerin kullanim
ile birgok yararlar saglanmakla birlikte, bu maddelerin degisik
sekillerde zararli etkilerine maruz kalma ile zehirlenme olaylan

~da meydana gelebilmektedir. Kimyasal maddelerle zehirlenme
_olaylan arasinda ilaglar ile oluganlarin sayis1 oldukga fazladir (1,
7 2).

Zehirlenme olaylarinda, zehirlenmeye sebep olan maddenin
teshisi bityiik 6nem tagir. Zehirlenme etkeninin ne oldugunun’ agiga
¢ikarilmasi, basta tedavisinin yonlendirilmesi agisindan olmak
tizere cesitli ydnlerden énem kazanir.

Zehirlenme etkenini teshis etmek amaciyla kullamlan gesitli
yontemler arasinda ince tabaka kromatografisi (ITK) kolayhk,
‘diigiik maliyet, yitksek hiz, etkili ayirma giicii, duran ve hareketli
fazda kolaylikla degigiklikler yapilabilmesi, az miktarda madde
ile ¢alisilabilmesine olanak vermesi, gerekli diizenegin basit ol-
mas1 gibi ézelliklerinden dolay: toksikolojik galigmalarda genis
¢apta kullamlan tekniklerden biridir.

ince tabaka kromatografisinde maddelerin taminmasimda bun-
larin degisik sistemlerdeki siiriiklenme degerlerinden ve ¢esitli be-
lirteclerden yararlanilir. Ancak, ozellikle siriklenme degerleri |
cesitli faktorlerin etkisiyle degisiklikler gosterdiginden, yontemde i
standardizasyonun saglanmas1 gerekir. Diger yandan, toksikolo-
jik analizlerde gogu zaman biyolojik materyel ile galiyma zorunlu-
lugu vardir. Ince tabaka kromatografisinde biyolojik materyelden
ekstraksiyonla elde edilen sorumlu maddelerin ise, saf etken
maddelerle ayn1 davramigta buluhmadiga bildirilmektedir (3-6).. Bu
hususlar da aym sistemle ¢alisan bagka aragtirmacilarin elde ettigi .
verilerden yararlanmay: zorlagtirir. Bazen de imkansiz hale geti-
TIT, ‘

‘Bu ¢alismada, baz bazik dzellikli ilag maddelerinin, bu mad-
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delerin ince tabaka kromatografisinde siklikla kullamlan bir sis-
temde (3,7 - 11) analizleri, laboratuvarda hazirlanan plaklar ve pi-
yasadan temin edilen hazir plaklarda yapilirken, elde edilen
sonuglarin tekrarlanabilirligi gozlemlenmis ve ilag maddelerinin
biyolojik drnek olarak -se¢ilen idrardan ekstraksiyonlan
yapildiginda, bu analizi gii¢legtirici veya yanhs yone sevkedici et-
kileri olup olmadign arastimlmigtir. :

MATERYEL VE METOD

Cahgmada kullamilan 11 saf bazik ilag maddesi morfin hid-
rokloriir, kodein, dionin hidrokloriir, atropin siilfat, striknin, ko-
kain hidrokloriir, opipramol dihidrokloriir*, klomipramin hidro-
kloriir*, doksilamin siiksinat*, maprotilin hidrokloriir* ve raniti-
din - hidrokloriir*'diir.

Caligmada, silikajel 60 HFg54 (E.Merck) ile laboratuvarda
hazirlanan plaklar (20 x 20 cm ve 20 x 10 cm, 0.25 mm tabaka
kalinlin) ve piyasadan temin edilen silikajel 60 Fgg4 (E.Merck) ile -
kaph hazir plaklar (10 x 10 em ve 20 x 10 cm, 0.2 mm tabaka
kalhnlig) kullanilda.

Laboratuvarda hazirlanan . plaklar, kullamlmadan dnce etiivde
110°C'da 1 saat. aktive edildi.

Céziicii sistemi, Metanol: Amonyak, % 25 (100 : 1,5) idi.

- Kromatografi isleminde saf maddelerin Kloroform: Metanol
{(1:1)'deki 5 mg/ml (baz tizerinden hesaplanmis) konsantrasyondaki
gozeltileri kullanildi. ‘ : '

idrar ornekleri, ilag kullanmayan kisilerden giinlik olarak
toplanan idrarin 24 ml'sine saf ilag maddelerinin distile sudaki 5
mg/100 ml (baz iizerinden hesaplanmig) konsantrasyondaki
gozeltilerinden 1 ml (50 pg madde) katilmak suretiyle hazirland:.
srnegin pH's1 5N NHj ile 9'a ayarlandi; 10'ar ml kloroform ile bir-
biri ardindan 2 kez ekstre edildi. Birlegtirilen kloroformlu fazlar
susuz NapSO4 yardimiyla kurutuldu. Kloroform ugurularak geriye
kalan artik 100 pl Kioroform: Metanol (1:1) karigam ile dikkatlice
¢ozildii. Her bir kromatografik deneme igin ayr1 bir idrar
orneginden farkli zamanlarda ekstraksiyon yapildi.

* Saf ila¢ maddelerini hediye eden (Ciba-Geigy, Pfizer ve Fako) ilag firmalarina
tesekkuri bir borg biliriz. .
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Laboratuvarda hazirlanan plakiar i¢in kromatografi tankinin
(8 x 23 x 24) 30 dk slire ile, goziici karisimi buharlar ile doymas:
saglandi. Bu plaklara, saf madde ¢ézeltilerinden 8 pl (40 ug madde),
idrardan ekstraksiyonla elde edilen madde ¢6zeltisinin tamam (40 -
50 pg madde) tek bir noktaya uygulandi. Hazir plaklar i¢in de kro-
matografi tankinin (§ x 13 x 14} hareketli faz ile 30 dk doymas
saglandi. Bu plaklara, saf madde ¢ozeltilerinden 1 pl (5 ug madde),

-idrardan ekstraksiyonla elde edilen ¢ézeltilerden 10 ul (~ 5 ug

madde)} yine tek bir noktaya wyguland.

Coziciinin yuriime mesafesi, laboratuvarda hazirlanan plak-
larda 17-18 cm (90 dk), hazir plaklarda ise 7-8 em (30 dk)'dir.

Kromatografi igleminden sonra, maddelerin yerleri UV 1g1k

~altinda 254 nm'de. belirlendi. Ayrica, Dragendorff belirteci

piskiirtiillerek lekeler goriiniir hale getirildi ve Rfix100 degerleri he-
saplanda.

BULGULAR

Degisik zamanlarda 11 saf ilag maddesi ile yapilan
¢aligmalarda maddelerin Rfx100 degeri ortalamalarindan olugan
sapmalar laboratuvarda hazirlanan plaklarda + % 2-8 arasinda,
hazir plaklarda yapilan c¢aligmalarda ise + % 2-11 arasinda
degismektedir (Tablo 1).

Saf ila¢c maddeleri ile her iki tip plakta elde edilen Rfx100
degerlerine ait % SD'lar kargilagtiniidiginda maddeler i¢in elde edi-
len Rfx100 degerlerinin kesinlikleri her iki tip plakta degisiklikler
gistermekle birlikte, tim maddeler i¢in % SD'larin ortalamas
alinarak karsilastinldifinda laboratuvarda hazirlanan plaklarda %
4,5, hazir plaklarda ise % 4,2 olarak bulunmustur. 11 maddenin 6's1
igin laboratuvarda hazirlanan plaklarda, 4'i i¢in ise hazir plaklarda
daha biiyik bir % SD deferi saptanmig, 1 madde igin ise fark
gérilmemigtir,

Yine aym sistemde, ilag maddelerinin idrardan ekstraksiyonu
sonucu elde edilen fraksiyonlarnin analizi laboratuvarda hazirlanan
plaklar ve hazir plaklarda olmak iizere iki sekilde yapilmigtir. Saf
ila¢g maddeleri ile yapilan ¢aligmalara benzer sekilde her iki tip plak-
ta yapilan galigmalarda maddelere ait Rfx100 deferi ortalama-
larindan meydana gelen sapmalar gerek laboratuvarda hazirlanan
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plaklarda gerekse hazir plaklarda + % 2-10 arasinda degigmistir.

{Tablo 2).

Tablo-1 : 11 saf ilag maddesinin kendi haznladifimz plaklarda ve hazr

plaklardaki ince tabaka kromatografisi sonuglan

Dékme plak Hazir plak
Madde
Ort. +SD % SD Ort.£8D - %SD
Atropin 21+1.30 %6 19+2.16 %11
Maprotilin 24+1.95 + %8 204083  * %4
' Striknin 27+216  * %8 214130  * %6
Doksilamin 38+1.41 + %4 394141 * %4
Ranitidin 39+ 1.51 * %4 434+ 0.83 + %2
Morfin 44 +1.67 + 94 36122 + %3
Dionin 45£178  + %4 36:114  * %3
Kodein 45+1.09 + 9% 2 35+1.22 + %3
Klomipramin 54+3.20 t %6 47+0.89 * %2
Kokain 59+ 1.22 + %2 61+2.30 + %4
Opipramol 63+ 151 * %2 54+2.30 * %4
ort. % SD Ort. % SD
% 4,5 942

Cozicih sistemi - Metanol : amonyak, % 25 (10. 1,5}

idrardan ekstre edilen maddeler i¢in saf maddelere oranla ge-
nellikle daha diisitk Rfx100 degeri bulunmas: nedeniyle saf maddeler
ve idrardan ekstraksiyon sonucu elde edilen fraksiyonlarin her iki
tip plaktaki. ince tabaka kromatografilerinde bulunan Rfx100
* degerleri ortalamalar, biyolojik matriksin Rfx100 degerlerine etkisi
bulunup bulunmadifimi agga gikarmak igin karsilagtimldiginda or-

taya Tablo 3 ve 4'deki durum gkmaktadir.
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Table-2 : Idrardan ekstraksiyon sonucu elde edilen [raksiyonlarm kendi
hazirladifimz  plaklarda ve hazr plaklardaki ince tabaka kromatogra-
fisi sonu¢lan

D‘dkme plak Hazir plak
Madde

Ort.+SD  %SD Ort.+SD % SD
Atropin 18+ 1.14 + %6 16+ 1.64 + %10
Maprotilin 23£114  t %5 184054  * %3
Striknin 926+ 2.54 + %10 18+ 151 + %8
Doksilamin = 36+ 255 t %7 38+181 = %5
Ranitidin 36+234 %7 424130 . = %3
Morfin 40+148  * %4 334148  * %4
Dionin 414130 + %3 35+ 1.51 + %4
Kodein 42 +1.30 + %3 34+0.83 + %2
Klomipramin 50+2.86 + %6 . 45+1.22 = %3
Kokain 56130  + %2 504228  + %4
Opipramol 60+ 1.81 %3 53+ 2.68 * %5

Cézici sistemi - Metanol : Amonyak, % 25 {(100: 1,5} -
SONUG VE TARTISMA

Bazik ilag maddelerinin tek bir ince tabaka kromatografisi
sisteminde analiziyle tim maddelerin taninmasi i¢gin yeterli bir
ayirma elde edilemeyecegi agiktir. Amaci, bu maddelerin birbirin-
den ayrilarak taninmasi olmayip, ¢ok kuilamlan bir ince tabaka
kromatografisi sisteminde standardizasyonun temin edilmesi, tek-
rar edilebilirligin denenmesi ve biyolojik materyel olarak idrar ile
¢aligma sbz konusu oldugunda, bu durumun analize etkisinin olup ol-
madiginin aragtiriimas: olan bu ¢aligmada, saf ilag maddeleri ile
laboratuvarda hazirlanan plaklar ve piyasadan temin edilen hazir
plaklarla yapilan kromatografik ¢aligmalar sonucunda maddelere
ait elde edilen Rfx100 degerlerinin kesinliklerinde, ortalama olarak,
bariz bir fark bulunmadi1 saptanmigtir. idrardan ekstraksiyon so-
nucu elde edilen fraksiyonlarla da her iki tip plakla yamlan kroma-
tografik ¢aligmalarda, maddelere ait Rfx100 degerlerinin kesin-
liginde yine bir fark goriilmemigtir.
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Tablo-3 : Saf maddeler ve idrardan ekstraksiyon senucu elde edilen fraksiyonlarin
kendi hazirladigimz plaklarda yapilan ince tabaka kromatografisinde bu-
lunan HRf deferi ortalamalarimin kargilagtirilmasi :

HRf Ort. + SD
t — Testi
Madde Saf madde El;;tffn:gg:" b +n, -2,%5
Atropin 21130 ’ 18+ 1.14 3.89>2.306
Maprotilin | 24+1.95 23+1.14 " 0.99<2.306
Striknin 27+2.16 26+ 254 0.67 < 2.306
Doksilamin 38+ 141 36 +2.55 1.54 < 2.306
Ranitidin 39+ 151 364234  242>2.306
Morfin 44+ 1.67 40+1.48 40452306
Kodein 45+1.09 41+1.30 400> 2,306
Dionin 45+ 1,78 42+1.30 4,08 > 2.306=!=
Klomipramin 54+ 3.20 50+ 2.86 2.09 < 2.306
Kokain 594122 - 56%130 3.79 > 2.306
Opipramol 63+ 1.51 60+ 1.81 2.84> 2,306

* Fark istatistiksel olarak anlamhdir, p <0,05

Sonu¢larda kesinlik agisindan bariz bir fark bulunmamasina
ragmen, hazir plaklarin kullamilmasinda, daha az madde uygulan-
mas1, daha kisa mesafede ve daha az zamanda ayrilma olmasi, daha
az coziiciiye ihtiyag gostermesi avantajlan da gézardi edilemez.

Idrardan ekstraksiyon ile elde edilen fraksiyonlarin kromato-
grafisinde, maddeler genellikle saf maddelerden daha digiuk Rfx100
degerlerine sahip olmusglardir.

Biyolojik matriksin Rfx100 degerleri iizerine olan etkisini
agifa ¢ikarmak igin uygulanan t-Testi'nde, laboratuvarda
hazirlanan plaklarda 7 madde, hazir plaklarda ise 5 madde igin, saf
madde ve ekstraksiyon sonucu elde edilen maddelerin Rfx100 degeri
ortalamalarinin  istatistiksel anlamh farkh oldugu (p < 0.05) sap-
tanmigtir, Bu sonug, idrardan ekstraksiyon sonucu elde edilen frak-
siyonlarin saf maddelerle kromatografik kargilagtimlmalarimin her
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zaman igin dogru olmayacagimi ve bu iglemlerde yine aym analiz
materyelinden ekstre edilmis bulunan test maddeler kullanilmas:
gerekecegini gistermektedir.

Tablo-4: Saf maddeler ve idrardan ekstraksiyon sonucu elde edilen {raksiyonlarin
hazir plaklarda yapilan ince tabaka kromatografisinde bulunan HRf degeri
ortalamalarinin kargilastirilmasi

HR f Ort. £ SD
. t — Testi
Madde Saf madde El;:;"; :ggzn n +n —2,%5
Atropin 19+2.16 16+ 1.64 2.48 > 2.306"
Maprotilin 20+ 0.83 18+ 0.54 454> 2.306"
Striknin 21+1.30 18+ 1.51 3.37>2.306"
Kodein - 35+ 1.22 34 + 0.83 1.51 < 2.306
Dionin . 36%114 35 151 1.19 < 2.306
Morfin 36:+1.22 33+ 1.48 3.53 > 2.306"
Doksilamin 39+ 141 38+ 1.81 0.97 < 2.306
Ranitidin 43+0.83 42+1.30 1.45 < 2.306
Klomipramin 47+0.89 45+ 1.2 2.98 > 2.306*
Opipramol 54 + 2,30 53+ 258 0.65 < 2.306"
Kokain 61230 59+ 2.98 1.38 < 2.306

* Fark istatistiksel olarak anlamhdir, p<0.05
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