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Summary
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Separation and İdentification of Sulphonamides by
Thin-Layer and Paaer Chromatography

Pharmaccutical preparations which contain various sulphonamides were separated

and identified by thin-layer chrom<,.togr<,.phy, <,-scendingmethod and circular method paper
chromatography. These three chromato~raphic methods were comp?.red.

Özet

Sulfamid ihtiva eden çeşitli ilaçlar ince tabaka kromatografisi, çıkan metot ve sirküler
Iciğıt kromatografisi vaslt2.slyla incelendi. Solven olarak amonyakla doyurulmuş iso-butil

alkol, belirtme ayıracı ol?rak da HCl ile asitlendirilmiş p-dimetilaminobenzaldehid ku Ila-

nildı. Her üç kromatografi tekniğinin de bu ayıraçların kullanılm<,-sı suretiyle farmasötik

sulfamid preparatlarının seperasyon ve identifikasyonunda yeterli sonuçlar verdiği saptanıl-
dı. Sirküler kağıt kromatografisinin ilaç <,.nalizlerinde ve öğrenci tatbikatlarında kullanılmak
üzere uygun ve ekonomik olduğu kanısınOl v•..rıldı.
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Kromatografi, diğer fizikoşimik metotların yetersiz kaldığı veya
güçlükle uygulanabildiği, kimyasal bakımdan birbirine çok yakın
bileşiklerin ayırt edilerek tanınmalarını mümkün kılar. Bu yönden
düşünüldüğü zaman sulfamidlerin gerek nite! ve gerekse nicel olarak
tanınmaları için kromatografik metotlar çok uygundur.

Sulfamidlerin arı halde iken ya da çeşitli farmasötik preparat-
lardan ekstrakte edildikten sonra teşhisieri için birçok araştırıcılar
kromatografik metodlarla çalışmışlardır. Bunlardan başlıcaları ince
tabaka kromatografisi (2,3,8), çıkan metot ka?;ıt kromatografisi
(1,4,5,6) ve sirküler kağıt kromatografisini (7) kapsamaktadır.

Memleketimizde son zamanlarda ilaç kontrolü sorunu, bu konu
ile doğrudan ilişkisi olsun olmasın, herkesin zihnini kurcalayan bir
önem kazanmıştır. Bu alanda güvenilir metodların uygulanarak ya-
nılmaya meydan v~rmeyecek analiz sonuçlarına ulaşılması zorunlu
olmaktadır. Bu çalışmamızda, çeşitli kromatografik metot ve teknik-
lerin sulfamidlerin ayırt edilmesinde ve tanınmalarındaki yararla-
rının karşılaştırılması ve dolayısiyle memleketimizde imaj edilen sul-
famidli ilaçların nitel olarak kontrolleri yönünden incelemeler yapıl-
mıştır.

Materyal ve Metod

Toz, tablet, komprime veya solusyon şeklinde 10 çeşit sulfamid
(sulfanilamid, sulfatia7.0l, sulfapiridin, sulfamezatin, diazinol, sulfa-
diazin, madribon, gantrisin, Eftolon, albusid) ince tabaka kromatog-
rafisi, çıkan metot kağıt kromatografisi ve sirküler kağıt kromatogra-
rafisi olmak ü'zere üç teknikle kromatografiyc tabi tutuldu. Bu amaçla
literatürde belirtilen bazı metotlardan (ı,4,5,7,8) yararlanıldı.

Sulfamid çözeltilerinin hazırlanması: Kromatografisi yapılacak sul-
famidlerin kromatograma uygulamak için kullanılacak çözeltilerini
hazırlamak amacıyla materyal kısmında adı geçen her bir sulfamid-
den 0,250 g. aktif madde isabet edecek şekilde tartıldı; 3-4 mL. amon-
yakta eritildi ve damıtık su ile 5 mI.ye ulaştırıldı. Tablet, komprime
ya da toz karışımı olarak hazırlanmış sulfamidli preparatların ihtiva
ettiği taşıt maddeler çökelti ve bulanıklık husule getirdiğinden bunları
ayırt etmek için çözeltiler ayrı ayrı süzgeç kağıdından süzülmek sure-
tiyle berraklaştırıldı. Albucid göz damlası, Eftolon solusyon ve Sul-
phamezathin solusyon olduğu gibi kullanıldı.
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Amonyaklı butanol çözeltisi: Kromatogramların devalopmanı ıçın
kullanılacak solvanı ha:z:ırlamak üzere aşağıdaki formülde gösterilen
miktarlarda alınan üç sıvı bir ayırma hunisinde birçok defalar çalka-
landıktan sonra kendi haline bırakıldı. Altta kalan sıvı faz çekildi
ve amonyaklı su ile doymuş butanolden ibaret olan üstteki faz solvan
olarak kullanıldı.

İso-butil alkol 500 mL.
Damıtık su 375 mL.
Amonyak (% 25 d:0,91) 125ml.

p-Dimetilaminobenzaldehid ayıracı (Ehrlich ~yıracı): Devalope edil-
miş ve kurutulmuş kromatogramlardaki sulfamid lekelerinin görünür
duruma getirilmesi için fcrnıülü aşağıda verilen belirtme ayıracı
hazırlandı.

p-Dimetilaminobenzaldehid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ı g.
Hidroklorik asit (d: i, ı9) ıO mL.
Dam~tık su q.S.p. 100 mL.

ı. ince tabaka kromatografisi: Silica Gel G ile 0,250 mm. kalın-
lıkta kaplanmış ve i05 o e'de 30 dakika müddetle aktive edilmiş 20x20
cm. boyutlarındaki cam plakalar kullanıldı. Plakalar üzerinde 2 cm.
aralıklarla işaretlenmiş olan uygulama noktalarına sulfamid çözelti-
lerinden i mikropipet damlası konuldu. Havası amonyaklı butanolle
doyurulmuş tank içerisinde iO cm. mesafeye kadar (ortalama i saat
30 dakika) devalopman yapıldı.

2. Çıkan metot kağıt kromatogrolisi: iOx20 cm. boyutlarında kesi-
len bir Whatman No: i süzgeç kağıdı parçası üzerinde 2 cm. aralık-
larla işaretlenmiş noktalara sulfamidler yukarıda anlatildığı miktarda
uygulanarak iO cm. mesafeye kadar (ortalama 2 saat 30 sakika) de-
valope edildi.

3. Sirküler kağıt kromatografisi: Whatman No: i süzgeç kağıdı
ı7 cm. çapında bir daire biçiminde kesildi; 8 üçgene ayrılacak şekilde
merkezden geçen kıvrımlar yapıldı. Merkez noktası, kağıttan bir fitil
takmak için i mm. çapında delindi. Ayrıca merkezden i cm. mesafede
kıvrım yerlerine isabet edecek şekilde küçük delikler açıldı ve bu delik-
lerin aralarına sulfamid çözeltilerinden ı mikropipet damlası uygu
landı (Şekil 3). ı5 cm. iç çapındaki bir petri kutusuna amonyak lı
butanol (50 mL.) konuldu; sirküler kağıt oturtularak petri kutusunun
kapağı kapatıldı ve hepsi solvan buharlarıyla doygun durumdaki
bir cam akvaryuma yerIeştirilerek, solvan petri kutusu kapağımn iç
kenarları hizasına gelinceye kadar (ortalama 2 saat) devalopman
yapıldı. Devalopman süresi merkezdeki deliğin çapına ve dolayısiyle
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kağıt fitil.in kalınlığına bağlı olarak değişmektedir. Fitil ınce olduğu
takdirde bu süre uzar.

Sulfamid lekelerinin belirtilmesi: Her üç teknikle devalope edilmiş
kromatogramlar 50°C'de etüvde 15 dakika kurumaya bırakıldı. Son-
ra p-dimetilanobenzaldehid ayıracı püskürtüldü ve bu şekilde sulfa-
midier beyaz zemin üzerinde portakal sarısı renginde lekeler halinde
görünür duruma getirildi.

Sonuçlar

Üç kromatografi tekniği ile toplam olarak 15 deney yapılmış ve
Tablo: I'de özetlenmiş olan sonuçlar elde edilmiştir. Tablo: I'den
ve Şekil: I,II ve III'den anlaşılacağı gibi her üç teknikle de aynı
solvan ve aynı bclirtme ayıracı kullanılarak yapılan deneylerde 10

TABLO: i

Deneylerimizde kullandığımız sulfamid preparatlarının bileşimleri ve kromatografilerinden
alınan sonuçlar

ılkın Adı Bileşimi AnaliL
Sonuçları*

i . Sulfanilamid Sulfanilarrıid (saf) +
2. Sulfatiazol Sulfati?zol (saf) -J..

3. SP, (Eczacıbaşı) Penisillin krist.
Kont. no: 85721 Sulfanilamid
İmal T. 1.10.1968 Sulfatiazol +

4. SP, (Eczacıbaşı) Penisillin krist.
Kon!. no: 96065 Sulfanilamid +
İmal T. 26.11.1969 Sulfatiazal +

5. Sulfacol (Wander) i Sulfanilamid +
i Sulfapİridin Ca

(serpme tmm) i Aluminyum hidr. kolI. +
6. Sulfapyridin (tabı') ı Sulfapiridin +

(May and Bakcr) i
7. Uhradiazin (kompr.) ı Sulfadiazin ,-

(Atabay) ı
8. Diazinol (kompr.) i Diazinol

(Wander) ı
9. Gantrisin (tabı') i Sulfizoks.~zoı +

(Roche) i
LO. Albucid (damla) i Sulfasetamid +

(Sehering) i natrium
ii. Madribon (tabı') i Sulfadimetoksin +

(Roche)

12. Eftolon (Vet. soL.) i 5- (p-aminobenzen
(Pfizcr) i sulfonaınid)-I- +i fenil pirazol

13. Sulphamezathine (Vet. soL) ı Sulfamezatin +
(Doğu İlaç Fb.) i
* (+) iş?reti tesbit edilen, (-) işareti tesbit edilemiyen sullfamidleri belirtmektedir.
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Şekil: I. Çeşitli sulfamidlerin ince tab?ka krom?tografisinde verdiği lekeler. (Oklar baş-
langıç nokt?sını, üstıeki çizgi solV?n sınırını göstermektedir) ı. Sulfanilamid (standart),
2.SP, tozu (Konı. no. 85721, lmal T.ı.ıO.1963), 3. Sulfatiazal (st?nd?rt), 4. Sulf?nilamid
-f-sulfe.ti?za! (st?ndutlar), 5. Sulfapyridin tablet, 8. SulfaeoI 10L., 7 Sulphamezathin vet. sol.,
8. Di?zinol komprime, 9. UItradiazin komprime, LO. M?dribon ıablet, 1ı. G?ntrisin te.blel.
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Şekil: II. Çeşitli sulfamidlcrin çıkan metot kağıt kromatografisinde verdiği lekeler. ı.
Sulfanilamid stand?rt, 2. SP, tozu (Kont. no. 96065, lma! T.26.1ı.1969), 3. Sulfatiazol

standart, 4. Sulfapyridin tablet, 5. Eftolon vet. sol., 6. Albucid göz damlası.

sulfamidin tcshisleri olumlu sonuçlar vermiştir. Piyasadan temin
edilmiş olan 10 çeşit sulfamid preparatımn hepsinde de formüllerinde
belirtilen sulfamidlerin mevcutolduğu kalitatif olarak ortaya konul-
muştur. Ancak SP) serpme tozunun 85721 kontrol no.lu ve 1.10.1968
tarihinde imal edilmiş olan nümunesinde (Şekil i ve III'te görüleceği
gibi) sulfatiazol tesbit edilmiş, fakat sulfanilamid tesbit edilememiştir .
.Buna karşılık SP) serpme tozunun 96065 kontrol no.lu ve 26.11.1969
tarihinde imal edilmiş olan diğer bir nürnunesinde (Şekil: II'de
görüleceği gibi) gerek sulfatiazol ve gerekse sulfanilamid bulunduğu
tesbit edilmiştir.

Sulfamidlerin Rf değerleri Tablo: II'de ortalama olarak veril-
miştir. SP) analizinde yamlmaya meydan vermemek için toz halinde-
:ki saf sulfatiazol ve sulfanilamidden hazırladığımız çözeltileri standa~t
maddeler olarak kullandık.
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Şekil: III. Çeşitli sulfamidlcrin sirküler kağıt kromatografisinde verdiği lekeler. (Kroma-
togramd"ki SP. lekesi Kont. no. 85721, İmal T.ı.10.1968 olan prepuata aittir. Yanındaki
üçgen içerisinde kontrol için sulfanilamid standart ile birlikte uygul?nmış SP. lekesi görül-

mektedir).

TABLO: II

Deneylerimizde kullandığım.z sulfamidlerin ortalama Rf değerleri

ııacın adı

i. Sulfanilamid
2. Sulfatiazol
3. Sulfapiridin
4. Sulfamezatin
5. Diazinol
6. Sulfadiazin
7. Madribon
8. Gantrisin
9. Eftolon

LO. Albusid

Çıkan metot
kağıt kromatografisi

0.50
0.25
0.37
0.24

0.40
0.08

İnce tabaka
krom?tigrafisi

0.47
0.16
0.23
0.15
0.17
0.07
0.18
0.17
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Sulfamid ihtiva eden çeşitli farmasötik preparatların analizleri-
nin en uygun bir teknikle yapılabilmesini sağlamak amacıyla litera-
türde. belirtilen çeşitli metodların (1,4,5,7,8) faydalı gördüğümüz
yanlarını birleştirerek ince tabaka kromatografisi ve kağıt kroma-
tografisine uygulanabilecek bir tek metot haline getirdik. Literatürde
solvan olarak belirtilen n-bu til alkol yerine iso-butil alkolün de aynı
maksat için yararlı olduğunu gördük.

Kendi başına bütün sulfamidleri identifiye edebilecek derecede
ayırt etmeye elverişli bir solvan bulunamadığı belirtilmektedir (4) ve
kromatogramlarda Rf değerlerinin birinden diğerine değişmesi sebe-
1)iyle yanılmadan iyi bir ayrım yapabilmek için meçhul nümunderle
birlikte aynı kromatogram üzerinde standartların da kullanılması
önemlidir (2). Bu bakımdan değişik solvan sistemlerinin ve değişik
belirtme ayıraçlarının kullanılması yerine en uygun bir solvanın ve
bdirtme ayıracının ince tabaka kromatografisi; çıkan metot ve sirkü-
ler kağıtkromatografisi olmak üzere üç tekniğe uygulanarak, yeri
geldiği zaman imkanlara ve analizin amacına en elverişli olanının
kullanılmasının daha yararlı olup olmayacağını araştırdık. Sulfamid-
lerin analizinde burada tanımladığımız ince tabaka kromatografisi
daha hassas ça!Jşmakta ve diğerlerine nazaran daha güvenilir bir
sonuca götürmektedir. Ancak oldukça komplike, imkan ve eleman
isteyen bir metottur. Çıkan metot kağıt kromatografisi de aynı güve-
nilir sonuçları vermiştir ve daha az emek ve ustalıkla gerçekleştirile-
bilmektcdir. Ancak her iki metot sirküler kağıt kromatografisi ile
karşılaştırılırsa hem fazla malzeme sarfiyatını gerektirmediğinden
ekonomik oluşu ve hem de basit laboratuvar şartlarında kclaylıkla
ve kısa zamanda yapılabilmesi sebebiyle ilaç analizlerinin yapılma-
sında ve özellikle öğrenci tatbikatlarında sirküler kağıt kromatogra-
fisinin uygun olduğu kanısındayız.

Bu çalışmanın faydalı bir sonucu da piyasadaki beşed ve veteri-
ner sulfamid preparatlarının başlıcalarının kapsadığı etken madde-
lerin kontrol edilmiş olmasıdır. Gerektiğinde nicel analiz yapabilmek
için kromatogramlardaki lekeler asitle tamponlanmış p-dimetila-
minobenzaldehid ayıracında critilerek kurtarılıp sulfamidlerin mik-
tar tayinleri için kullanılabilir (5).
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