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Summary

Separation and Identification of Sulphonamides by
Thin-Layer and Pager Chromatography

Pharmaceutical preparations which contain various sulphonamides were separated
and identified by thin-layer chromatography, ascending method and circular method paper
chromatography. Thesc three chromatographic methods were compared.

Ozet

Sulfamid ihtiva eden gesitli iliglar ince tabaka kromatografisi, ¢ikan metot ve sirkiiler
kagit kromatografisi vasitasiyla incelendi. Solvén olarzk amonyakla doyurulmus iso-butil
alkol, belirtme ayirac1 olerak da HCI ile asitlendirilmis p-dimetilaminobenzaldehid kulla-
nildi. Her ii¢ kromatografi tekniginin de bu ayiraglerin kullamimast surctiyle farmasétik
sulfamid preparatlarimin seperasyon ve identifikasyonunda yeterli sonuglar verdigi saptanil-
du. Sirkiiler kagit kromatografisinin ilag 2nalizlerinde ve 6grenci tatbikatlarinda kullanmilmak
iizere uygun vc ekonomik oldugu kamsina vanldi.
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Girisg

Kromatografi, diger fizikosimik metotlarin yetersiz kaldigr veya
giiclikle uygulanabildigi, kimyasal bakimdan birbirinc ¢ok yakin
bilegiklerin ayirt cdilerek tarunmalarim miimkiin kilar. Bu yénden
diisiiniildiigii zaman sulfamidlerin gerek nitel ve gerckse nicel olarak
taninmalar1 i¢in kromatografik metotlar ¢ok uygundur.

Sulfamidlerin ar1 halde iken ya da gesitli farmasotik preparat-
lardan ekstrakte cdildikten sonra teshisleri icin birgok arastiricilar
kromatografik metodlarla galiymiglardir. Bunlardan baslicalar1 ince
tabaka kromatografisi (2,3,8), ¢ikan metot kagit kromatografisi
(1,4,5,6) ve sirkiiler kagit kromatografisini (7) kapsamaktadir.

Memleketimizde son zamanlarda ila¢ kontrolii sorunu, bu konu
ile dogrudan iliskisi olsun olmasin, herkesin zihnini kurcalayan bir
énem kazanmigtir. Bu alanda giivenilir mectodlarin uygulanarak ya-
nilmaya meydan vzrmeyecck analiz sonuglarina ulagilmasi zorunlu
olmaktadir. Bu ¢aliymamizda, cesitli kromatografik metot ve teknik-
lerin sulfamidlerin ayirt cdilmesinde ve tammmalarindaki yararla-
rinin kargilagtirilmas: ve dolayisiyle memleketimizde imal edilen sul-
famidli ilaglarin nitel olarak kontrolleri yoniinden incelcmeler yapil-
mugtir.

Materyal ve Metod

Toz, tablet, komprime veya solusyon seklinde 10 gesit sulfamid
(sulfanilamid, sulfatiazol, sulfapiridin, sulfamezatin, diazinol, sulfa-
diazin, madribon, gantrisin, Eftolon, albusid) ince tabaka kromatog-
rafisi, cikan metot kagit kromatografisi ve sirkiiler kagit kromatogra-
rafisi olmak iizere iig teknikle kromatografiye tibi tutuldu. Bu amagla
literatiirde belirtilen bazi metotlardan (1,4,5,7,8) yararlamldi.

Sulfamid ¢izeltilerinin hazirlanmasi : Kromatografisi yapilacak sul-
famidlerin kromatograma uygulamak igin kullamlacak g¢ézeltilerini
hazirlamak amaciyla materyal kisminda adi gegen her bir sulfamid-
den 0,250 g. aktif madde isabet edecck sekilde tartildi; 3-4 ml. amon-
yakta eritildi ve damitik su ile 5 ml.ye ulagtinildi. Tablet, komprime
ya da toz karigimi olarak hazirlanmig sulfamidli preparatlarin ihtiva
ettigi tasit maddeler gokelti ve bulaniklik husule getirdiginden bunlan
ayirt etmek igin gozeltiler ayr1 ayru siizgeg kagidindan siiziilmek surc-
tiyle berraklastirildi. Albucid géz damlasi, Eftolon solusyon ve Sul-
phamezathin solusyon oldugu gibi kullaruld:.
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Amonyakly butanol ¢ozeltisi : Kromatogramlann devalopmani igin
kullanilacak solvam hazirlamak iizere asagidaki formiilde gésterilen
miktarlarda alinan i¢ sivi bir ayirma hunisinde birgok  defalar galka-
landiktan sonra kendi halinc birakildi. Altta kalan sivi faz ¢ekildi
ve amonyakli su ilc doymug butanolden ibaret olan tstteki faz solvan
olarak kullanildi.

Iso-butil alkol ........c.couiii 500 ml.
Damatik su ... i 375 ml.
Amonyak (9% 25 d:0,91) ........ ...l 125. ml

p-Dimetilaminobenzaldehid ayiracr (Ehrlich ayiraci) : Devalope edil-
mi§ ve kurutulmug kromatogramlardaki sulfamid Ickelerinin gériiniir
duruma getirilmesi ic¢in fermiili agagida verilen belirtme ayiraci
hazirlanda.

p-Dimetilaminobenzaldchid ..................... 1 g
Hidroklorik asit (d:1, 19) ........................ 10 ml
Dam:tik su gs.p. o.ooiiiiiii i i 100 ml.

1. Ince tabaka kromatografisi: Silica Gel G ile 0,250 mm. kalin-
likta kaplanmig ve 105° C’de 30 dakika miiddetle aktive edilmig 20x20
cm. boyutlarindaki cam plakalar kullanildi. Plakalar iizerinde 2 cm.
- arahklarla igarctlenmis olan uygulama noktalarina sulfamid ¢ozelti-
lerinden 1 mikropipet damlasi konuldu. Havasi amonyakli butanolle
doyurulmug tank icerisinde 10 cm. mesafeye kadar (ortalama 1 saat
30 dakika) devalopman yapildi.

2. Cikan metot kdgit kromatografisi : 10x20 cm. boyutlarinda kesi-
len bir Whatman No: 1 siizge¢ kagid: pargast iizerinde 2 cm. aralik-
larla isaretlenmis noktalara sulfamidler yukarida anlatildigi miktarda
uygulanarak 10 cm. mesafeyc kadar (ortalama 2 saat 30 sakika) de-
valope edildi.

3. Surkiiler kdgit kromatografisi: Whatman No: 1 siizge¢ kagidi
17 cm. ¢apinda bir dairc bigiminde kesildi; 8 tiggene ayrilacak sekilde
merkezden gegen kivrimlar yapildi. Merkez noktasi, kagittan bir fitil
takmak i¢in 1 mm. ¢apinda delindi. Ayrica merkezden | cm. mesafede
kivrim yerlerine isabet edecck sekilde kiigiik delikler acildi ve bu delik-
lerin aralarina sulfamid ¢ézeltilerinden 1 mikropipet damlasi uygu
land: (Sekil 3). 15 cm. i¢ ¢apindaki bir petri kutusuna amonyakl
butanol (50 ml.) konuldu; sirkiiler kagit oturtularak petri kutusunun
kapag: kapatildi ve hcpsi solvan buharlariyla doygun durumdaki
bir cam akvaryuma yerlestirilerck, solvan petri kutusu kapagmn ig
kenarlar1 hizasma gelinceyc kadar (ortalama 2 saat) devalopman
yapildi. Devalopman siiresi merkezdeki deligin ¢apina ve dolayisiyle
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kagit fitilin kalinhigma bagl olarak degismektedir. Fitil ince oldugu
takdirde bu siirc uzar.

Sulfamid lekelerinin belirtilmesi : Her ug teknikle devalope edilmig
kromatogramlar 50°C’de etiivde 15 dakika kurumaya birakildi. Son-
ra p-dimetilanobenzaldehid ayirac: piiskiirtuldi ve bu sekilde sulfa-
midler beyaz zemin iizerinde portakal sarisi renginde lekcler halinde
goriniir duruma getirildi.

Sonuglar

Ug kromatografi tcknigi ile toplam olarak 15 deney yapilmig ve
Tablo: I'de ézetlenmis olan sonuglar elde ecdilmigtir. Tablo: I’den
ve Sekil: LLII ve III’den anlagilacag: gibi her i teknikle dec aymi
solvan ve ayni bclirtme ayirac: kullanilarak yapilan deneylerde 10

TABLO: I

Deneylerimizde kullandigimiz sulfamid preparatlarimin bilesimleri ve kromatografilerinden
alinan sonuglar

taan Adi Bilesimi Analiz
Sonuglan*
| 1. Sulfanilamid Sulfanilamid (saf) +
2. Sulfatiazol Sulfatiazol (saf) C o
3. SP, (Eczacibap) Penisillin krist.
Kont. no: 85721 Sulfanilamid —
Imal T. 1.10.1968 Sulfatiazol +
4. SP, (Eczacibag) Penisillin krist.
Kont. no: 96065 Sulfanilamid +
Imal T. 26.11.1969 Sulfatiazol +
5. Sulfacol (Wander; Sulfanilamid +
Sulfepiridin Ca
(serpme tozu) | Aluminyum hidr. koll. +
6. Sulfapyridin (tabl.) Sulfapiridin +
(May and Baker)
7. Ultradiazin (kompr.) Sulfadiazin -+
(Atabay)
8. Diazinol (kompr.) Diazinol -
(Wander)
9. Gantrisin (tabl.) Sulfizoksazol +
(Roche)
10. Albucid (damla) Sulfasetamid +
(Schering) natrium
- 11. Madribon (tabl.) Sulfadimetoksin +
(Roche)
12. Eftolon (Vet. sol.) | 5- (p-aminobenzen
(Pfizer) sulfonamid)-1- +
fenil pirazol
13. Sulphamezathine (Vet. sol.) Sulfamezatin +
(Dogu 1la¢ Fb.)

* (+) isereti tesbit edilen, (—) isarcti tesbit edilemiyen sullfamidleri belirtmektedir.
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Sekil: 1. Cesitli sulfamidlerin ince tabaka kromatografisinde verdigi lekeler. (Oklar bag-
langig noktesmni, Ustteki gizgi solvan simnm géstermektedir) 1. Sulfanilamid (standart),
2.8P; tozu (Konat. no. 85721, Imal T.1.10.1968), 3. Sulfatiazol (standart), 4. Sulfanilamid
-tsulfatiazol (standartlar), 5. Sulfapyridin tablet, 8. Sulfacol toz, 7 Sulphamezathin vet. sol.,
8. Diazinol komprime, 9. Ultradiazin komprime, 10. Madribon tablet, 11. Gantrisin tablet.
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Sekil: II. Gesitli sulfamidlerin gikan metot kagit kromatografisinde verdigi lekeler. 1.
Sulfanilamid standart, 2. SP, tozu (Kont. no. 96065, Imal T.26.11.1969), 3. Sulfatiazol
standart, 4. Sulfapyridin tablet, 5. Eftolon vet. sol., 6. Albucid gz damlas.

sulfamidin teshisleri olumlu sonuglar vermistir. Piyasadan temin
edilmis olan 10 gesit sulfamid preparatimin hepsinde de formiillerinde -
belirtilen sulfamidlerin meveut ‘oldugu kalitatif olarak ortaya konul-
mustur. Ancak SP, serpme tozunun 85721 kontrol no.lu ve 1.10.1968
tarihinde imal edilmisg olan niimunesinde ($ekil I ve IIT’te goriilecegl
-gibi) sulfatiazol tesbit edilmis, fakat sulfanilamid tesbit edilcmemistir.
'Buna kargilik SP; serpme tozunun 96065 kontrol no.lu ve 26.11.1969
tarihinde imal cdilmig olan diger bir niimuncsindc ($ekil: II'de
‘goriilecegi gibi) gerck sulfatiazol ve gerekse sulfanilamid bulundugu
tesbit edilmigtir.

Sulfamidlerin Rf degcrleri Tablo: 1I’de ortalama olarak veril-
migtir. SP, analizinde yamimaya meydan vermemck igin toz halinde-
ki saf sulfatiazol ve sulfanilamidden hazirladigimiz gozeltileri standarét
maddeler olarak kullandik.
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Sekil: II1. Gesitli sulfamidlerin sirkiiler kagt kromatografisinde verdigi lekeler. (Kroma-

togramdazki SP; lekesi Kont. no. 85721, Imal T.1.10.1968 olan prepzrata aittir. Yamndaki

tiggen igerisinde kontrol igin sulfanilamid standart ile birlikte uygulanmis SPy lekesi goriil-
mektedir).

TABLO: II

Dencylerimizde kullandigim.z sulfamidlerin ortalama Rf degerleri

Nacin ad Gikan metot Ince tabaka
kagit kromatografisi kromatigrafisi
1. Sulfanilamid 0.50 0.47
2. Sulfatiazol 0.25 0.16
3. Sulfapiridin 0.37 0.23
4. Sulfamezatin 0.24 0.15
5. Diazinol — 0.17 -
6. Sulfadiazin — 0.07
7. Madribon — 0.18
8. Gantrisin — 0.17
9. Eftolon 0.40 —
10. Albusid 0.08 —
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v Tartigma

Sulfamid ihtiva eden ¢esitli farmasotik preparatlarin analizleri-
nin en uygun bir tcknikle yapilabilmesini saglamak amaciyla litera-
tirde. belirtilen g¢esitli. metodlarin (1,4,5,7,8) faydali gérdiigimuz
yanlarini birlcstircrek ince tabaka kromatografisi ve kagit kroma-
tografisine uygulanabilccek bir tek metot haline getirdik. Litcratiirde
solvan olarak belirtilen n-butil alkol yerine iso-butil alkolin de aym

maksat igin yararhh oldugunu goérdiik.

Kendi bagina biitiin sulfamidleri -identifiye edebilecek derecede
ayirt etmeye clverigh bir solvan bulunamadig belirtilmektedir (4) ve
kromatogramlarda Rf degerlerinin birinden digerine degigsmesi scbe-
hiyle yanilmadan iyi bir ayrim yapabilmek i¢in meghul niimunelerle
birlikte aym kromatogram uzcrinde standartlarin da kullanilmasi
o6nemlidir (2). Bu bakimdan dcgisik solvan sistemlerinin ve degigik
belirtme ayiraglarimin kullamimast yerine en uygun bir solvanm ve
belirtme ayiracinin ince tabaka kromatografisi, gikan metot ve sirki-
ler kagit kromatografisi olmak tzere u¢ teknige uygulanarak, yeri
geldigi zaman imkanlara ve analizin amacma en elverigli olanimin
kullanilmasimin daha yararh olup olmayacagim aragtirdik. Suilfamid-
lerin analizinde burada tanmimladigimiz incc tabaka kromatografisi
daha hassas galigmakta ve digerlerine nazaran daha giivenilir bir
sonuca goétiirmektedir. Ancak olduk¢a komplike, imkan ve eleman
isteyen bir metottur. Cikan metot kagit kromatografisi de aym giive-
nilir sonucglar: vermistir ve daha az cmek ve ustalikla gergeklestirile-
bilmektcdir. Ancak her iki metot sirkiiler kagit kromatografisi ile
kargilagtinilirsa hem fazla malzeme sarfiyatimi gerektirmediginden
ckonomik olusu ve hem de basit laboratuvar sartlarinda kclaylikla
ve kisa zamanda yapilabilmesi sebebiyle ilag analizlerinin yapslma-
sinda ve ozellikle égrenci tatbikatlarinda sirkiiler kagit kromatogra-
fisinin uygun oldugu kamsindayiz.

Bu ¢abgmamun faydah bir sonucu da piyasadaki begeri ve veteri-
ner sulfamid preparatlarmn baghcalarinin kapsadigi etken madde-
lerin kontrol edilmig olmasidir. Gerektiginde nicel analiz yapabilmek
icin kromatogramlardaki lckeler asitle tamponlanmig p-dimetila-
minobenzaldehid ayiracinda ecritilerek kurtarilip sulfamidlerin mik-
tar tayinleri i¢in kullanilabilir (5).
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