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THE THIN LAYER CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF
SOME ACIDIC AND NEUTRAL DRUGS AND THE
' INVESTIGATION OF THE INFLUENCE OF THE
BIOLOGICAL MATRIX ON THE ANALYSIS
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SUMMARY

In this study, the thin layer chromatographic behaviour of some acidie and neutral
drugs and the reproducibility of RS values obtained were investigated. In addition,
when urin was selected as a biological material, the inlluence of the biological matrix on
the results of chromatographic analysis was also investigated after solvent extraction of
drug substances from spiked urine samples. Chromatographic studies were performed
on the plates prepared in laboratory and obtained commereially too, by using chloroform-
acetone (4:1) solvent system.

OZET

Bu cahgmada, baz1 asidik ve notral ilag maddelerinin ince tabaka iigerindeki
kromatografik davramglar ve elde edilen HR{ degerlerinin tekrarlanabilirlifi ince-
lenmigtir. Bu ilag maddelerinin idrarda bulunmalar1 halinde, katim yapilmig idrar
srneklerinden elde edilen ektstreler ile yapilan ince tabaka kromatografisi
caligmalaninda biyelojik matriksin analiz sonuglarina etkisi aragtimlmgtir. Ince ta-
baka kromatografisi ¢aligmalarinda silikajel kaphh dékme ve hazir plaklar ile kloro-
form-aseton (4:1) coziled sistemi kullamlmigtir.

GiRIS
ince tabaka kromatografisi (ITK), toksikolojik analiz laboratuvar-

larinda zehirlerin saptanmas: amaciyla genis ¢apta kullamilan basit,
hizh ve duyarh bir yéntemdir (1-6). ITK nin toksikolojik alandaki
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yaygin kullammi bu yéntemde bir standardizasyonun saglanmasi
gerektigini digtindirmiis ve bu alanda yapilan ¢alismalar sonucun-
da sistematik toksikolojik analizde kullanilabilecek bir ¢ok standart
gozlictt sistemi ile ¢egitli ilaglarin ve kimyasal maddelerin bu sistem-
lerdeki Rfx100 degerleri listeler halinde bildirilmigtir (7-9).

ITK yontemi ile toz, tablet ve gozelti artiklar, mide yrikama su-
lar, dializ ¢ozeltileri gibi komplike olmayan 6rnekler ile kan, idrar
gibi viicut sivilar1 ve otopsi materyelinin klinik ve forensik toksiko-
lojik incelenmesi miimkiin olmaktadir. Biyolojik &6rnek ile
¢aligilmasy halinde &#rnek matriksinin dogasindan ekstreye
gegebilen baz1 girigimler, analizi istenen maddelerin kromatografik
davramiglarim1 degigtirebilmektedir. Nitekim, Bogusz ve arka-
daglari (10-12) ¢esitli ila¢ maddeleri kat11m1.=;, karaciger ve kan
. ornekleri ile yaptiklan gahigymalarda, biyelejik matriksin kromatog-
rafik degerleri nemli 5lgiide etkiledigini bildirmislerdir.

Bu caligmada, baz1 asidik ve nétral ilag maddelerinin ve bu
maddeler katilmig idrardan elde edilen ekstrelerin laboratuvarda
hazirlanan plaklarda ve hazir plaklardaki kromatografik dav-
ramslan kar$11a$t1r11d1 ve biyolojik matrlksm deney sonuglarina et-
kisi incelendi.

i

MATERYEL VE METOD

Kimyasal maddeler Calhigmada kullamlan f‘enobarbll:al1 bar-
bltal2 allobarbital3, ammof’enazon3, asetaminofen?, fenazon®, sahsl-
lamid®, klordiazepoksid?, diazepam?, nitrazepam? ve oksazepam” ilag
maddeler1 bildirilen firmalardan saglandl Anahtlk safhktaki or-

ganik ¢oziiciiler! ve diger kimyasal maddeler piyasadan temin edil-
d1

ITK isleminde 0.2 mm kalinhfnda 10x10 cm boyutlarinda, si-
likajel 60 Fg54 ile kaplanmig hazir alﬁminyum plaklardan?
(Art.No.5554) yararlanildi. Dékme plaklar ise, 0.25 mm
kahmnhginda, 20x20 cm boyutlarinda ve mhka]el 60 HF2541 kul-
lanilarak hazirlands,

1 E Merck, Darmstadt 5 Bayer
. 2 Abdi Tbrahim ‘ 6 Plizer
Ec/ac1ba$1 7 Roche
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ITK calismalarinda kullanilan coziicii sistemleri:

I- Kloroform-Metanol (9:1)
IT ; Kloroform-Aseton (4:1)
~ III - Kloroform
- IV - Kloroform-Etilasetat (9:1)
V . Etilasetat-Metanol-Amonyak, %25 (85:10:5)

Pitskiirtme belirtecleri:

Civa (I) nitrat belirteci: 0.5 g civa (I) nitrat, 50 ml distile suda
¢oziindiirildi, berrak oluncaya kadar nitrik asit damlatild.

K Demir (III) kloriir-potasyum ferrisiyaniir belirteci: 10 ml %10
luk potasyum ferrisiyaniir ile 2 ml % 10 luk demir (IID) klorir
¢ozeltisi karigtinlarak hazirlandi.

Dragendorf belirteci: 0.85 g bizmut subnitratin 10 ml glasiyel
asetik asit ve 40 ml sudaki ¢ozeltisi ile 8 g potasyum iyodiiriin 20 ml su-
daki ¢ozeltisinden 10 ar ml alindi, 20 ml glasiyel asetik asit ilave
edilerek su ile 100 ml e tamamland.

Saf ilag maddesi gozeltileri: Maddelerin kloroform-metanol
(1:1) de ve 2 mg/ml konsantrasyondaki ¢bzeltisi kullamldi.

Idrar érneklerinin hazirlanmast ve ekstraksiyon: llag kullan-
mayan kigilerden toplanan idrar drnegine ilag maddelerinin sudaki
cozeltilerinden son konsantrasyon 2 pg/ml olacak sekilde katim
yapildi. Katim yapilmig idrar drneginin 25 ml si bir ayirma hunisine
alindy, 0.1 M HCl ile ¢ézeltinin pH s1 3 e ayarlandi. Karigim 2 kez 10
ar ml kloroform ile ekstre edildi. Birlegtirilen organik fazlar susuz
sodyum silfat dzerinden siiziilerek kurutuldu, su banyosunda
¢oziciisii buharlagtinldi. Artik 100 pl kloroform-metanol (1:1)
karisuminda ¢dztilerek kromatografi plagina uygulandi.

Bog idrar ekstresi ise, ilag maddeleri katilmamg 25 ml idrar
srnegi aym: sekilde galigilarak hazirlandi. '

Kromatografi islemi: Deneylere baglamadan 6nce kromatogra-
fi tanklar ¢bziici buhan ile 30 dk doyuruldu. Dokme plaklarla
yapilan galigmalarda, 12 ul saf madde ¢bzeltisi, 50 ul idrar ekstresi ve
50 pl bog idrar ekstresi uyguland. Hazir plaklara ise, 6 ul saf madde
gozeltisi, 25 er ul idrar ekstresi ve bos idrar ekstresi uygulandi. Kro-
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matografi iglemine goziicii dskme plaklarda 17-18 em (90 dk), hazir
plaklarda ise 7-8 em (30 dk) mesafeye ulasincaya kadar devam edil-

degerlerinin en tyi dagilim gosterdigi kloroform-aseton (4:1) sistemi
€0 uygun g¢ozicd sistemi olarak segildi ve bundan sonrakj
¢alismalarda bu sistem kullamids, :

Tablo-1: Ince tabaka kromatografisinde kullamlan ¢ézited sistemlerinin ayirma glcd

Coziicii No.
1 I Inr - Iv v
Ayirma giicii 0.71 0.87 0.57 0.75 0.80
En biiyiik ve en kiigiik 54 36 21 " 32 36
HRf degerleri arasin-
daki fark .-

Yéntemde standardizasyonun saglanabilmesi ve tekrarlanabi-
lirligin kontrolii amaciyla, saf ilac maddeleri ile yapilan ince tabaka
kromatografisi ¢alismalarinda HRf degerlerinde olusan sapmalar
dékme plaklarda + % 2-7, hazir plaklarda ise + % 1-10 arasinda
. degismektedir (Tablo 2). Saf ila¢ maddelerinin ortalama HRf
degerleri ile bu degerlerdeki sapmalar her iki tip plakta farkhlik
gostermesine ragmen, tiim maddeler igin.hesap]andlémda, diékme
plakiarda ortalama + % 4.3, hazir plaklarda ise, ortalama + % 4.2 ola-
rak bulunmugtur, S '
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Tablo-2: Saf ilag maddelerinin dskme plaklarda ve hazir plaklarda elde edilen HRf'

degerlermln kargllagtmlmam

Dotkme plak Hazir plak
‘Madde . OrttSD % SD Ort.£SD % SD
Klordiazepoksid 19+1.09 =*%6 13+1.30 +% 10
Asetaminofen 202083 +%4 13+ 0.83 +%86
Fenazon 23+114 %5 18+0.70 +%4
Oksazepam 23+178 £%7 C21+1.67 +%8
Aminofenazon 23+0.83 %5 22+0.89 +%4
Nitrazepam 35+2.07 %6 31£1.14 +%4
Salisilamid 344083 %2 32+1.00 +%3
Barbital 44+167 %4 53+ 0.54 +%1
Fenobarbital 46+151 +%3- 34+0.83 +9%?2
Allobarbital - 51+178 %3 57+ 1.30 +%2
Diazepam 55+1.14 %2 47+ 0.83 +%2

Saf ila¢ maddelerinin katim yapilmig idrar trneginden ka-
ince tabaka kromatografisi
galigmalar: sonucunda, dokme plaklarda elde edilen HRf degeri orta-
lamalarindaki sapmalar = % 2-9, hazir plaklarda elde edilen
defferlerdeki sapmalar ise, * % 1-13 arasinda degismektedir (Tablo
3). Her iki tip plakta da, idrar ekstresindeki maddelerin saf ilag mad-
delerine oranla daha digiik HRf degerlerine sahip olduklam

zanilan ekstreleri ile yapilan

goriilmektedir,

Tablo-3: Idrar ekstresindeki maddelerin dékme plaklarda ve hazir plaklarda eide edi-
len HRf degerlerinin kargilagtirilmas

Dikme plak Hazir plak
Madde Ort.xSD % SD Ort.+SD % SD
Klordiazepoksid 17+£122 £%7 121151 +% 13
Asetaminofen 18+109 +%6 11£0.89 %8
Fenazon : 21+1.00 £%5 17+0.83 %5
Oksazepam 22+187 +£%9 20+ 0.89 +%4
Aminofenazon 22+083 £%4 20+0.83 %4
Nitrazepam 33+151 %5 30+0.83 +%3
Salisilamid 33+158 %5 31+0.89 +%3
Barbital 421187 %4 50+ 054 %1
Fenobarbital 4+200 %5 32+ 1.09 +%3
Allobarbital 50130 +%3 56+134  +%2
Diazepam 53+130 %2 451 0.54 % 1
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Analiz érnegi olarak kullanilan idrarn bu degerleri ne &lgiide.
etkiledigini saptamak amaciyla, saf ilag maddelerinin HRf
degerleri ortalamalar: ile idrar ekstresindeki maddelerin HRf
degerleri ortalamalan kargilagtinildi. Sonuglar Tablo 4 ve 5 te
goriilmektedir. \

Tablo-4: Saf ilag maddeleri ile idrar ekstresindeki maddelerin dékme plaklardaki
HRf ortalamalarimin kargilastirilmasi

HRf Ort. £ SD t-Testi
Madde Saf madde  Ekstre edilen t, ,n, -2, %5
Saf madde 172
Klordiazepoksid 19+1.09 17+1.22 3.38 > 2.306*
. Asetaminofen 20+0.83 18+ 1.09 3.33 > 2.306*
Fenazon 23+1.14 21+1.00 2.98 > 2.306%
- Oksazepam 23+1.78 22+ 1.87 0.90 <« 2,306
Aminofenazon 23+0.83 22+0.83 1.92 <2306
Nitrazepam 35+2.07 331151 - 176 <2.306
Salisilamid 34£0.83 33+ 1.58 1.26 < 2.306
Barbital 44 +1.67 42+ 1.87 1.80 < 2.306
Fenobarbital 46+ 151 44 + 2,00 1.78 < 2.306
Allobarbital 51+ 178 - 50+ 1.30 0.87 < 2.306
Diazepam 55+1.14 53+ 1.30 2.59 > 2.306*

*Park istatistiksel olarak anlamhdir, p < 0.05.

Tablo-5: Saf ilag maddeleri ile idrar ekstresindeki maddelerin hazr plaklardaki HRI
ortalamalarinin karsilagtirilmas:

: HRf Ort. + SD t-Testi
Madde Saf madde  Ekstre edilen t, ,n -2, %5
Saf madde 12
Asetaminofen 13+1.30 12+ 1.51 1.12 < 2.306
Klordiazepoksid 13+0.83 11+0.89 3.70 > 2.306*
Fenazon 18£0.70 17+ 0.83 2.08 < 2.306
Oksazepam 211167 20+ 0.89 1,19 < 2.306
Aminofenazon 22+ 0.89 20+ 0.83 3.77 » 2.306%
Nitrazepam 31+1.14 30£0.83 1.58 < 2.306
Salisilamid 32+ 1.00 31+£0.89 1.69 < 2.306
Fenobarbital . 47+£0.83 45+ 0,54 4,54 > 2.306*
Diazepam 57+ 1.30 56+ 1.34 1.20 < 2.306
Barbital 34 +0.83 32+ 1.09 3.27 > 2.306%*
Allobarbital 53+0.54 50+ 0.54 8.82 > 2.306*

*Park istatistiksel olarak anlamhdir, p < 0.05.
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t-Testi kullamlarak, saf ilag maddelerinin ortalama HRf
degerleri ile idrar ekstresindeki maddelerin ortalama HRf degerleri
arasinda istatistiksel anlamh bir fark bulunup bulunmadig
aragtirildl. Dékme plaklarda 4 madde i¢in, hazir plaklarda ise 5
madde igcin HRf degerleri ortalamalar arasinda istatistiksel an-
lamh bir fark bulundu.

Dékme plaklar ve hazir plaklarda elde edilen degerler dikkate
alindiginda, bu tiir ince tabaka kromatografisi ¢aligmalarinda hazir
plaklarin, laboratuvar sartlarinda hazirlanan dtkme plaklara gore
belirgin bir iistiinlik saglamadify sonucuna varilabilir. Ancak,
hazir plaklar daha az madde ile galigabilme ve gabuk sonug alabilme
gibi istiinliikleri agisindan genellikle tercih edilmektedir.

Biyolojik ornek olarak idrar kullamlmasi halinde, idrarin
dogasindan kaynaklanan bazi girigimlerin HRf degerlerini etkile-
digi gorilmektedir. Bu durumda, biyolojik drnek ile yapilan ince ta-
‘baka kramatografisi ¢aligmalarinda, plak iizerine érnek madde ile
birlikte test maddelerinin aym biyolojik matriksten hazirlanan ek-
strelerinin uygulanmasi ile sonuglarin dogrulugu ve tekrarlanab})—

lirligi 6nemli 8l¢iide saglanabilmektedir. &
B -”‘

‘E;;
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