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Aikaloidlerin Analizinde Bamford Usulinin ince Tabaka
Kromatografisiyle Kombine Edilmesi |: Usuller

Combination of the Method of Bamford with Thin-Layer
Chromatography in the Analysis of Alkaloids I: Methods

Rasim TULUS ve Glisen iSKENDER*

GIiris

Alkaloidlerin birbirinden ayrilmasi ve birbirinin yaninda ta-

nmmas1 toksikolojik analizlerde ottemli bir rol oynar. ‘Klasik usul-.

de bu maddeler baz1 miyarlarla gruplara ayriir ve her gruptaki-
ler muhtelif miyarlarla renk reaksiyonlar1 ve pbillir tesgkili tecrii-
beleriyle tanimmaya c¢aligilir. _

Toksikolojik analizlerde  alkoidlerin ince tabaka kromafto-
grafisiyle ayrilmasiyla ilgili caligmalar, Waldi ve arkadaglarinin (1)
sistematik usulii hari¢ daha ziyade belli béz alkaloidlerin ayril-
masina yoneltilmistir (2-6). Genel olarak alkaloidlerin ince tabaka
kromatografisiyle ilgili literatiiriin 1967 yilna kadar olanlarimin
mithim bir kismi Stahl {(7)’in ince tabaka kromatografisi adll ki-
tabinda toplanmigtir, ayrica Comer ve Comer (8) in makalesinde
1959 ile 1966 arasindaki caligmalar hakkinda bilgi verilmelktedir. -

Diger galigmalardan bazilari (9-33) literatiir cetvelinde goste-
rilmigtir, : C

Biz, Bamford (34) un kitabinda bildirilen klasik usule gore 7
gruba ayrilan alkaloidlerin ve baz tesirli organik azot bilegiklerinin
kendi gruplar: iginde birbirlerinden ince tabaka kromatografisiyle
ayrilmasi konusunu inceledik.

SONUCLAR

T gruba dahil 45 alkaloidi veya baz tegirli organik azot bilegi-
gini kendi gruplari icinde birbirinden ayirmak icin, literatiirde
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muhtelif alkaloidlerin kromatografik ayrilmasmda kullamlan baz
¢ozielt karigmmlarmdan (No. I - X1, denel kismm B-4) faydalanil-
mast digiinlildd. Silika jel G tabakasinda yikselen usule gore cali-
sildiginda bu ¢oziiciilerden hic birinin biitiin gruplardaki alkaloid-
leri kendi gruplar icinde ayirmaga elverigli olmadig, ancak No.
II1 iin 6 ve 7 inei gruplardakileri, No. VIIT in 4 iincitdekileri, No,
X un ise 7 inci gruptakileri kendi aralarinda ayirdif gorildii. No.
I-XI c¢éziict sistemlerinden nisheten iyi sonug¢ verenlerde oranlar
degigtirilerek yeni hazirlanan- céziicit sistemleriyle (No. I,-XIV
denel kisim B-4) aynt teknige gére yaptlan caligmalarda No. XII
nin 4, 6 ve 7 inci gruptakileri kendi gruplar: i¢inde, No. XIV in
4 ve T inci gruptakileri, X, nin 7 incidekileri, XI, nin 4 imncil
gruptakileri ayrrdig goriildi, _ . S

Silika jel G yerine aluminyum oksid G veya sellitloz MN 300, ve.
MN 360 G, ilaveli (potasyum hidroksidli veya sodyum sitratli, muh-
telif mintikalardaki asidlik ve bazlik derecesi farkh) silika jel
tabakalarinda ve formamidle emprenyeli selliiloz tabaklarmda kro-
matografi ile, silika jel tabakalarinda miiltiple ve bundan baska iki
boyutlu kromatografi teknikleri de denendi. Bu. yazida, Giilsen Is-.
kender’in doktora tezini tegkil eden bu tetkikler sonunda tesbit edi-
len ayirma usulleri bildirileeektir, bu sonuglar1 saglayan tetkikler
ayrica yayinlanacaktir,

1 inci gruptakiler: Narkotin, narsein, hidrastin, sitizin, pipe-
rin, delfinin ve kolgisin (7 madde). Kromatografideki no. lari:
1-7. Sartlar : Adsorban : Silika jel G (Merck). : S

X : Maddeler karigiminmn tatbik edildigi nokta. Bu hususlar
diger gruplarda da aym oldugundan tekrarlanmayacaktir. - Madde
No-lar: kendi gruplarinda gosterilmigtir,

Iki boyutlu kromatografi: 1. Coziicii sistemi: No, XTI, ikin-
cist No, XTII. Siire: 1. de 40 dakika, 2. de 2 saat 15 dakika, t = 23°C
(Kromatogram 1), : e

& inci gruptakiler: Morfin, apomorfin, dihidromorfinon, kodein,
etilmorfin, dihidroksikodeinon, dihidrokodeinon, lobelin, papaverin
ve efedrin (10 madde). Kromatogramdaki no.lar: : 1-10.

Sartlar: Tki boyutlu kromatografi: 1. céziicii: No. XII, ikineisi
No, XIII, Siire: 1. de 40 dakika, 2. de 2 saat 15 dakika, t = 25°C
(Kromatogram 2).

3 iincii gruptakiler : Atropin, hyosiyamin, hyosin (skopolamin),
tisostigmin, brusin, fenazon, aminopirin {7 madde). Nolar1: 1-T.
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- Sartlar: Bir boyutlu (yitkselen usul): Adsorban tabaka: N
KOH ile hazirlanmig- silika jel G. Coziicil; n-butanol-su {1:1) in
organik fazi. K : Kargm, Siire : 3 saat, t = 23°C, (atropin ile
hyosiyamin ayrilmiyor) (Kromatogram 3).

Ayrica iki boyutlu kromatografide de atropin-hyosiyamin cif-
tini ayirmak miimkiin olmadt. Sartlar: Adsorban tabaka: Silika jel
G (N KOH siz), - ¢dziicil : No. XII, 2 inci ¢bziicii. No, IV.

} dincii gruptakiler: Striknin, yohimbin, kotarnin ve hidrastin
(4 madde), no.lar1 : 1-4.
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Sartlar: Bir boyutlu (yikselen usul), Coziicii* No. X1, K:
Karigm. Siire: 2 saat t; 24°C (Kromatogram 4), -

Not : Coziicii olarak no. VIII, XI, XIT ve XIV de almabilir,
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Beginei grup (ylikselen usul} Besginel grup (ikt boyutlu)

5 inci gruptalkiler: Prokain, benzokain, tetrakain, amilokain,
nikotin, pilokarpin, meskalin (7 madde). No.lari: 1-7,

Sartlar: Bir boyutlu (yiikselen usul). Coziteit sistemi: Benzen-
aseton-eter- 9% 10 luk amonyak (4:6:1:0.3), K: Rarigim. Siire ; B0
dakika, t:23°C (Kromatogram 5). Burada maddeler birbirine cok
yakin lekeler verdiginden bu grup icin iki boyutlu kromatografi
teknigi de denendi,

Sartlar: Tki boyutlu, 1. Céziicii: No. XII, 2 ncisi: No, XIII.

Siire ; 1, de 40 dakika, 2 ncide 2 saat 15 dakika, t : 25°C (Kro-

matogram 6).

6 wncr gruptakiler: Kafein, kinin, kinidin, ¢inkonin, spartein,
emetin (6 madde). No.lari: 1-6.

Sartlar : Bir boyutlu (yiikselen usul), Coziicii : No. XIL K : Ka-
rigim. Siire: 40 dakika. t: 25°C (Kromatogram 7).

Not: Cozileii olarak no. III de kullanilabilir,

7 nei gruptakiler: Arekolin, akonitin kokain, lupinin (4 mad-
de). No.lar1; 1-4. 7

Sartlar: Bir boyutlu (yiikselen usul), Coziicli; No, XII, K:
Karigim, " ° '
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- Siire:: 40 -dakika. t:-24°C.. (Kromatogram -8)..
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Not :Cb’zﬁcﬁ olarak no, II, X, XI, X,, XIV ve ajyrica benzen-
aseton-eter % 10 luk NH, (4:6:1:0.3). de ahinabilir.

TARTISMA -

Tetkik edilen g¢dziicl sistemlerinden XII no.lusu silika jel G
tabakasmda 4, 6 ve 7 inci gruplardaki alkaloidleri kendi gruplari
icinde yiikselen usule gore aywmaktadir, Aym ¢oziicli sistemi -no.
XIII ile kombine edildigi taktirde (iki boyutlu) 1. ve 2. gruptaki-
leri, no. IV ile kombine edildiginde ise 3. gruptakileri kendi grup-
lari-icinde ayirmaktadir. : S SR
.- 3-imeli gruptakiler N KOH ile hazirlanmig silika jel G tabaka-.
smda n-butanol-su (1:1) in organik fazi ile, 5 inci gruptakiler ise
silikal jel G de benzen-aseton-su-% 10 luk amonyak (4:6:1:
0.3) -ile  yiikselen usule gore ayrilabilir. =~ 7 ' :

Yukarida bildirilen sonuclara dayanarak toksikolojik -analiz-
lerde bir alkaloidin veya baz tesirli organik azot bilesiginin tamn-
mas1 icin soyle bir usul teklif edilebilir: Once Bamford (34) sema-
sina gbre numunenin hangi gruba ait olduju tesbit édilir, sonra o
grup” igin uygun-olan tecriibe gartlarinda 2 veya.3 c¢oziiel sistemi
ile kromatogratik tetkikler yapilir. - R o
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Bu usul bilhassa numunede aym gruptan 2 veya daha fazla
maddenin yan yana bulundugu hallerde klasik usule istiinliik gos-
terir, zira bunlan ince tabaka kromatografisiyle birbirinden ayr-
mak miumkiin olmaktadir.

DENEL KISIM

A. Malzeme ve Techizat

«) Alkaloidler ve baz tesirli diger maddeler: Bu caligmads
kullanmilan alkaleidler - Merck, British Drug Houses, C.H. Boehrin-
ger, Farbwerke Héchst, Fluka ve Knoll firmalarinin iiriinleridir.
Narkotikler ise Toprak Mahsulieri Ofisj Miidiirligiinden (Istanbul)
temin edilmistir,

b) Adsorban: Silika jel G (Merck No. 7731), aluminyum ok-
sid G (Merck No. 1090) ,

¢) (oziiciiler: B kisminda bildirilen ¢oziicll karisumlarini ha-
zirlamakta kullamilan ¢oziiciilerin bir kismu «kromatografi icin»,
digerleri ise saf etiketini tasiyan maddelerdir. - '

d) Revelatorler: d, - Genel revelatérler:

1 — Dragendorff miyar1 Jatzkewitz (7) e gire,

2 —TIyodoplatinat Munier (7) e gore,

3 — Siilfiirik asid cozeltisi : 75. ml distile suya 25 ml derisik
stlfiirik asid ilave edilir.

4 — Serik siilfat ¢ézeltisi : 10 g serik stilfat1 50 mi derigik siil-
tirik asidle gziip karisimi distile suyla 500 m] ye famamlamak
suretiyle hazirlanir,

d;: Ozel revelatorler : 1 - Molibdofosforik asid - cozeltisi
(kafein igin) : Literatiirdeki (35) miyarin bilesimi degistirilerek
s0yle hazirland: ; Glasiyal asetik asidin sudaki % 3 liik cozeltisinin
100 ml sinde 1.5 g molibdofosforik asid ¢oziildii, 2 - Bromkresol
yesili (efedrin icin): 0.5 g bromkresol yegili 100 ml alkolde ¢o-
ziiliir, B C

e) Kromatografi kaplari: Cam kapakli agiz kismi zlmparalan-
mis boyutlarr 22 X 10 X 21 em olan ecam kaplar,

B. Kromatografi Teknigi

1-— Adsorban tabakalarmn hazirlanmas:

. a,) Silika jel G ve aluminyum oksid G: 35 g adsorban ile 70
ml distile sudan hazirlanan karisimdan 0.25 mm kalinhginda ve
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20X 20 eb’adinda 5 levha hazirlandl. Levhalar 6nce havada, sonra
etitvde 110° C de 1/2 saat rurutuldu ve ozel kurutma dolabmda sak-
land. :

a,) Potasyum hidroksid ilaveli silika jel G: Bir oncekinden
fark: su yerine ayni miktar N KOH ¢ozeltisi kullanilmasidir.

2 — Madde ¢ozeltisinin hazirlanmas: Piyasadan serbest bazlar
halinde temin edilemeyen maddelerden bir kismi serbest bazlari
haline gecirildikten sonra, agagida bildirilenleri ise dogrudan dog-
ruya kullanildi: Narsein, apomorfin, etilmorfin, dinidroksikodeinon,
lobelin, kotarnin, prokain, amilokain, emetin ve kokain’in hidroklo-
riirleri, arekolinin hidrobromiirii, pilokarpinin nitrati, meskalnin
sliifati. : .

Narkotin, hidrastin, sitizin, piperin. delfinin, meorfin, dihidro-
morfinon, dihidrokodeinon, papaverin, atropin, hyosiyamin ve ka-
fein’in kloroformdaki ; nikotin, dihidroksikodeinon hidrokloriir ile
pilokarpin nitratin sudaki, digerlerinin ise etanoldeki % 0.5 lik
cozeltisi kullanldi Isik tesiriyle bozunan maddelerin ¢bzeltileri
11k almayacak sekilde saklandi, S

3 — Maddelerin ince taebakaya tatbiki : Maddeler ince tabaka-
min alt kenarindan 3 cm uzakliktaki bir hat iizerinde bulunan ve
birbirinden esit uzaklikta olan noktalara % 0.5 lik cozeltilerinden
umumiyetle 50 pg (10 pi) olarak tatbik edildi. Aym hat iizerine
ve levhanm orta yerine ise o gruptaki maddelerin her birinin ¢ozel-
tisinden 10 ar pl kondu. Aga@ida gosterilen maddelerin bir kon-
gantrasyonda teghisi zor oldugundan bunlarin cozeltilerinden 20 ger
ul tatbik edildi: Efecrin, piperin, kafein, benzokain, arekolin’ hid-
robromiir, narsein hidroklorur, prokain hidrokloriir, tetrakain hid-
rokloriir, meskalin siilfat. '

} — Qéziicii sistemleri : f | oot

“a) Bilinen karigimlar :

- 1 — Kloroform - dietilamin (9:1} R
II — Kloroform - aseton - dietilamin (50:40:10) (1)
TII — Benzen - etilasetat - dietilamin {70:20:10) (1)
IV — Benzen - kloroform - dietilamin (20:75:5) (36) 7
v _ Benzen - aseton - eter - % 25 lik amonyak (4:6:1:0.3)
(37) ‘ - -
I — Butanol - etanol - derigik amonyak - su (90:10:1:97)
(38) ‘ : L '




G2 * ROTULUS ve G. ISKENDER

" VII— Butanol - asetik asid - sy (106:4:24) (38)
“ VII — Butanol - formik asid --su (12:1:7) (39)
IX — Butanol - su - sitrik asid (50:50:1) (40)
X — Dikloroetan - asetik asid - su (20:8: 2) (39
XI — Sikloheksan - sikloheksano] - heksan (1 11) %
dletilamm laveli” (41)

b) Yeni den,enren kar1§1mla_r :

- L — Kloroform - dietilamin (7:3) SRR
H, — Kloroform - aseton - dietilamin (70:20:10) -
" II, — Kloroform - aseton - dietilamin (40:40:20)
II, — Benzen - etilasetat - dietilamin (20:70:1.0)
~II, — Benzen - etilasetat - dietilamin (40:50 10)
I, — Benzen - etilasetat - dietilamin (80:10- 10) -
" III, — ‘Benzen - etilasetat - dietilamin (80:15:5) -
V. — Benzen - aseton - eter - o 5 lik amonyal{ (4: 6 1 03)
VI, — Butanol - formik asid - su- (8:1: -
VIII, — Butanol - formik asid - 51 {4:1:7) -
IX, — Butanol - su - sitrik asid. (100:100:0.1)I
X, ~— Dikloroetan - asetik ‘asid s su (10:8: 2y - -
X, — Dikloroetan - asetik asid- su. (8:8: 2). :
- XI, — Sikloheksan - sikloheksanol - petr01 eterl (600-800)
. " (1:1:1) % 5 dietilamin ilaveli, - . .
S X_'[I ~— Benzen - dietilamin (9:1) -
- XIII . Sikloheksan - sikloheksanol - heksan (1:1:1). . :
CXIV — Butanol etllasetat sU (9 1 doyuncaya kadar) ("”“)

5 — Developman (surukleme)

a) Yiikselen usul: Kromatografi levhasi, coziteli karigmm ile
1 saat miiddetle ekilibrasyona terkedilmis olan kromatografi kabi-
na 60 dereeclik meyil alacak gekilde' yerlestirildi, kabin tstit zim-
paralanmig cam kapakla kapatild. Coziicli sistemi oda suhunetinde
10 - 13 em yiikselince levha. kaptan ¢ikarildi ve actk havada kuru-
tuldu, A
b) Iki boyutlu klomatografl Madde gozeltlsl, veya karlglm
halinde muhtehf maddelerin - cézeltileri kromatografl levhasinin bir
kosesine ve iki kenardan 3 cm mesafede bir yere tatbik edilip hava-
da kurutulduktan sonra levha, goziicli karigimyla 1 saat ekilibre

*# N KOH ils hazirlanan silika jel G tabalkasinda.
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edilmis kromatografi kabina 60 derecelik meyil alacak sekilde yer-
lestirildi, Kabin agz1 kapatildiktan sonra coziieii 10 -13 cm ylikse-
linceye kadar beklendi. Miiteakiben ‘levha cikarildy, ¢bzii¢dl sinirl
igaretlendi, agtk havada bir miiddet bekletilerek goziieiiniin buhar-
lagmas1 saglandi, sonra levha 90 derece cevrilerck aym gekilde ikin-
ci goziicin sistemi ile kromatografiye edildi, ¢oziicli siniri bir Orice-
ki kromatografideki mesafeye gelince levha kaptan cikarildi ve ay-
m gekilde isaretlendi. ' ‘ :

6 — Maddelerin kromatogramda meydana geardmas : Bu
maksatla levha, kromatografiye edildikten sonra, UV (366 nm)
Jamba altinda tetkik ecdilerel fluoresans gostevenlerin yerleri tespit
edildi, ondan sonra levhaya Dragendorff veya iodoplatinat cozeltisi
pliskiirtiildii, Bu ¢aligmada kullamlan alkaloidler ve baz tesirli or-
ganik bilesiklerden kafein ve efedrini bu miyarlarla tatminkar bir
sekilde meydana gikarmak miimkiin ohnadigindan, bunlardan birin-
cisi molibdofosforik asidin 9% 3 litk asetik asiddeki c¢ozeltisi, ikineisi
ise bromockrezol yesilinin etanoldeki ¢ozeltisi pliskirtiilmek sure-
tiyle meydana c¢ikariimigtir. Bi!haésa_ silika jel G tabakalari tize-
rindeki iki boyutlu kromatogramlarda narseini Dragendortf. ve
iodoplatinat miyarlariyla bariz bir sekilde meydana. gikarmak miim-
kiin olamadigindan, bu madde icin stlftrik asid veya serik siilfat
miyarlarindan biri kullamldy ve su gekilde caligilds : Kromatografi
sona erdikten sonra levba etitvde 100°C de yarm saat bekletilmek
suretiyle. goziiciiler bertaraf edildi, sonra agagidaki iki. teknikten
birine gore caligild : A e

a) Miyar : Siilfiirik asid ¢ozeltisi (kisim A -3 c,). Ince taba-
kaya miyar pliskiirtiildi ve etitvde 150° C de yarmm saat bekletildi.
Maddeler bej zemin iizerinde kahverengi lekeler halinde meydana
ciketl, . : - : -
b) Miyar : Serik siilfat ¢ozeltisi (kasrm A3 c¢,). Ince tabakaya
miyar piiskiirtiildii, havada kurutulduktan sonra bek aleviyle yakil-
diginda bej zemin lizerinde kirmzt - kahverengi lekeler tegekkiil et~
ti. Bu kisimda bildirilen revelatrlerin bilegimleri A-3 ¢ kismin-
da gosterilmistir. ‘ L

v — lki boyutlu kromaetogramda lekelerin hangi maddelere te-
kabiil ettiginin tesbiti :

Muayyen bir gruptaki maddeler kariguminm iki: boyutlu kroma-
tografisinde husule gelen lekelerden hangilerinin hangi. maddelere.
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tekabiil ettigini tesbit etmek icin aym grupia bulunan maddeler iki-
li veya ii¢lii karigimlar: halinde levhanin bir kogesine tatbik edildi ve
aym sartlarda iki boyutlu kromatografi yapildi. Misal olarak 1. grup-
taki maddelere ait olan kromatogram 1 deki lekelerin hangi madde-
lere tekabiil ettigini bulmak icin hazirlanan ve ayri ayri olarak iki
boyutlu kromatografi teknigi ile tetkik edilen ikili ve tiglii madde ka-
rigmmlaring gosterelim ; Narkotin - piperin, narkotin - hidrastin, hid-
rastin - delfinin, narkotin - delfinin, delfinin - kolgisin, kolgisin -
sitizin, delfinin - narsein, narkotin - harsein, narkotin - hidrastin -
piperin, delfinin - hidrastin - sitizin, delfinin - kolgisin - narsein, kol-
sisin - narsein - piperin. _ '
Diger gruplarda maddelerin yerleri de yukarida izah edilen
sekle benzer bir tarzda tespit edildi, maddeler kromatogramlarda
UV ve iodoplatinat miyar1 yardimiyla meydana cikarild, ‘

- OZET

Toksikolojik analizlerde, Bamford (34) un kitabmda bildirilen
usule gore 7 gruba ayrilan alkaloidlerin ve baz tesirli organik azot
bilegiklerinin kendi gruplar: i¢inde birbirinden ayrilmasinda ince ta-
baka kromatografisinden faydalanilmas: hususy inceleridi, Bu mak-
satla 45 alkaloidi ve baz tesirli organik azot bilegigini (7 grup halin-
de) silika jel G tabakasinda literatiirde bildirilen 11 ¢oziicii sistemiy-
le (No. I-X1, denel kisim B-4) ve ayriea kendi tertipledigimiz 17 ¢o-
ziieil sistemi (No. I, - XIV) ile yiikselen usule gore kromatografiye
ettik. Ayrica muhtelif gruplarda baz ¢ozicli sistemleriyle alumin-
yum oksid G, emprenyesiz veya formamidle emprenyeli selliiloz MN
300 ve MN 300 G tabakalarmda yiikselen usule gore kromatografi,
bundan bagka silika jel G tabakalarinda miiltiple kromatografi ve
iki boyutlu kromatografi teknigi denendi.

- . 8- T. Gruptakilerin silika jel G tabakalarinda cahsarak yiikse-
len'usule gére, 1. ve 2. dekilerin ise ayni tabakada ancak iki boyut-
Ju kromatografi ile ayrilabilecegi tespit edildi, Tetkik edilen mad-
deler, gruplart ve bu maddelerin kendj gruplar: i¢inde birbirinden
ayriimasinda kullanilacak usuller bu yazinin ilgili yerlerinde bildi-
rilmigtir,

SUMMARY

- According to a scheme given by Bamford (34), the alkaloids
and the basic organic nitrogen compounds in toxicological analysis
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are divided into seyven groups. In the present paper the seperation
of these compounds within their groups by thin -layer chromato-
graphy were studied.

45 alkaloids and basic organic nitrogen compounds as seven
separate groups were applied on silica gel G plates, 11 known
(experimental part B-, No. 1-XI) and 17 new (No. I, -XIV)
solvent systems were used as developing systems.

In addition to silica gel G, aluminium oxide G, cellulose MN
300 and MN 300 G plates with and without formamide impregnation
were used. With the silica gel G plates multiple and two dimensional
chromatographic tecniques were also used.

The alkaloids belonging to the groups 3 -7 were separated by
using silica gel G plates in one dimensional ascending tecnigue,
whereas the ones in the group of 1 and 2 were only separated by two
dimensional method on the same plates.

The ecompounds which were studied, their groups, and the
methods which were used in the separation of these compounds
within their groups, are given in the appropriate parts of this paper.
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