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| SINEFRIN ICIN BIR
SPEKTROFOTOMETRIK MIKTAR
TAYINI YONTEMI

*Ecz Zafer BILGIC

Sinefrin, diger adi ile Oksedrin
(Sekil 1y

_ I-(4-hidroksifenil)-2-metilaminoetanol for-
HOCHCH 2 NHCHs3 miiliiyle gdsterilen adrenerjik ve vazopresor etki-
' 1i bir ilag maddesidir.

Farmakolojik yonden maddeye bakihirsa,
sinefrin'in sempatomimetik aminlerden, &-adre-
nerjik reseptorleri selektif olarak direkt etkileyen
bir madde oldugu goriiliir, Yapisi, benzen hal-
kasindaki 3-mevkiinde-OH grubunun bulunma-
mast diginda adrenalin'e benzer.

Farmakolojik etki kalibt bakimindan ise fenilefrin'e ve dolayisiyla norad-
renalm e ¢ok benzerlik gosterir,

Amin azotu ile benzen haltkas arasmdakl mesafe, iki karbon atomu
oldugu i¢in sempatomimetik etkinlii, bu mesafenin 2 karbon atomundan fazla
veya az oldugu difer ilaglardan fazladir. Buna kargilik adrenalin'in benzen hal-

*Adli Tip Kurumu, Kimyasal TahHller lhtisas Daires, Cerrahpaga, Istanbul
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kasindaki tek hidroksili tiirevi oldugu igin ctkinligi adrenalin'e gore daha
diigiiktiir. B-reseptorleri pek etkilemez ve etki siiresi daha uzundur. Vazokon-
striktdr etkisi nedeniyle total periferik damar rezistansini belirgin bir sekilde
arttirarak kan basincini ytikseltir. Bu yiizden hipotaniye meyil gésteren hal-
lerde, gebelikte goriilen hipotansiyon'da, difteri, pnémoni, grip gibi enfek-
siyon hastaliklarda goriilen dolasim bozukluklarinda etken bir maddedir.

Sinefrin‘in damla ve ampul seklinde preparatlan vardir, Dolayistyla Per—
os, Intramiiskiilar ve subkutan olarak uygulamr,

Soliisyonlannn Ig't 100 mg, injeksiyonluk preparatlan ise ml.dc 60 mg
sinefrin tartarat igerir.

Maddenin farmakolojik 6zelliklerine kisaca degindikten sonra, calismanin
analitik ySniine doniillirse; yapilan literatiic aragtirmasinda maddenin biyolojik
materyaller ve farmasdtik preparatlarda fluorometre, GLC-HPLC ve MS ile
yapilan miktar tayini yontemleri yaminda az sayida UV- Spcktrofolomeirlk tayi-
nine de rastlanmstir.

F Bu spektrofotometrik c¢aligma, sinefrin'in
2 4-dinitrofluorobenzen kisaca "DNFB" ile, sulu
etanollii ortamda olusturdufu tiircvin absor-
bansmin 354 nm de Sl¢iilmesi esasina dayanmak-
tadr,

Belirteg olarak scc;iien.DNFB' ammlci* fenol--
ler, tiyoller'in de spektrofotomctnk miktar tayi-
ninde kullanlmaktadir.

NO2

. (Sekil 2)

* Sanger belirteci olarak da bllmen bu madde sinefrin ile sari renkli bir
tiirev verir, ‘

Sinefrin ile DNFB arasmdaki reaksiyon su sekilde gergeklesir: (Sckil 3)

Sinefrin ile DNFB arasindaki reaksiyonuri optimum kosullarint saptamak
amactyla pH, temperatiir ve siire, organlk ¢oziicii, bchrieg: agtisinm etkisi gibi
parametreler ayn ayn mcc:lcndl

Bu amagla reaksiyon ¢esitli pH Iarda ve g,egltll or ganak g,ozuculer denene-
rek yap11d1 Etanol ve mectanol kullamldiginda tckrarlanabilir sonuglar elde
edildi. Etanol ucuzlugu ve toksisitesinin az olmasi nedeniyle tercih edildi.
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Sekil 3:

CH, - N=CH,~CH-OH

Reaksiyon gesitli tampon ¢dzeltiler ve NaHCO, i ortamda yapildiginda,
NaHCO, ile en iyi sonuglar elde edildi. NaHCO,'in tercih edilme nedenlerin-
den biri de rcaksiyon sirasinda agifa ¢ikan HF'i tutmakur, Digiik pH
degerlerinde absorbans okumalarmimn tckrarlanabilir olmadift goriildd.

En uygun belirtcg Konsantrasyonu'nu saptamak amaciyla Sinefrin'in sabit
bir konsantrasyondaki ¢dzeltisi, belirtecin defigen konsantrasyonlardaki
gozeltileriyle reaksiyona sokuldu. Belirteg/ sinefrin mol oram 15 oldugunda
reaksiyonun kantitatif olarak tamamlandigi saptandi. Agin belirteg ilavesi ab-
sorbans degerlerini etkilemedi.

Renk giddeti tizerine temperatiir'iin etkisi incelendiginde, 50°C'de 30 su
banyosunda sitildifinda tiirevin kantitatif oranda olugtugu saptandi.(Sekil 4)

Olusan tilrev dayantkli olup 24 saat boyunca +4°C'de karanlikta bekletil-
diginde absorbans deferlerinde bir degisiklik gbzlenmemistir.

“Tiirev olustuktan sonra herhangi bir ziyu“ma islemine gerek yoktur, Cii.nkﬁ
DNFB'in alkali ortamda meydana gelecek olan hidrotiz tirinlerinin interferen-
sini ¢nlemek igin ortamda %3 HCI ihtiva eden etanol ¢tzeltisi bulunmak(Sekil




(Sekil .4)
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tadir.Dolayisiyla ¢6zeltiden dirckt olarak absorbans lgiimieri yépxlm;gtar. Re-
aktanlarn ilave edilis siralamasinda degisikligin absorbans tizerine nemii bir

etkisi olmadu.

Boylece optimum reaksiyon kosullan belirlendikten sonra bu kosullarda
caligarak 6l¢ii efrisi hazirlandi. En kiigiik kareler yontemine glre regresyon
analizi yapilarak dofru denklemi hesaplandi.

2-12 meg/ml sinefrin tartarat konsantrasyonlari ile absorbansiar arasinda
dogrusal bir iligki oldugu bu 8l¢ii egrisinden goriilmekiedir.
A

(Sekil 5) -2

- -

A= 0.092C + 0.063
r= 0.9989

2 4 0 12

6 8

Sinefrin tartaratin 6l¢ii edrisi

C (mcq. ml")
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Olugan tiirevin molar absorptivitesi =3.4x104 litre. mol'l.cm'l,
Sandcll Hassasiyeti: 1.4x10mcg.cm™

Yoéntemin bagil standard sapmast n=10 olarak alindiginda %0.31 olarak,
geri kazammt ise %100.05-100.10 olarak bulunmustur.

Gelistirilen yontem sinefrin'in preparatlanna uygulandi. Tabletlerdeki sin-
efrin miktan 6lgli egrisindeki dogru denkleminden hesaplandi. Yontem sine-
frin'in preparatlanna uygulanirken, preparatlarndaki koruyucu maddelerin
DNFB ile reaksiyona girerck daha yiiksek absorbans deferleri yvermesini
onlemek igin ctil asetat ile ekstraksiyon yapilmustir. Organik faz atildiktan son-
ra geri kalan sulu faz ile gahgilmigtir,

Sonug olarak, basit ve hassas olan bu ybﬁtemin sinefrinin tek bagma ya
da farmasttik preparatlarinda miktar tayini igin kolaylikla uygulanablhr bir
yontem oldufu stylenebilir.




Nortripfilin".'Hic.:l.r'(')'kl'(:).rﬁi" ve Perfenazin'in
- Tabletlerde Dordiincii Tirev UV
Spektrofotometrisi ile Miktar Tayinleri

#Sedel ATMACA -**Zafer BILGIC-**Minevver ACIKKOL

Nortriptilin hidrokloriir ve perfenazin bazi fahnasii[.ik preparatlarda bir-
likte bulunan, her ikisi de psikoaktif ilag maddcleridir.

Yapilan literatiir aragtirmalannda bu iki maddenin yanyana tayinine iligkin
herhangi bir ¢aligmaya rasttanmamigtir. Ancak her iki madde icin ayr ayn
cesitli miktar tayini yontemleri gelistirilmistir. Nortriptilin hidrokloriir igeren
tabletler, UV-spektrofotometrik, spektrofluorometrik ve yiliksck performansh
s1vi kromatografik olarak analiz edilmiglerdir. Perfenazin ise ¢esitli spektrofo-
tometrik ve sivi kromatografik yontemlerle tayin cdilmigtir.

‘Biz bu caligmada, her iki maddenin -higbir dnayirma iglemine gerek kal-
maksizin- yanyana miktar tayinine olanak veren basit ve duyarli bir analiz
yontemi gelistirmeyi amagladik. Bunun i¢in de giinimiizde kangimlarm anali-
zinde ¢ok kullanilan "tiirev spektrofotometresinden yararlandik.

Tiirev spektrofotometresinde ¢aligma prensibi, difer analitik qpeklrofolo-
metrelerde oldu@u gibi dalga boylarina karsilik absorbans dlciilmesi esasina
dayanir. Bilindigi gibi UV ve griiniir alanda elde edilen normal bir spcktmm—
da absorbans, dalga boyunun bir fonksiyonudur (A=f (. A )). Bu fonksiyo-
nun her bir noktasmdaki tirev degeri matematik iglemleric hesaplanabilir (dA/
d ) ). Eger bu tiirev deferleri dalga boyuna karsin gralife gegirilirse tirev
spektrumlaﬂ elde edilir. Tirev cﬁrilcrinin hazirlanmasinda, orjinal spekrumda-

* 1.0. Eczacilik Fakiitiesi, " Analitik Kimya A.B.D. ch.mt st
## Adli Tip Kurumu, Kimyasal Tahliller Thtisas Dairesi, C. Pd§d i‘;t
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ki herbir noktann tiirev deferinin hesaplanmasi gerekmekiedir. Bu da oldukga
gii¢ bir iglemdir. Bu yiizden tlirev spektrofotometrelerinde bu iglemleri yapan
bilgisayarlar vardir. Bir tiirev spektrofotometresinde iki monokromatdr bulu-
nur ve bunlardan ¢ikan, dalga boylan farklt iki 1§, 6rnek ¢dzceliisinden
geger. Bu dalga boylarindaki absorbanslarin farkli alette okunur.

Tiirev spektrumu almanin en bilylik avantaji, birbirine ¢ok yakin dalga
boylarinda absorpsiyon yapan maddelerin, karigimlar: halinde iken absorp-
siyon bantlarinin belirgin olarak ayrilmalandir.

Nortripti]in'hidrokloriir ve pcrfcnaziﬁin sifirinct dereceden absorpsiyon
spektrumian incelendiginde, her iki maddenin birbirine ¢ok yakin dalga boy-
larinda absorpsiyon yaptiklan goriildii (Sckil 1).

ERICIN PL
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Sékii 1- Nortriptilin hidroklortiriin (a) ve perfenazin’in (b) sifinner derece ab-
sorpsiyon spektrumlart (Her birinin ctanoldeki 10 meg/ml ¢ézeltisi),

Daha sonra maddclerin birinci, ikinci, lgiincii ve drdiinci tirev spek-
trumlart alindr. Degerlendirmelerimiz sonucunda analitik bir cahgma igin en
uygun spektrumun dérdiinei tirev spektrumu oldufunu saptadik. (Sckil 2).
Tiirev absorpsiyon spekirumlarmin degerlendirilmesi gesitli sekillerde olmak-
tadir (pikten pike 6lgiim, tanjant yont., zero-crossing ydnt.). Biz ¢alismamizda
uygun dalga boylanim zero-crossing yontemi ile saptadik. Bu yéntemde, mad-
delerden birinin absorbansimim sifir oldugu dalga boyunda diger maddenin
tiirev absorbans deferi Sl¢iiltir. Ayrica tifrev absorbans degerlerinin de diigiik
olmamasi gerckir. Biz bu kosullan ancak dordiincii tlirev spektrumunda
saglayabildik. Perfenazinin absorbansimin sifir oldugu 239.6 nm'de nortitipti-
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lin hidrokloriiriin, nortiriptilin hidrokloriiriin absorbansimn stfir olduu 268.8
nm de perfenazinin tirev absorbans degerleri okundu.
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Sekil I1- Nortriptilin hidrokloriir'iin (a) ve pcrfcnazin‘in (b} durdiincti derece tiirev ab
sorpsiyon speklrumlar: (Herbirinin ctanoldeki 1€ meg(ml ¢ézellisi.)

Belirlenen dalga boylarinda ¢aligilarak, her iki maddeye ait standard
¢Ozeltilerin tiirev deferleri etanole kargt okundu.Biitiin dlgtimler, Shimatzu
UV-160 ¢ift dalga boylu UV spektrofotometreyle yapildi. Calisma kosullari:
Isik girig araliffl, 3 nm; tarama hizi, 40 nm/sn; t arama alam, 200-350 nm;

O A=0.3 nm,
Tiirev absorbans degerleri ile konsantrasyonlar arasinda 8l¢ii crisi
cizildiginde, konsantrasyon ile tlirev degerleri arasindaki dogrusal bagmtinin
nortriptilin hidrokloriir igin 3-25- mcg/ml,pcrfcnd/m icin 1-8 meg/ml konsan-

trasyon araliffinda oldugu gozlendi.
Dogru denklemleri: _ _
Nortriptilin hidroklorur D—O 025 C+O 06 (r=0 9999)
Perfenazin: D=0.118 C+0.02 (r—() 9999),
(D= Lurcv absorbans defteri; C= konsantrasyon, mcg/ml) -

- Nortriptilin hidrokloriir ve perfenazini ¢esitli oranlarda igeren scntcuk
karigimlarin analizi sonucu geri kazanim orani, nortriptilin hidrokloriir icin

%99.73, perfenazin igin %100.71 olarak hesaptands. (Tablo I).
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“Tablo 1: Bilinen miktarlarda nortriptilin hidrokloriir ve .

perfenazin iceren sentetik karigimlarin analiz sonuglarr.

Konulan (mg) Bulunan {mg) Geri kazamm (mg)
Nortriptilin | Perfenazin Nortriptilin] Perfenazin | Nortriptilin | Perfenazin
hidrokloriir hidrokloriir
16 2 ' 16.27 203 101.74 101.65
16 4 15.57 4.01 97.32 100.31
20 4 19.69 4.13 98.‘48 . 103.21
20 8 19.96 8.04 99.81 100.57
24 8 24,14 7.89 100.62 98.68
24 12 24,09 11.98 10038 | 99.89
| Ortalama: 99.73 £ 100.71
Ortalamadan sapma:+1.59 | 11.55”

~ Olgiim cozeltilerinin dayaniklilign incelendigginde 24 saat boyunca Liirev
absorbans degerlerinde bir degisiklik gézlenmedi. '

Gesilirdi%miz yontem, nortriptilin hidroklriir ve perfenazini bir arada
iceren Norfen™ tabletlerin analizine uygulandi. clde cttifimiz sonuglar, her iki
madde i¢in farmakopelerde bildirilen yontemlerle istatistik olarak kiyaslandt.
Nortriptilin hidrokloriir igin ingiliz Farmakopesi 1980'de bildirilen UVspek-
trofotometrik yontem, perfenazin igin de Amerikan Farmakopesi 1985'de bil-
dirilen ve palladyum kloriir ile renk olusumuna dayanan sepktrofotometrik
yontem kullamldi. . . )

Tiirev sp'cktrofotom'ct_risi ile farmakope yéntemleri, ortalamalari
yoniinden (-testi, presizyonlart yoniinden F-testi uygulanarak %95 olasihk
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diizeyinde kiyaslandifinda anlamli bir farklilik goriilmedi (Tablo 2).

Tablo 2: Nortriptilin hidrokloriir ve perfenazih iceren tablet-
lerin analiz sonuglar (bir tablet 20 mg nortriptilin hidroklorir ve
4 mg perfenazin icermektedir.)

Geri Kazamm + Standart Sapma, %

flaglar (=6, ~ p=0.05, - 1=2.23,  F=5.05)

Tiirev spektrofotometrisi .. Farmakope Yﬁntcmi

Yontemi
Nortriptilin 92,92+ 0.82 92.704 1.23
hidrokloriir
t=0.38
F=2.25
Perlenazin 94.8940.69 o 95.774044
(=2.00

F=1.10

Gelistirdigimiz bu yontem, hicbir ayirma islemine gerck kalmaksizin nor-
triptilin hidrokloriir ve perfenazinin birarada tayinine olanak vermcktedir. Bas-
it,-duyarh, dogruluk ve kesinlik derccesi yliksek olduffundan rutin farmasotik
analizier i¢in ve ilaglarmn kalite kontrol caligmalarinda kullanilabilir.




ALPRAZOLAMIN YUKSEK
BASINCLI SIVI KROMATOGRAFIK
VE UV SPEKTROFOTOMETRIK
MIKTAR TAYINI

* Miinevver ACIKKOL-#** Bilgehan Durgun BARLAS-** Scvim ROLLAS

/C(—
N7~ N
|

| %K

8-kloro-1-metil-6-fenil-4H-[1, 2 ,41] tnazolo
[4,3-a] [1,4] benzodiazepin.

SEKIL.T -

*Adh Tip Kurumu, K;myasal Tahliller lhll‘;dS Dairesi, fsumbul

*#*M.U. Eczacihk Fakiiltesi, Farmasstik Kimya Anabilim Dah, Istanbul.
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Bu ¢aligmada, alprazolam igin birisi yiiksek basingli sivi kromatografik ve
digeri ultraviyole spektrofotometrik olmak tizere iki yéntem geligtirildi.

* Alprazolam, giinltik yasamin getirdigi sikintilar sonucu veya yapisal ola-
rak ortaya ¢ikan ruhsal gerilim ve depresyonla seyreden psikoz durumlarinda
kullanilan yeni bir ilagtir.

Aragtirma sonucu elde edilen literatiir bulgulan da, alprazolamin trankili-
zan, antikonviilsan, adale gevsetici etkileri yaninda difer benzodiazepinlerde
rastlanmayan antidepresan ve antipanik etkilere de sahip olduffunu
gostermekiedir,

Yapilan literatiir arastirmasinda, alprazolamin tabletlerden tayini icin
yalniz bir yéntem bulundufunu ve tayinde yiksek basinglt stvt kromatografi-
sinden yararlanildif1 goriildi.

Analizler, u-Bondapak CN terz faz kolon, sabit akigli 510 Model pompa,
UG6K Model Valf tipi injektor, degisken dalga boylu 481 Model UV dedekiér,
730 Model Data Module kaydediciden olugan Waters marka HPLC sisteminde
gergeklestirildi. 35 Asctonitril: 65 su oramnda hazirlanan karisim dakikada 0.5
ml 'lik aki§ izt ile mobil faz olarak kullanildi. Kromatografik islem sonucu,
eltatlar 0.05 a.u.f.s. hassasiyetle 254 nm'de detekte edildi.

Yiiksek basinghi sivi kromatografik yontem ile ¢alismamizda tampon
¢Ozeltiye gereksinim olmamistir.Bu durum, yontemimizin, literatiirde rast-
lachgimiz silika kolon ve tampon ¢észelti kullandarak yapilan analiz ydniemine
ustiinliiglinii gdstermektedir.

Ciinkd silika kolonlar, bagl faz kolonlardan daha az stabildir, Ayrica
tampon ¢dzelti kullanildiktan sonra, kolon icinde kristallenmeyi 6nlemek ve
kolonun ¢mriinii uzatmak igin kolonu yikamak gerckmektedir. Bu da bir za-
man kaybudir.

HPL.C y6nteminde, alprazolam konsantrasyonlan ile alprazolam. ve loraz-
epamin pik alam oranlan arasinda 1.2-12 ug/ml konsantrasyon aralifinda
dogrusal bir iligki oldufu saptandi. Olgii egrisinin dogru denkiemi Alan Alpr./
Lor.= 0.268C-0.009 ve korclasyon katsayist = ,9998 olarak bulundu.

~ Tabletlerdeki alprazolam miktan, 6l¢i cfrisinin dogru denkleminden he-
saplandi. :

.. Geligtirilen ikinci yéntem.olan ulira\)i'yolc spektrofotometrik ydntem ile
galigmalarda, Shimadzu UV-160 Model spektrofotometre kultaniddi.
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Bu nedenle, bulgulart sunulan bu galismada, tampon ¢ozelti gerektirmey-
en yeni bir HPLC yontemi ve her laboratuvar taralindan kolayca
saglanabilecek ultraviyole spektrofotometresinden yararlanarak UV spektrom-
etrik bir ydniem gelistirilmesi amagland,

Yiiksck basmgli stvi1 kromatografik yontemde, ¢aligma kosullarindan gele-
bilecek hatalart minimuma indirmek igin bir i¢ standart kullanildi. Aragtrmalar
sonucu en uygun i¢ standartin lorazepam oldugu saptands.

SEKIL. 2

I.DRAZEPAI\I

7-kloro-5-(o-klorofenil)-1,3-dihidro-3- hidroksi-
2H-2 ,4-benzodiazepin-2-on

Calisma kosullarmda elde edilen kromatogramlardan biri Sckil 3'de
goriilmektedir. 5.7 dakikada ¢tkan pik lorazepam, 6.9 dakikada ¢ikan pik ise
alprazolama aittir. Kromatogramda gorildiigi gibi, lorazepamin alprazo-
laminkine yakin retensiyon zamaninda pik vermesi yannda, deteki@r cevabimn
alindifs lorazepam konsantrasyonunun da alprazolam komantrasyonuna yakm
oldugu belirfendi.
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Sekil3. Kromatogram

[ acy]

L]
L

INJECT

Alprazolam'in 0.1 N H2504 ¢ozeltisindeki ultraviyole spektrumu Sekil-
4'de goriilmekiedir. -

- Yontemin esasi, alprazolamin 0.1 N H2S04 g¢gzeltisinin 263 nm de
gosterdigi absorbans degerlert ile, alprazolam konsantrasyonlarinin 5-25 pgml
konsantrasyon aralifindaki dogrusal iligkiye dayanmaktadir. Ultraviyole spek-
trofotometrik yontem ile elde edilen 6l¢ii egrisinin dogru denklemi A=0.043C-
0.006 ve korelasyon katsayisi r=09999 olarak bulunmusgtur. Her iki yontem,
alprazolam tabletlerine uygulandi. Her iki yéntemle clde edilen tayin
sonuglarna ait istatistik verileri Tablo 1'de goriitmektedir.
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Alprazolamn 0.1N H2S0« ¢tzeltisindeki UV spekturumau.

SEKIL4

Tayin sonuclarinin istatistik olarak kiyaslanmasmda her iki ybntem
arasinda %95 olasilik diizeyinde, ortalamalar ve prezisyonlar yoniinden an-
lamli bir fark olmadifi goriildi. HPLC yonteminin duyarlik alt stmn 10 ng,
Ultraviyole yontemininki 2 pg olarak belirlendi. Buna gire: HPLC yontemi,
biyolojik sivilardan da alprazolam tayinine olanak saflayabilccektir. Bunun
yanunda UV y&niemi, HPLC yonteni kadar duyarli olmasa da, UV spektrofo-
tometresi bulunan her laboratuvarda UV yonlemi ile alprazolam tayini
miimidiin olabilecektir. S :
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Tablo-l. Alprazolam tabletlerine uygulanan HPLC ve UV
yontemleri ile elde edilen sonuglarin istatistik olarak
kiyaslanmasi (bir tablet 500 pg Alprazolam igermektedir.)

HPLC w
_ © Yontemi Yéntemi

Ortalama 493 4

%GeriKazamm 9860 97.60

SndartSapma 0073 0034

Bagl Standart Sapma . 149 0.69

Deney Sayist 6 _ 6

t testi =165 o (p=0.05,t=2.23)

Ftesi F=4.56 (p=0.05, F5.05)

Sonug olarak, gelistirdiimiz her iki yontem de basit, duyarl, kesinlik
derecesi yiiksck, kisa zamanda sonug aliabilir ydniemler olmasi ve preparat-
lara uygulanabilinligi nedeniyle, rutin analizlerde de dnerilebilir.




SIPROFLOKSAZIN ICIN iYON CIFTI
KOMPLEKSI OLUSUMUNA
DAYANAN IKi YENI
SPEKTROFOTOMETRIK MIKTAR
TAYINI YONTEMI

#Zafer BILGIC - #* Scdat TOSUNOGLU - ** NADIR BUYUKTIMKIN

§ !

Sekil 1. ) 0

~ Siprofloksazin;l-siklopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-okso-7-(1-piperazinil)-
3-kinolin karboksilik asid agik formiilii ile gosterilen fluorokinolon tiirevi bir
ilag maddesidir. Fluorokinolonlar yapica nalidiksik aside benzeyen 6-fluoro-4-
kinolon karboksilik asid tiirevleridir,

Genelde Ino'lu mevkideki N'a bagl stibstitiientlert degistirmek surctiyle
birgok fluorokinolon ilag tiird tirctilmigtir (Norfloksazin, ofloksazin, pefloksa-

*Adli Tip Kurumu, Kimyasal Tahliller Thiisas Dairesi, Cerrahpasa, {stanbul

#+1.0. Eczactlik Fakiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dali, Beyazit, Istanbul .
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zin, amifloksazin gibi). Siprofloksazinde bunlarmn iginde yer alir ve 7 no'lu C
atomuna baglanmg bir piperazin halkas igerir.

Fluorokinolonlarm en énemli Gistiinliikleri: Genig spektrumlu, hizli etkili,
bakterisid dzellikie olmalandir. Gram negatif basiller, penisiline rezistan olan
mikroorganizmalar, gram pozilif bakterilerden stafilokoklar ve streptokoklar
fluorokinolonlardan etkilenirler,

Siprofloksazin lipofilik karakterde bir bilesik oldugundan mide-barsak
kanalinda %60-80 oraminda absorbe edilir, bu yiizden oral yol ile kullanilir,
Hizhi bir absorpsiyon gésterir, alindiktan 1-3 saat sonra plasmadd en yiiksek
diizeye ulagir.

Siprofioksazin; alt ve tist solunum yollan enfeksiyonlar, gastro-intestinal
kanal, cilt ve yumusak doku ile {iriner sistem enfcksiyonlarinda aynca osteo-
miyelit'te kullarulir,

Madde analitik yonden incelenecek olursa, yapilan literatiir aragtirmasinda
maddenin biyolojik stvilarda HPLC, farmasttik preparatlarda ise polarografik
ve UV-spektrofotometrik mikiar tayini yontemleri gSriilmdigtiir,

Bu galigmada; siprofloksazinin asidik boyar maddclerden metiloranj (MO)
ve bromtimol mavisi (BTM) ile iyon ¢ifti olusturmasina dayanan iki spektrofo-
tometrik miktar tayini yontemi gchgtaulm:gur Secilen asidik boyar maddelerd-
en ilki metil oranjdir.

NaO,5 N(CH4) o

" Sekil 2.
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p- dimetilaminoazobenzensiilfonik asid Na tuzu agik formiiliiyle
gosterilen metiloranj %0.1'lik sudaki ¢zeltisi endikatdr olarak kullanilan bir
maddedir. Renk degistirme pH alamt 3.1-4.4 arasindadur.

HO

Bromtimol mavisi ise 3, 3'-dibromotimolsiilfonftalein agik formiili ile

gosterilen bir asid-baz endikatdriidiir. Bu maddenin renk deistirme pH alant
6.0-7.6 arasindadur.

Sekil 3.

Her iki boyar maddc de siprofloksazin ile belirli bir pH da iyon ¢ifti
olugtururlar ve iyon ¢ifti halinde sulu ¢ézeltiden organik ¢6ziciiye gegebilirler.
Iyon gitfi ekstraksiyonu ya da asid boyama teknigi denilen bu y0ntemin csasl
sudur;

_Protonlanmig amin veya katerner amonyum bilesikleri gibi pozitil yiikld
ve kiiclik molekiilleri bir azot bilesigi ile karsit iyon olarak negatif yikld ve
biiyiik molekiillil boyar madde veya endikatér molekiilicri arasinda belirli bir
pH da iyon ¢ifti olugur. Bu durumun tersi, genclde az kullaniir, Bu olugan
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iyon ¢ifti, organik ¢oziici ile ekstre edilerck kolorimetrik olarak tayin edi-
lir.fyon ¢ifti olusmasinda bazi onemli etkenler vardir. Bunlardan ilki ¢Oziicii
se¢imidir. Siyleki, bir AB maddesinin bir solventte ¢Oziinebilmesi icin Gnce
iyonlarina ayrilmasi, sonra bu iyonlarin ¢Oziicli molekiilleri tarafimdan
saniarak solvate olmasi gerekir.

N

AB

< A'B > AT+ B
. . N
Iyonizasyon Iyon gifti Dissostasyon

Sulu goziiltide yukandaki iki olay aynt anda olur. Suyun diclektrik sabiti
en biiyiikiir (D=80). Bu yiizden sulu ¢6zeltide iyon ¢illi olugtukian sonra dis-
sosiye olur. Olugan iyon ¢itfinin dissosiye olmamast i¢in dielcktrik sabiti
kiigiik olan bir ¢6ziiciide bulunmasi gerekir ki bu calismada ckstraksiyon
¢Oziiclsli olarak dencnen ¢dziiciiler iginde en uygun olan diklormetan
segilmigtir. Iyon ¢ifti olusmasinda ortamin pH'smnin da 6nemi biiyiiktiir, Or-
tamin pH'st aminin proton alabilecei ve boyanin iyonize olabilecegi kadar
asid olmaldr, : :

Bunun i¢in optimum pH aralii pKb> pH> pKa olarak verilmektedir. Bu
pH aralifinda ¢aligilarak en uygun pH saptantr. Bu ¢alisma da en uygun pH
degerini saptamak i¢in gesitli tampon ¢ozeliler denenmig sonugtla en uygun pH
degeri olarak pH= 4 se¢ilmistir. Kullanilan tampon ¢dzclti potasyum hidrojen
ftalat'dir.

En uygun boyar madde konsantrasyonu'nu saptamak amaciyla; siproflok-
sazinin sabit bir konsanirasyondaki ¢ozeltisi, boyar maddclerin defisen kon-
santrasyonlardaki c¢ozeltileriyle rcaksiyona sokuldu. Boyar madde/
siprofloksazin mol orani 5 oldugunda reaksiyonun kantitatif olarak tamam-
landhgh saptandi. Renk siddeti {izerine temperatiiriin etkisi incelendiginde ise;
her iki boyar madde ile de siprofloksazin'in olugturdugu iyon ¢iftlerinin oda
temperatirtinde kantitatif oranda oldufu gériildii.

Stokiometrik balans saptanmasi Job'un devamls dcgismeler yoniemine
gore yapildr ve siprofloksazinin hir iki boyar maddeyle de 1:1 oramnda iyon
¢ilti olusturdugu gozlendi.( Sckil 4.)

. Absorbans dlgtimleri, MO-igin 425 nm.; BTM i¢in 410 nm. dc
yapilmugtir. Bu gekilde optimum reaksiyon kogullart belirlendikien sonra olgii
egrisi hazirlandi, En kiigiik karcler yonicmine gore regresyon analizi yapilarak
dogru denklemi hesaplandi. (Sckil 5 ve 6.) ' '
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Sekil4.,

a)mo
b)BTM

14 . ‘b

05 10. 15 20 25 30 mi 10-9M boyar macde
1. . .

- iz 11 20 | mol orant .

Toplam Konsantrasyon — C=30x1073M '

Sekil 5. . -

A=0.022C +0.0068"
r-0.9998

5 % 15 20 25 30 Clmeg.m™) .

MO metodu igin siprofloksazinin §lgil efjrisi {n=6)
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Sekil 6. o

. A=0.018C -0.0116

F=0.89986

5 10 15 20 25 30 C (meg.mi” ')
-BTE] ‘netodu ig¢in siprofloksazinin §lgi ejrisi (n=6)

Grafiklerde de goriilldiigii glb] absorbans ve konsantrasyon arasindaki
iliski 3-25 mcg/ml siprofloksazin konsantrasyonlar arasinda dogrusaldir, Sip-
rofloksazinin MO ve BTM ile olusmrdugu 1y0n ¢iltinin molar dbsorptwltelen
MO yontcmmdc £ =6.25x10° Lmol? . cm”, BTM yénteminde G 645x10
1.mol Lem™, Sandell hdssaglyeu ise MO yontcmmdc 5.3x107% mcg. cm™
BTM yontemmde 5.1x10°2 mcg.cm 2 olarak hesapland:. Her iki anahz
yontemi maddenin tablet seklindeki preparatlanina uygulanmis ve bulunan
somuglar UV-spektrofotometrik yontem ile kiyaslanmigtir.

Geligtirilen yontemlerle elde edilen sonuclarin t-ve F-testi
kullamlarak UV spektrofotometrik yontem ile kiyaslanmas
{Ciproxin ® 250 mg/tablet)

Yontem Geri Kazamim (Ortalama 4 standart sapma) %)
{n=6,p=0.05, (=2.23,F=5.05)

MO yontemi 99.96+0.54 {=2.52+
F=2.62
BTM yéntemi 99.97+0.44 t=2.09
) ' F=3.92
UV yontemi 100.16+0,27

_*Anlaml fark
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Tabloda da gorildiigii gibi, MO ve BTM y&nteminde standart sapmalar
sirastyia 0.54 ve 0.44 olarak bulunmustur. Kiyas y&nieminde ise standard
sapma 0.27 olarak bulunmustur. % geri kazammlar ise sirastyla;
%99.96,%99.97 ve %100.16 olarak hesaplanmisgtir. -

Ayrica gelistirilen yOntemler ile kiyas yontemi standart sapmalarl
yoniinden incelenmis ve buna gére; MO metodunda F testi sonucu 2.62 ola-
rak, BTM metodunda ise 3.92 olarak bulunmugtur. %95 olasilik diizeyinde FF
deferi, F kritik degerinden kiiciik oldufu igin ydntemler arasinda standart sap-
malar yéniinden anlaml bir fark olmadig: gdriilmiigtiir.,

iki seriyi ortalamalan yéniinden kiyaslamak igin t testini uyguladifimizda
%95 olasilik diizeyinde MO y&ntemi ile UV-yOntem arasinda anlaml: bir fark
oldugu, BTM yontemi ile UV-yontem arasinda ise Gnemli bir fark olmadig1
goriimiigtiir, '

Elde edilen sonuglar, énerilen her iki yontemin gerck hammadde olarak

ve gerckse farmasdtik pieparatlarda siprofloksazin mikiar tayini igin kolay ve
hassas yontemtler oldugunu gostermektedir. Ayrica sonuglara ulagabilmek igin -
kisa bir siire gerekmektedir. -




TURKIYE'DE SATILAN IKI MUZ
TURUNUN YENILMESINI TAKIBEN
IDRARDAKI 5-HIDROKSIINDOL-3-

ASETIK ASIT SEVIYELERININ
INCELENMESI

*Ahmet C.EKINCI - **§, BUYUKTIMKIN - ***S.ATMACA

##%5 TOSUNOGLU - #**N BUYUKTIMKIN

Saym Bagkan, Degerli Meslektaglanm,

Insan viicudundaki toplam miktarmin 10 m £ oldufu kabul cdilen seroton-
inin veya difer ismi ile 5-hidroksitriptaminin yaklagik %90 kadan mide ve
barsak mukozasindaki enterokromaffin hiicrelerinde bulunmaktadir. Kalan
kisminin Snemli bir boliimii ise kanda trombositlerde ve santral sinir sistemi
icinde bulunur. Viicudumuzdaki serotoninin biiyiik kismiru sentez ederek de-
polayan mide-barsak mukozasimn enterokromaffin hiicrelerinde ayrica P mad-
desi ve enkefalin gibi baz1 peptitlerin olugtufu ve depolandifi gosterilmistir,
Aynca serotonin i¢eren hiicrelerin hiicre digindan serotonini aktif transport
suretiyle alabildikleri bilinmektedir. Serotonin, hiicrelerde besinler ile alinan
bir aminoasid olan triptofan'dan dnce 5 numaral karbon atomunun hidroksil-
lenmest ve bdylece olusan 5-hidroksitriptofanin da sonradan dekarboksillen-
mesi ile iki basamakta meydana gelir. [k olay triptofan hidroksilaz tarafindan
katatize edilir. Ikinci basamak ise viicutta yaygin ofarak bulurian aromatik ami-
noasid dekarboksilaz (DOPA dekarboksilaz) enzimi tarafindan katalize edilir.
Viicudumuzda triptofanin biiytik kismm protein sentezine girerken az bir kism
niasin'e ve kinurenin'e ¢evrilir, Olugan kinurenin de metabolitlerine ¢evrilir ve

Eczacilik Fakiiltesi, * Farmakoloji ,** Farmasttik Kimya ,

*k% Analitik Kimya Anabilim Dalarn, Istanbul Universitesi.
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atilir,

Diger taraftan enterokromaffin hiicrelerden ve santral sinir sistemindeki
serotonerjik sinir uglarindan serotoninin parsiyel ekzositoz suretiyle
salrverildigi bilinmektedir.

Serotonin sitoplazmada mitokondriyel bir enzim olan MAQ tarafindan ok-
sidatif dcaminasyon suretiyle yikilir. bu olay sonucu olugan 5-
hidroksiindolasetaldehidin biiyiik kismi aldehid dehidrojenaz enzimi tarafindan
5-hidroksiindol asetik asid’e (5-HIAA) oksxtlemr ve bobreklerdcn idrar iginde
atilir, Idraria 24 saattte glkanlan

S-HIAA mlktan vucutta serolonm sentez ve ynklmmm bir olgusudur Iste
mide-barsak mukozasi, solunum yollar ve differ bazi yerlerde bulunan ve se-
rotonin sentez eden enteroksomaffin hiicrelerin tiimdrii olan karsinoid tiimortii
hastalarda serotoninin sentezi ve serbestlenmesi de agir1 derecede artmusir,
Boyle hastalarda plazmada serotonin diizeyi ve idrarla itrah edilen 5-HIAA
miktan da fazlalagmistir. Primer tiimor, olgularin ¢ofunda mide-barsak ka-
nalindadir. Primer tiimér karaciferde metastaz yapmis ise veya bagka bir do-
kuda olustufunda yiikselme Snemli olmaktadir, Serotoninin saltverilmesi peri-
yodiktir ve tipik krizlere neden olur, Krizler sirasinda yiizde ve govdenin iist
kisminda kizarma ve kan hiicumu ile kan basincinda diigme ve yiikselme, ko-
lik, diyare ve bronglarda spazm gibi belirtiler gériiliir. Bunlardan bagka za-
manla saff kalp kapakgiklarinda subendokardiyal fibrosiz meydana gelebilir.
Iging olarak Afrika' nin bazi bolgelerinde yerel beslenme Szelligi nedeniyle
fazla serotonin igeren muz gibi besinleri ¢ok fazla yiyen kimselerde de aymi
sckilde fibrosiz gelismektedir. karsinoid tiimorli hastalarda goriilen bu krizler
esnasindaki belirtilerden biri olan diyarenin serotonin ile iligkisi kesin olarak
gosterilmistir ve serotonin antagonistlerinden metiserjid bu diyareyi-
- Snlemektedir, Bu hastalarda viicuttaki triptofanin énemli bir kismu timor ta-
rafindan serotonin sentezinde kullanildifi igin serotonin ytkﬂmca metaboliti
olan 5-HIAA'nin idrarla atilan miktan da yiiksck olmaktadir. 196011 yillann
baglarinda Afrika'nin baz1 bolgelerinde halkin en Gnemli besin kaynaginin muz
oldugu topluluklarda yapilan caligmalarla sahislarin idrarla itrah ettikleri 5-
HIAA mlktannm 24 saatte 20-100mg oldugu saptanmistir. Diger tdraftan Ni-
jerya'da ve Uganda'da ¢ok fazla muz yiyen ve dolayisiyle serotonin ‘alan ve
idrarla fazla 5-HIAA itrah eden kisilerde endomyokardiyal fibrosis. sap—'
tanmsgtir. Arkadaslarimiz, Biiyiiktimkinlerin Amerika Birlesik Devletlerine git-
mesine kadar yaptifimiz ¢ahismanizda yurdumuzda satilan biri yerli dieri
Giiney Amerika'dan, Ekvatordan ithal edilen iki muz tiiriiniin yenmesini taki-
ben idrardaki 5-HIAA seviyeleri aragtinimisiir. Yurdumuzda yetigen muz
Turkish Musa acuminata CV "Robusta" ve ithal edilen muz ise Musa acumina-
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ta Ecuador CV Cobana'dir, Bu teshisleri yapan Do¢.Dr. Kerim ALPINAR'a
“huzurunuzda tesekkur ederiz,

Karsinoid tiimér teshisinde dnemli bir laboratuvar bulgusu, idrarla itrah
edilen 5-HIAA miktandir. Karnisonid timo6rl{ hastalarda 24 saatte idrarla
atilan 5-HIAA miktart 100mg hatta ¢ok daha yiiksek deerlere ¢ikmaktadir,
Halbuki normal olarak idrarla itrah edilen 24 saailik 5-HIAA miktan 3-8
mg'dir. Idrannda 5-HIAA miktar tayini yapilacak gahislann birkag giin
Snceden bazi besinleri ve ilaglan almamasi gerekmekiedir. Omegin; muz, ana-
nas suyu ve konservesi yememesi ayrica 5-HIAA miktar tayininde yanlishga
neden olabilecck ilaglan almamas: bildirilmelidir. Bu ilaclar arasinda levodopa,
antidepresan ilaglar Srnegin fmipramin ve monoamin oksidaz inhibitorleri
ayrica metildopa, isoniazid, rezerpin, fluorourasil, fenotiazinler, salisilatlar,
asetaminofen, mefenesin ve ghsenl gayakoidt sayxldblhr

Calismamizint difer amaci 5-HEAA miktar tayininde kar§1Ia§11an zorluk-
larm azaltilmasina yoneliktir, Idrarda 5-HIAA miktar tayini genellikle gaz
kromatografisi, kagit kromatografisi, kagit kromatografisi, yliksek performans
siv1 kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, {luoromeir ve spektrofotome-
tri yontemleri ile yapiimaktadir. '

Genel olarak idrarla itrah edilen 5-HIAA'nm spektrofotometrik miktar
tayini icin klasik olarak 1-nitroso-2-naftol belirteci kullaniimaktadir. Fakat bu
maddenin kullamlmas: birgok fenolik yapidaki maddelerde reaksiyona gir-
diginden tenkit edilmektedir. Goldenberg'in modifiye spekirofotometrik meto-
du ise daha gtivenilir olmasina rafmen zaman alici oldugundan ve kot kokulu
reaktifler kullanilmay: gerektirdiginden dolayi tenkit edilmektedir. Gaz hk1t
kromatografisi ve HPLC yontemlerinin kullamlmasi ise iilkemiz §ardan icin
oldukc¢a pahali metodlardir ve yetismis elemaniara gereksinim gdstermekiedir.

Biz bu calismamizda orjinal spektrofotometrik metod ile modifiye
ettigimiz spekirofotometrik ve HPLC metodlarint kullanarak idrarda 5-HIAA
miktar tayini yaptik. Orjinal spcktrofotometrik metod ile 5-HIAA miktar tayini
igin sivi-sivi ekstraksiyonu uygularken modifiye spcktrofolome[nk medodda
kati-stvi ckstrakSIyonu uyguladik. :

MATERYEL ve METODLAR olarak calismamizda altt deneyin idrannda
normal 5-HIAA miktan tayini yapildi. Ayn sahuslara 250 gram muz verildik-
ten sonra 24 saatlik idrarlan topland: ve asitlendirilerck buzdolabinda bekletil-
di.

Spektrofotometrik tayin i¢in Beckman B spektrofotometrisi kullamldil
HPLC sistemi olarak Model 6000 A pompast Model UGK injcksiyon sistemi
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ve dalga boylan filire ile ayarlanabilen (Waters Milford) Model ALC 202 UV
absorbans dedekttrii, ve Lincer marka yazici kullanilmigtir, Siitun olarak ters
fazlt RP-18 siitunu secilmigtir.

Coziicli sistemi olarak Draganac'in sistemi alimmagtir.

Kat faz ckstraksiyonu igin C18 Baker 10 SPE (Octadecyl C18) disposa-
ble yani bir defa kullanulip atlan ekstraksiyon kartuglarindan yararlanilmistir,

Spektrofotometrik olarak yapilan 5- HIAA miktar tayininde etil asetat, I-
nitroso-2-naftol, nitrdz asit diklorometan kullanilmig ve olusan rengin absor-
bans1 540 nm'de Slgiilmiistir.

Kati faz ekstraksiyonu yapilarak spektrofotometrik ve HPLC kullanilarak
idrarda 5-HIAA miktar tayini yapilmasi i¢in 6nce dosposable C18 ekstrak-
siyon siiunu 6nce metanol ve sonra distile su ile yikanir.2,5 ml idrar kar-
tugtan gecirilir, Elde edilen renksiz ya da ¢ok agik renkli bu ¢dzeltiden 2 mi
ahnir ve biraz dnce anlattifim gckilde miktar tayini yontemi uygulamir, HPLC
kullanilarak yapilacak miktar tayininde ise bu ¢¢zeltiden 10 ml kromatografa
injekte edilir. :

Caligmamizin sonuglarim kisaca 6zetlersek:

1- fdrarinda S-HIAA miktar tayini yapﬂdcak §ah1s'1a1"m, yanlig sonug
¢ikmasim onlemck icin bu tayinden 2-3 giin 6nce yurdumuzda yetistirilen veya
Gliney Amerika'dan ithal edilen muzlan yememesi gerekmektedir.

2- Idrarda 5- HTAA'nin miktar tayini kati faz ekstraksiyonu yapilarak
spektrofotometrik veya HPLC metodlarindan birini kullanarak
gergeklestirilebilirse sonuglar daha dogru ve tekrarlanabilir olmaktadir, C18
disposable kolon kullanilarak yaptifinmz kati faz ckstraksiyonu basittir, dogiru
ve aym zamanda tekrarlanabilir sonuglar veren, fazla zaman gerektirmeyen ve
pahali olmayan bir usuldtr. HPLC ile yapilan ¢alismalarda 254 nm yerine 280
nm de Ol¢timler yapildiginda hassasiyet artmaktadir. Sekilde goriildigii gibi
orjinal spektrofotometrik metod ile santanan idrardaki 5-HIAA mikrarlart dier
iki metoda gore biraz daha yiiksek ¢ikmaktadir. ‘

Tegekkiir ederim.
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1- Orjinal spektrofotometrik metod
2- Modifiye spektrofotometrik metod
3- HPLC metodu




