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OzET

Asebutolol.HCl, atenolol ve nadolol' brom timol ma-
visi 1ile olusturduklari iyon giftlerinminin kloroformdaki
absorbanslari tlgllerek spektrofotometrik ydntemle tayin

edildi.

15-90 mcg. miktarlarinda ilag maddesi igeren bir ml.
sulu gdzelti lzerine asebutolol.HCl igin pH = 6 daki, nadolol

10'“M BTM

3
ve atenolol igin pH = 5.8 deki tamponda h821rlanm1$/2.

gbzeltisinden ilave ederek olugturulan iyon gifti bir dakika
sireyle girdap karaigtiricida karigtirilarak 6 ml. kloroforma
ekstre edildi. Fazlarin ayrilmasi igin 3 dakika silreyle san-
trifﬁjlenﬁikten sonra kloroformlfa21n1n absorbansi bog dene-
meye karsi asebutolol igin 412, atenolol ve nadolol igin ise
L1t nm.de Blglldi. 2.5-15.0 mcg.ml-1 konstrasyon elaninda
6lgl efrileri hazarlsndr . Ilag maddelerinin BTM ile verdigi
iyon giftlerinin mol kesri ve kararlilik sabitleri Job'un Si-
rekli Degigim ve Mol Orani ydntemleriyle bulundu. Her Ug ilag
maddesi igin mol oraninin 1:1 ve kararlilik ssbitlerinin ise

106 dizeyinde oldudu gdzlendi.

Geligtirilen iyon gifti yontemi tabletlere uygulandi ve
sonuglar UV spektrofotometrik ydntemle elde edilen sonuglarla
t- ve F- testleri yardaimiyla karsilastirildi. Elde edilen

sonuglardan aralarinda anlamli bir fark olmadigi anlasilda.



SUMMARY

Acebutolol.HCl, atenolol and nadolol were determined
spectrophotometrically by measuring the absorbance of the
ion pairs by these drugs with bromthymol blue in chloroform

solution.

The ion pairs formed by adding 3 ml. of 2x10™"* M BTB

solution in the buffer of pH 6 for acebulolol and pH 5.8
for nadolol and atenolol to the 1 ml. of ageous solution
containing 15-50 még. of drugs were extracted with 6 ml.
of chloroform by mixing for 1 min. in a vortex mixer. After
centrifugating for 3 minutes for seperation the phases, the
absorbance of chloroform solution was measured at:k=h12 nm
for acebutolol and A=414 nm. for nadolol and atenolol
against blank solution Calibration curves were prepared
in the 2.5-15.0 mcg.ml'1 concentration range. The mole
fractions and tﬁe stability constants of the ion pairs were
determined by the Job's Continuous Variations and Mole
Ratio Methods. Mole fractions were determined as 1:1 and
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the stability constants were found in the range of 10 for

all three drugs.

Developed ion pair method was applied to the tablet
preparations of the drugs and the results were cumpared.to
the results obtained by UV spectrophotometric method by using
t and F tests. It was found that there is no significant

difference between them.



1. GIRiS VE GALISMANIN AMACI

Sekonder amin grubu igeren ilag maddeleri olan Ase-
butolol.HCl, atenolol ve nadolpl bazi kalp hastaliklarinin
tedavisinde son yillarda cldukga yaygin bir bigimde kulla-

nilmaktadair.

incelenen ilag maddelerinin miktar tayini igin UV
spektrofotometrik, gaz kromotografik ydntemlere dayanan

birgok analiz y@ntemi gelistirilmigtir.

Iyon gifti olusturulmasi analitik kimyada gok kullanilan
tekniklerden biridir. Bu teknikten birgok maddenin ekstraksi-
yonunda, spektrofotometrik ve fluorimetrik miktar tayininde,

sivl ve ince tabaka kromotografisinde yararlanilmaktadair.

Renksiz olan ilag maddelerinin miktar tayini bu madde-
lerin asid boyalarla olugturdugu iyon giftleri uygun pH'da
organik gdziiclilye ekstre edilerek yapilmaktadir. Asebutolol.
HCl, atenolol ve nadolol'un brom timol mavisi ile olusturduk-
lari iyon giftleri Uzerinden spektrofotometrik tayinleri ya-

pilmasi disinilmistir.

Boylece incelenen ilag maddelerinin tayinine yarayan
basit ve kolay uygulanabilen bir y@ntem celigtirilmesi amag-

lanmigtar.



2. GENEL B0LUM

2.1. Incelenen Ilag Maddeleri Hakkinda Genel Bilgi

Bu tezin inceleme konusunu olugsturan asebutolol hidro-
klorlir, atenolol ve nadolol beta adrener jik reseptdr blokeri
adi verilen ilag gruplarindandir. Bu grup ilag maddelerinin
kullanimi son yillarda oldukga yayginlagmigtair ve her yail
yenileri sentez edilmekte ve kullanima girmektedir. Ulke-
mizde de bu gruptan yedi adet ilag maddesinin preperatlara
tiketilmektedir. Beta adrenerjik reseptdr blokeri ya da ki-
saca beta bloker adi verilen bu ilaglar kalp atis hizina
ve kan basincini disliricl etkileri nedeniyle yiksek tansi-
yon ve angina pektoris gibi bazi kalp hastaliklarinin te-

davisinde kullanilmaktadair (1).

2.1.3. Asebutolol

2.1.1.1. Dzelliklerl

N - [3 - Asetil-4- [ 2-hidroksi-3- [(1-metil etil)eamino |

propoksij fenilj butanamid.
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Kapali formild : C18H28N20Q'HE1

Molekil aairligi:372,9 g/mol

pHa = 8.6

Gorinls, renk, koku : Beyaz, kokusuz. E.N= 1419-144°

UV Spektrumu : Sulu asid gozeltisinde 234 ve 320 nm.de, meta-
nolde 235 nm ve 328 nm'de maksimum absorpsiyon g@sterir (2).
Infrared Spektrumu : Basglica pikler 1655, 1245,1525, 1455,
1217, 1285 em™ ) de dir (2).

CozinlUrliugd : Suda ve metanolde gdzinilr.

2elals2s Taninma Yontemlerl

Asebutolol'un gesitli belirteglerle renkli tirevler
olusturdugu saptanmigtair. Bu renkler Tablo 1.de toplu halde

gsterilmistir (2,3).

Tablo 1.

Zioker Verqds VelllV fessler feceln feaol/ Mol R,
;nz;nt TeaETt drkgih rea@ETt TeaEt GEJEEL KH

Peshitoial = Mevi Sar1  tammz  Portekal Yesil | Sem S Sn

| (3) 3 (3 (2 3 2 (2) (¢2)
Atemlol | Mevi Rek  Rek Sari- \iyole  Rek Rek -
3 vemez vemmez  Kehveregi (3) VEITEZ VEITEZ
()] (€)) @ 3 (3)
Nednlol - Karmzi - Kehveregli Harmza - - -
2 2 i
(2)




Asebutolol'un ince tabaka kromotografisi ile taninmasina
iligkin birgok zaligma yapilmigtir. Musumarra ve arkadaslara
diger birgok madde ile birlikte asebutolol igin de farkli
gbzicil sistemierini incelemiglerdir (4,5). Stead ve arkadas-
lari silikajel plak iizerinde g ayri gdzicl sisteminde Rf
dederleri bildirmistir (&8). idrarda asebutolol ve metabolit-
lerinin taninmasi igin de ince tabaka kromotorafisinden (TLC)
yararlanilmigtir (7,8,59). Asebutolol'un ince tabaka kromotog-
rafisi ile taninmasi igin sekonder amin grubunun silfonil

kloriirler ile reaksiyonuyla renkli ve fluoresan tirevler

olugturulmustur (10,11).

Literatiirde asebutolol'un gaz kromotografisi (GC) (12,13)
ve gaz kromotografisi-kiitle spektrofotometrisi (GC-MS)(14),
ydntemleriyle taninmasi ile ilgili galigmalara da rastlan-

migtair.

Acebutolol'un taninmasinda yiiksek basing sivi kromotogra-

fisinden (HPLC) de yararlamilmistir (15,16).

2.1.1.3. Miktar Tayin Ydntemleri

Gillian ve Mason adli arastirmacilar asebutolol'il renkli
substitiie benzokinon tirevlerine dioniistlirerek spektrofotomet-
rik ydntemle ilaglarda tayin etmislerdir (17). Asebutolol'un
dogrudan ve kloriir veya asetat iyonlari ile olusturdugu iyon
giftlerinin UV absorbanslari tlgiilerek spektrofotometrik mik-
tar tayini yaspilmistar (18,19). Asebutolol'un asid hidroliz
dridndnidn Na-1,2-naftakinon-4-siilfonat ile olusturdudu pembe-

portakal renkli tiirevin 477 nm.deki (20), p-kloranilik asid



ile olusturdufu kompleksin 530 nm.deki (21), absorbanslara

tlgllerek asebutolol tayin edilmistir.

Rsebutolol ve asetil metabolitinin plazma ve idrardaki
miktaryr GC 1ile saptanmistir (23). Bu galismada N-metil bis
(trifluorousetamid ) ve N-metil-N-trimetilsililtrifluoroace-

tamid ile tirevlendirme yapilmistar.

~

Steyn (24), asebutolol ile baslice metaboliti olan D-1-
(2-asetil-4-N-butilamidofenox)-2-hidroksi-3-isopropilamino-
propan'in serum dﬁzgylerinin tayininde TLC fluorodansitomet-
rik y8ntemden yararlammistir. Bu galigmada internal stan-

dart olarak kinidin kullanilmastar.

Tablette veya ampullerde asebutolol tayini polarografik

olarak da yapilmistir (25).

Cunrigham ve Freiser (26), diger bazi kalsiyum bloker-
leri ile birlikte asebutolol tayininde polivinil klorir

membran igeren iyon segici elektrod kullanmaigtar.

Likit kromotografisi y@ntemiyle idrarda ve kan drnek-
lerinde (27,28,29,30,31,32,33) ve farmasotik preperatlarda
(28,34,35,36,37) asebutolol miktari tayin edilmistir. Nor-
mal veya ters faz sistemiyle ya dofrudan ya da tirevlendi-
rildikten sonra yapilan bu galigmalarda pindolol ve (3)-1-
(2-propil-h-bﬁtilamidofenox)-2-hidroksi-3-(isoprnpilamino)
propan gibi internal standartlardan yararlanilmig, UV, fluore-

sans ve elektrokimyasal dedektdrler kullanilmistar.

~



@Vl Atenalol

2.1.2.1. Ozellikleri

2- Zb—(2—Hidr0ksi-3-isopropilaminopropuksi)feni%]asetamid

CHyCO-NH,
s/// \\T

{

i
e CH

y t
O-CHZ—CIZH—CHZ—NH-CIH
OH CH,

3

kapali formilii : C 0

141222053
Molekiil adirligi:266,33 g/mol

pHa =Y. 6

Godrints, renk, koku : Beyaz, kokusuz, gok az aci taddadar.
E.N.= 146°-148°

CozunUrligd : Metanolde ve asetik asitte g@izinlr, suda az gbzi-
niir, asetonda gok az gdziniir, kloroformda gdzinmez (38).

UV Spektrumu : Sulu asid gBzeltisindeki maksimumlar 274 ve

280 nm.dedir (1).

Infrared Spektzumu .: Baslica pikler 1633, 1245, 1510, 1184,

805, 820 on -V dedis £1).



2:.1.2.2. Taninma Y8ntemleri

Atenolol gegitli belirteglerle farkli renklerde tiirev-

ler olugturmaktadir (Tablo 1).

Atenolol'lin TLC ile taninmasi igin gesitli solvent sis-
temleri kullanilmigtair (5,6,39,40). Ince tabaka kromotogra-
fisi ile atenolol metabolitlerinden de ayrilmistar (9,41).
Biyolojik sivilarda bulunan atenolol'in taninmasi igin de
TLC'den yararlanilmistir (42). Bazik OGzellikteki bazi ilag
maddeleri ile birlikte atenolol bis(2-etilhekzil) fosfat
iyon gifti halinde ekstre edildikten sonra normal ve ters
faz ince tabaka kromotografisi sistemi ile ayrilmaistar (43).
Atenolol'in sekonder amin grubunun dimetil amino naftalen
stilfonil kloriir (DBnsil Kldrir) ile olusturdugu fluoresans
(11), L4-dimetil amino azobenzen, L4'-siilfonil kloriir (Dabsil
Klorir) ile olusturdugu portakal renkli tirevler (10) bu mad-
denin ince tabaka ilizerinde ayrilmasinda ve taninmasinda kul-

lanilmaistar.

Literatiirde atenolol'iin GC (12,13,40), GC-MS(14,44,45)
ve likit kromotografisi ile (39,40,46,47) taninmasina iligkin

galigmalar da bulunmaktadair.

P 2030 Miktar“Tayin Vintemlerl

Atenolol (15:2) glasiyel asetik asit/asetik anhidrit'li

ortamda 0.1 M HC1l0, ile cam/kalomel elektrod gifti kullamila-

4
rak potansiyometrik olarak titre edilmigtir (39). Ordonej R.

ve arkadaglary HC10, asid giizeltisi ile glasiyel asetik asidli



ortamda potansiyometrik titrasyon ile tabletlerde atenolol'l

tayin etmiglerdir (48).

Ayni aragtirmacilar atenolol'il tabletten 0.1 N HCl gd-
zeltisine ekstre ettikten sonra 275 nm.de spektrofotometrik
olarak da tayin etmiglerdir (48). Atenolol'iln sekonder amino
grubunun asetik asit ile reaksiyonundan olusan N-alkil vinil
aminin halojenli benzokinonlar ile olusturdudu renkli subs-
title benzokinon g@zeltilerinin absorbanslari 645-690 nm.de

Blgiilerek tabletlerde atenolol miktari saptanmistair (17).

Atenolol'in dogal fluoresansinin dlgilmesine dayanan
spektrofluorimetrik miktar tayinleri tabletten metanol ile
ekstre edilerek (49), farmokokinetik bir galismada (50), ise
kandan ve idrardan pH= 10.6 da CH,Cl,'nin butanoldeki % 5'lik
gOzeltisi ile ekstre edildikten sonra tekrar 0.01 N HCl gdzel-
tisine ekstre edilerek fluresans giddetinin Blgiilmesi ile ya-
pilmigstir. Uyarma dalga boylari, metanolde 278 nm., HCl gd-

zeltisinde 280 nm., emisyon dalga boylari ise sirasiyla 301

vE 3095 M. 817 .

Atenolol trifluoroasetil tirevi halinde 0OV-17 ve 0V-101
kolonlar ve gesitli dedektdrler kullanilarak GC ydntemi ile
tayin edilmigtir (12,39) . Plézmave idrardan ekstre edilen
atenolol sonra . pentaflucropropiyonat (51), heptafluorobu-
tirat veya bis-trifluoroasetat tirevlerine (52), ddnustiri-
liip elektron yakalama dedekt@ri kullanilarak GC ile tayin

edilmigtir.



Literatlirde atennlol'iin GC<MS ile miktar tayinine ait

bir galigmaya da rastlanmistir (53).

Schaefer ve Mutschler atenolol'l kan plazmasinda buta-
nol-siklo nekzan karigimi ile ekstre edip silikajel plak
tizerinde kromotografiye ettikten sonra fluorodansitometrik

olarak tayin etmiglerdir (54).

Atenolol'Un likit kromotografik miktar tayinleri de lite-
ratirde yer almaktadir. Farmasotik preperatlarda (55,56),
ya da kan serumu, plazma veya idrarda (32,57,58,59,60,61,
62,63,64,65),internal standart olarak metoprolol, prokdin-
amid, pindolol gibi maddeler kullanilarak tayin edilmistir.
Normal veya ters faz ydntemiyle yapilan bu galigmalarda UV

veya fluresans dedektdr kullanilmisgtar.

Difer pP-blokerlerle birlikte atenolol de NMR spektros.

kopisi ydntemiyle tabletlerde tayin edilmigtir (66).

2.1.3. Nadolol

2.1.3.1. Ozellikleri

2,3-Naftalendiol,5-[3-(1,1—dimetiletil)aminoj—z-hidroksiprupoksi]

1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2,3-diol.
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| CH,
O CHyCH-CHNH-C-CH,
OH CH,

Kapali formild : C 0

1227y

Molekiil agarligar : 309,49 g/mol

pHa =- 8867

Goriunls, renk, koku : Beyaz, kristal, kokusuzdur. E.N.= 124°-
136°
CoziUnlrligd : Suda ve etanolde gdziniir. Kloroformda gok az
gziinir. Eterde géiziinmez (38).

UV Spektrumu : Sulu asid gdzeltisinde absdrpsiyan maksimumu
269’nm. ve 276 nm.dedir (2).

Infrared Spektrumu : Baglica pikler 1092,1070,1248,1262, 1582,

1217 cm” ! dedir (2).

2.1.3.2. Taninma Ydntemleri

Nadolol'un gesitli belirteglerle renkli tiirevler olus-
turdufu saptanmigtar (2,3). Bu renkler Tablo l.de toplu hal-

de gidsterilmisgtir.



i~

Nadolol gesitli solvent sistemleri kullanilarak sili-

kajel plak lzerinde ayrilarak taninmistair (6).

Harper ve arkadaslari (67) birgok bazik ve niitral ilag
maddeleriyle birlikte nadolol'un taninmasinda normal ve ters
faz ince tabaka kromotografisi ve dirt adet renk reaksiyonun-
dan yararlanmiglardir. Bir baska galismada gok sayida bazik
ve niitral ilag maddesi yaninda nadolol'un TLC ile tanminmasi
igin dort adet gdzicl sistemden yararlanilmistir (5). Nadolol
ve bagka tansiyon diiglricl ilag maddeleri ile metabolitleri
idrardan ekstre edildikten sonra silikajel plak {zerinde
Et0OAc-MeOH veya EtDAc—MeDH-NH3 solvent sistemi kullanilarak
kromotografiye edildikten sonra fluresans lekeler 254 nm.de

UV 1sin ile saptanmistir (8).

Literatiirde nadolol'un GC (13) ve GC-MS ile (14,68),

taninmasi ile ilgili galisgmalar da bulunmaktadair.

Nadolol'un dodrudan ya da tirevlendirildikten sonra
HPLC ile taninmasinda gesitli eluentler ve situnlar kulla-
nilarak normal (47,69,70,71) ve ters faz (68,725 sistemleriy-
le UV, fluresans ya da elektrokimyasal dedektiirler kulla-

nilmigtar.
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2.1.3.3. Miktar Tayin Ydntemleri

Nadolol saf halde ya da farmasotik preperatlarda sulu
yva da susuz ortamda standart asit gidzeltisiyle titre edile-
rek tayin edilmig, bitis noktasi giizle, potansiyometrik
veya konduktometrik olarak saptanmigtair (73). Bir bagka
titrimetrik tayininde ise nadolol asitli ortamda asiri peri-
yodat gtzeltisiyle muamele edilmig, asiri periyodat miktara

iyodometrik olarak saptanmigtar (74).

Nadolol'un tabletlerde spektrofotometrik tayininde
tabletten ekstre edilen nadolol periyodik asit ile aldehi-
te oksitlenip 2,4-dinitro fenil hidrazin ile hidrazon tire-
vine donlstirilmis, bu tlrev kloroforma ekstre edildikten
sonra 352 nm.deki absorbansi Glgilmistir (75). Bir baska
spektrofotometrik tayininde nadolol'un brom fenol mavisi
ile olusturdudu iyon giftinin 412 nm.deki sbsorbansi @lgiil-
mistir (76). Basic komputiir programlari kullanilarak girigim
yapan birgok madde yaninda nadolol spektrofotometrik olarak

tayin edilmistir (77).

0.01 mcg'ye kadar nadolol igeren serum ya da idrar drnek-
lerinde ekstraksiyon islemlerinden sonrz nadolol periyodik
asid ile aldehite yiikseltgenmis, olusen fluresans bilesigi-
nin fluresans siddeti Blglilerek nadolol miktari tayin edil-

migtir (78).



e

Nadolol biyolojik @rneklerde fenilboronik asid ya da
n-butil boronik asid ile siklik boronatlarina tirevlendiril-
dikten sonra N-selektif dedekttr kullanilarak (79), farma-
sotik preperatlarda ise etanol ile ekstre edildikten sonra
% 3'1ik 0OV-101 kolonda, alev iyonizasyon dedektdrii kullani-

larak (80) GC ytntemi ile tayin edilmistir.

Serumda nadolol dizeyi tayinini amaglayan bir galismada
(81), nadolol tri(trimetilsilil) eter tiirevi haline getiril-

dikten sonra GC-MS ile tayin edilmistir.

Nadolol'un plazma ve idrardan fluorodansitometrik miktar
tayininde (82), NaOH ile kalevilendirilen @rneklerden EtZD
ile ekstre edilip, gdzicl buharlastirilmisg, kalinti metanol

igersinde gdziliip CHC1l,-MeOH-HOAc (75:20:5) goziicid sistemi

3
ile TLC'de ayraildiktan sonra lekelerin fluoresans siddeti &1l-

gllmistir.

HPLC yéntemiyle nadolol plazma, idrar, kan serumu gibi
biyolojik saivilerda (31,65,83,84,85,86,87) ve farmasotik prepe-
ratlarda (83), gesitli kolonlar kullanilarak tayin edilmigtir.

Bu galismalarda UV ve fluresans dedektdrler kullanilmigtair.

2.2. Brom Timol Mavisi (BTM)

katyon tipi renksiz bir organik bilegidin spektrumun gdri-
niir alaninda iyon gifti ekstraksiyonu ile karsit iyon olarak
renkli bir anyon kullanilmasi gerekir. Aminlerin bu esasa gire

spektrofotometrik tayininde gofu kez asit tipi boyalar ve
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silfonftaleinler kullanilmigtir. Brom timol mavisi bir

stilfonftaleindir. 3-3'-Dibromotimol siulfonftalein olarak

17H288r2055 seklinde olup mo-

lekiil afirligs 624.4 g/mol'diir.

adlandirilar. Kapala formidld C

Suda az, alkolde ve bazik gidzeltide daha iyi gdzinir.
Ksilen, toluen ve benzende daha az gdzinlr. Petrol eterinde

gozinmez.

2.3. Iyon Gifti Ekstraksiyonu

2.3.1. Iyon Gifti Ekstraksiyonu ile SPektrofotometrik

Tayin

Birgok amin ve kuarterner amonyum bilegiginin tayinine
yarayan iyon gifti ekstraksiyonu ydnteminde yiiksiiz molekil
veya negatif yikll boya ile pozitif yikld azot bilesiginin
olusturdugu iyon giftindén vararlanilir. Olusan iyon gifti
organik gdziicliye ekstre edilerek spektrofotometrik olarak
tlgiliir. Bu ytntem asid boyama teknigi olarak da adlandiril-

maktadar.



-15=

Amin-boya bilesigini bazi aragtirmacilar iyon gifti,

bazilari tuz, bazilari ise kompleks olarak adlandirmisglardar.

Bu ydntemde kullanilmis olan karakteristik boyalar brom
krezol moru, brom timol mavisi, brom krezol yegili ve metil

oranjdir (88,89,90,91).

Sulu fazin pH degeri tayinin dodruludunda Gnemlidir.
Amin-boya iyon giftinin organik faza gegen miktari sulu fa-
zan pH'aina baglidair. Serbest halde kalan boya ekstre edileme-
digi igin ve boyanin iyon gifti olusturan kismi boyanin an-
yonu oldugu igin pH deferi asidik boyanin pHa degeri yakinin-
da veya onun biraz istinde olmalidir. Dider taraftan aminin
pozitif yikli olmasi igin pH dederi amini protonlayacak ka-
dar asidik olmalidir. Kuarterner amonyum bilegikleri bitiln
pH'larda pozitiftir. Bu Bzelliklerinden dolayi beraber bulun-
malari halinde kuarterner amonyum bilegikleri ve aminler uy-

gun pH kontrolid ile ayrilabilirler (92).

Das Gupta ve arkadaslari sulu fazain pH'ainin ortalama
olarak tahmin edilebilmesi igin bir egitlik geligtirmigtir
(93). Bu esitligin g@iziml igin amin-boya iyon qiftiniﬁ eks-
traksiyonunda tamponlanmis sulu gBzelti ile ekstraksiyon igin
kullanilan organik gdzicl arasindaki partisyon katsayisi ile

boyanan pHa degerinin bilinmesi gereklidir.

Das Gupta (94), atropin, klorfeniramin ve bunlarin ma-

lest tuzlary ile dextrometofan hidrobromir, metapirilen. HC1,
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kinin ve bunun‘HCl tuzu gibi bazi maddelerin brom timol ma-
visi ile olusturdudu iyonuqiftlerini incelemigtir. Iyon gif-
tinin ekstraksiyonu igin kloroform kullanilmig, iyon gifti-
nin mol orani ve kararlilik sabiti tayin edilmisgtir. Ayna
arastirmacinin Cadwallader ile birlikte yaptigi bir galisg-
mada (89), brom timol mavisi kullanarak tiamin miktar tayini
yapilmig ve bu ydntemin farmasotik preperatlardaki tiaminin
analizinde kullanilabilecegi bildirilmigtir. Das Gupta ve ar-
kadagslarainin bir bagka galismasinda (95), tiamin-BTM iyon
giftinin organik gdziclye ekstraksiyonuna BTM konsantrasyonu
ve pH'nin etkisi incelenmigtir. Sekiz adet aminin incelendi-
8i baska bir galigmada (96), amin ile brom timol mavisi ara-
sindaki kompleksin ekstraksiyonunda en uygun pH segimi teorik
ve deneysel olarak arastirilmistir. Idrarda yine‘BTM'den ya-
rarlanarak emepronium bromir tayini yspilmistair (97). Amfe-
tamin, atropin gibi bazi aminlerin brom timol mavisi ile
olusturduklari sari komplekslerin benzen fazindaki absorbansi

403 nm.de Blgiilerek tayinleri yapilmigtar (S8).

Farmasotik preperatlarda metil oranj kullanilarak kloro-
piramin.HCl pH = 4'de, klorfenamin pH = 5'de kloroforma,
difenhidramin pH = 5'de dikloretana (91) metronidazol pH = L.L'de
kloroforma (99), ekstre edilerek brom krezol yesiliyle klorhek-
sidin pH = 5.7'de kloroforma gekilerek (S0), spektrofotometrik
olarsk tayin edilmigtir. Asid boyamas teknifinden yararlanarak
meklizin,HC)l ile metil oranj arasindaki kompleksin kloroform

fezindak) mbsorbansl Blgllerek farmasotik preperatlarda ve
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biyolojik sivilarda meklizin.HCl tayin edilmistir (100).
Tenalidin maeat ve tiazanyum metil silfatin ayni teknikle
tayininde gesitli asid boya ve gdziciler denenmistir (101).
Tenalidin maleat igin trupéknlin 00 boyasi ve gdzicld olarak
1,2 dikloroetan, tiazanyum igin de brom fenol mavisi ve mo-
nokloero benzen uygun bulunmustur. Oksimetazolin.HC1l ise brom
krezul yegsili veya brom fenol mavisi ile galigilmis, olusan
her iki iyon giftinin bir saat sire ile kararli oldudu bulun-
mustur. Her ikiside kloroform fazina ekstre edilerek 420 nm.
deki absorbansi Olgilmiigstir. Bu galigmada brom krezolle ya-
pilan galisgmanin hassasiyetinin biraz daha fazla oldudu bu-
lunmugtur (102). Sane R.T. ve arkadaslari da (102), tetra-
hidrozolin.HCl, xometazolin.HCl, naftazolin nitrat, anta-
zolin.HC1l ile galismiglar ve asit boya olarak brom krezol
yesili, brom fenol mavisi, brom timol mavisi veya metil
oranj kullanilabilecedini bildirmiglerdir. Bu kompleksler
kloroform fazina ekstre edilmigstir. Beltagy Y.A. ve arkadasg-
lari (104), topiam onsekiz adet organik esasli madde ve bun-
larin ilag preperatlarini Tropdeolin 000 asit boyasindan ya-
rarlanarak tayin etmislerdir. Bazi alifatik aminler ve kuar-
terner amonyum bilesikleriyle metil oranj arasinda olugan
iyon giftinden yararlanarak yapilan spektrofotometrik tayin-
lerin bildirildigi bir baska galigsmada (105), benzoksol,
dietil propion, dodeksil amin, emopronium, N-hidroksi etil
prometazin ve protripitilin gibi maddelerden olusan iyon

giftleri pH = L.6'da ekstre edildikten ve primer ve sekonder
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aminler asetilen ile primer aminler salisil aldehit ile mas-
kelendikten sonra diger aminlerin tayinleri yapilmaisgtar.

pH = 6'da sulu fazda trifluoperazin tabletleri ile brom
krezol moru arasindaki iyon gifti % 1 isocamil alkol igeren
benzene ekstre edildikten sonra 410 nm.de spektrofotometrik

olarak tayin edilmistir (88).

Tabletlerde siproheptadin hidrokloriir tayini brom krezol
yesili ile olusturdugu iyon gifti kloroforma daha sonra tek-
rar 0,1 N NaOH'e ekstre edildikten sonra 615 nm.deki absor-

bansi Glgllerek yapilmigtar (106).

Bazi biguanidinlerin idrardan tayinini amaglayan bir
galismada (107), metformin, fenformin ve buforminin brom
timol mavisi ile olusturduklari iyon giftleri metilen klori-
re ekstre edildikten sonra tetrabiitilamonyum hidroksit (TBA)
ilave edilerek organik fazda olugan BTM-TBA iyon giftinin

absorbansi 630 nm.de Olgilmistir.

2.3.2. Iyon Gifti Ekstraksiyonunun Difer Kullanim

Alanlara

iyon gifti olusturulmasindan spektrofotometrik tayinden
bagka daha birgok alanda yararlanilir. Bunlar ‘Ib, grupta
toplanabilir.

a) Ekstraksiyon ve fluorimetrik tayin

b) Iyon gifti titrasyonlam

c) Krombtografi
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a) Ekstraksiyon ve fluorimetrik Tayin

Bazi arastirmacilar ilag maddelerinin fluresans gisteren
kargsit iyonlar kullanip iyon ¢gifti olusturarak organik faza

ekstre ettikten sonra fluoresans giddetini Glgmisglerdir.

Borg ve Schill karsit iyon olarak propilprotriptilini
kullanarak disiibstitilie barbitiiratlarain kantitatif tayinini
fluorimetrik olarak yapmislardir (108). Bu galigmaya benzer
olarak bromiir, perklorat, nonilbenzensiilfonat ve tetradek@n-
stilfonat gibi anyonlarain dimetilprotriptilin ile (109), amon-
yum bilesiklerinin antrasen-2-silfonat (110)ile, pentazosinin
klorir anyonu ile (111) olusturduklari iyon giftlerinin fluo-

resans siddetlerini Blgmislerdir. Imipramin, presilamin,
amitriptilin, nortriptilin ve kuarterner amonyum tuzlarinin
antrasen-2-siilfonat kullanilarak tayinleri yapilmistar(112,113).
Fluorimetrik iyon gifti ekstraksiyonu ile Tserng ve Wagner

bu tayin ytntemini gelistirmiglerdir (114).

Westerlund ve Borg, bu amagla yapilan galigmalar igin
karsit iyon olarak 9,10-dimeloksiantrasen-2-siilfonati kulla-
narak amitriptilin ve protriptilin ile kuarterner amaonyum
iyonlarainan analizini yapmiglardair (115). Ayni karsit iyon
kullanilarak plazmadan organik gdziiciye ekstre edilen etken
maddenin fluoresans giddeti tetrabiitilamonyum hidroksit ila-

vesinden sonra dlgilmistiir (116).
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Bazi aminlerin analizi igin Gfeller ve Frey otomatik bir
fluorimetrik iyon gifti y&ntemi geligtirmiglerdir. Bu y@ntem-
de kargit iyon olarak dimetoksiantrasen silfonat kullanil-

mistar (117).
b) Iyon Gifti Titrasyonlara

Bu titrasyonlarda bitig noktasi tayininde, titrasyon
sirasinda olugan iyonlardan birinin iyon gifti halinde orga-
nik gdziiciiye gegmesi BHzellifinden yararlanilar. Ornedin, [
tuzunun sudaki gdzeltisinin x*B~ titranti ile titrasyonunda
A+katyonu ve B~ anyonundan olusan, A B~ seklindeki iyon gifti,
titre edilen sulu gdzeltiye katilmis olan ve onunla karigmayan
organik gdziiciiye geger. Titrasyon sirasinda organik fazain
absorbansi @lgilir, hazirlanan absorbans-titrant hacmi gra-
fidinden bitis noktasi saptanir. Bu ydntem ilag maddelerine
ve ayrica yilizey aktif maddelere uygulanmistir. Bazi bazlarain
(prometazin hidroklorir), asitlerin (sodyum lauril silfat)
kloroform-tampon gﬁéelti sisteminde titrant olarak pikrat
veya metilen mavisiyle titrasyonu bu konuda yapilan galigma-

lara drnektir (118).
c) Kromatografi

iyon gifti kromatografisi yéntemi iyon giftinin normal
veya ters fazli kromatografi sisteminde partisyon esasina da-
yanir. Tomlinson ve arkadaglari bir derleme halinde bu galig-

malari yayinlamiglardair (119).
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Normal fazli iyon gifti kromatografisinde silikajel,
kieselguhr gibi bir tasiyiciya, karsit iyonu igeren sulu faz
adsorbe ettirilir. Analiz edilecek Ornek siituna uygulandiktan
sonra olusturulan iyon giftleri uygun bir organik gdzicid ile
azalan ekstraksiyon sabitlerine gi@ire sirasiyla eliile edilir.
Bazi karboksilli asitlerin analizi (120), fenilasetik asit-

lerin analizi (121) yapilmistair.

Bir baska galismada alkil aminler, dipeptidler ve amino
asitler karsit iyon olarak naftalen-2-siilfonat igeren sulu
stasyoner faz klorofnrm-péntannl karigimindan olugan hare-
ketli faz ile ayrilmislardair (122). Pikrat iyonu kullanila-
rak homatropin metilbromiir analiz edilmistir (123). Eksborg
ve arkadaglari bazi karboksilli asitleri seliiloz siitunda
kuarterner amonyum bilegsikleri kullanarak ve bazi amin ve
kuarterner amonyum bilesiklerini pikral veya P-naftalen sidl-
fonat kullanarak ayirmislardair (124). Kuarterner alkil amon-
yum bilesiklerinin miktar tayini pikratlari halinde ve kloro-

form-pentanol hareketli fazi kullanarak yapilmistir (125).

Karsit iyon olarak perkloraf ve metan silfonat kullana-
rak biynlojik materyalden kinidin ve dihidrokinidin ile imip-
ramin ve metabolitlerinin analizi, yine kargit iyon olarak
tetrabiitil amonyum iyonu kullanarak indol ve hidroksiindol
asetik asitlerin analizi yapilmistir (126). Farmasotik driin-
lerde tropan ve ergo alkaloidleri kieselguhr siitunda pikrik
asitle doyurulmus kloroform ile elie edilerek tayin edilmig-

tir (127).
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Stasyoner fazi organik gdzicinin olusturdugu ters fazla
iyon gifti kromBtografisini ilk kez Wahlund ve arkadasglari
uygulayarak organik amonyum iyonlarinin inorganik iyonlar
ile olugturduklari iyon giftlerinin ayrilmasinda kullanmisg-
lardir (128). Pentanol duran faz ile tetrabiitil amonyum
igeren sulu fazda karboksilli asitleri ve silfonik asitleri
ayirmiglardair (129). Benzer sgekilde galisilarak bazi organik

asitlerin analizi yapilmistar (130).

Amin grubu igeren bazi ilag maddeleri Li-Chrosorb si-
tundan eliie edildikten sonra dimetoksiantrasen-2-siilfonat
ile tirevlendirilerek gdzeltinin fluoresans siddeti Slgil-

mistir (131).

Brandstrtm ve Junggren tarafindan gaz kromdtografik
analizlerde iyon gifti ekstraksiyonu ydntemi geligtirilmig-
tir (132). Plazmada klortalidon analiziﬁde madde bazik or-
tamda tetrahekzilamonyum karsit iyonu ile olusturdudu iyon
gifti halinde diklorometana ekstre edildikten sonra metil
iyodiridn diklormetandaki gdzeltisi ile kolayca metillenmek-
tedir (133). Alifatik karboksilli asitlerin gaz kromdtogra-
fik analizlerinde bu maddelerin pentafluorobenzil tirevleri

ayni ydntemle elde edilmigtir (134).
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Kullanilan Maddeler

Ilag maddeleri: Asebutolol hidrokloriir (Bayer, Birlesik
Alman Ilag Fab.), atenolol (Dodu Ilag Fab.), nadolol (E.R.

Squibb-Sons.ilag A.S5.).

Kimyasal maddeler ve gziciler : Brom timol mavisi (BTM),
sodyum hidroksit, metanol, hidroklorik asit, potasyum hidrojen
ftalat, potasyum dihidrojen fosfat, borik asit, potasyum klo-
rir, benzen ve toluen (Merck, E.Merck A.G Darmstadt), kloro-
form (BDH Chemical Ltd.). Sulu g@izeltilerin h821rlanm851ndé

bidestile su kullanilda.

3.2 Cbzeltller

Belirteg gozeltisi : BTM'nin gesitli pH'da tampon gidzel-

4 4

tilerdeki 2 x 107 M, 4 x 107 M, 5.10*M giizeltileri hazarlan-

di. Bu amagla 0,1248 g. BTM, 0.2 ml. 1 N NaOH gdzeltisinde
gbzildikten sonra su ile 100 ml.ye tamamlanarak 2 x 10_3M
gizelti hazirlandi. Diger g@zeltiler bu gdzeltiden gerekli
miktar alinip 0.2 M HCl veya NaOH gdzeltisi ile ilgili pH'a
getirildikten sonra ayni pH'da hazirlanmis olan tampon gdzel-

ti ile gerekli hacime tamamlanarak hazairlandi. Bu gidzeltiler

buzdolabinda bekletilmek kosulu ile bir ay kullanilda.
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Ilag maddeleri cgiizeltileri : Asebutolol hidrokloriir ve
nadolol'un sudaki, atenolol'in 1 X 10-3M HCl deki gesgitli
konsantrasyonda gdzeltileri hazairlandi; Optimum kosullarin
saptanmasi igin 75 mcg.ml-q., Job e@risinin gizilmesi igin
5 x 1D-QM, mol orani igin 100 mcg.ml-1., 8lgl egrisinin gi-

zimi igin 15-90 mcg.ml—1 konsantrasyonda gdzeltiler.

Tampon gdzeltiler : Cesitli pH alanlarindaki gdzeltiler

agsafida gisterilen g@zeltiler yardimi ile hazairlandi.

pH . =»4 Bs2xH Potasyum hidrojen ftalat-0.2 M HC1l
pHi&s 5 B.2cM Potasyum hidrojen ftalat-0.2 M NaOH
pH = 6-8 B.2+M HHZPDQ—D.Z M NaOH

pH = 9 D.2: M H3803-D.2 M KCl-0.2 M NaOH

3.3. Arag ve Geregler

Spektrofotometre (Shimadzu, UV-150-02), 10 x 10 x 45 mm
cam kiivetler (Hellma, 106 -08), pH metre (Metrohm E510 Herisau)
ile 5H elektrodu (Metrohm AG CH-9101 Herisau), girdap karisg-
tirica (Nive), Analitik terazi (August Sauter GmbH D-7470)

(0,1 mg.'a kadar duyarli), santrifiij (Janetzki T30) ve ayrica
plastik kapakli adzi silifli 12 ml.lik santrifij tipleri, pas-

tir pipetler kullanilda.
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3.4, Yontemler

3.4.1. BTM ile Iyon Gifti Ekstraksiyonu ve Spektrofotometrik
Tayin

3.4.1.1. Deney Kosullarinin Saptanmasi

Incelenen ilag maddelerinin BTM ile iyon gifti olusturmasa
igin en uygun kosullarin saptanmasi amaciyla sulu gdzeltinin
pH'1 ekstraksiyon géiziiclisii, absorbans tlglmlerinin yapilacafa
dalga boyu, gerekli belirteg miktari, olusan rengin dayanikli-
1181 gibi parametrelerin incelenmesinde uygun miktarda ilag
maddesi igeren gdzeltinin 1 ml'si cam tipe kondu, ilzerine ge-
rekli miktarda BTM igeren ilgili pH daki tampon gdzeltiden
3 ml. ilave edildi. Karisim 6 ml. ekstraksiyon gdziiciisi ile
bir dakika silireyle girdap karistiricida karigtairildi. Fazla-
rin ayrilm851 igin 3 dakika siireyle santrifijlendi. Organik
faz pastdr pipeti yardimiyla alindi ve absorbansi ilgili dal-
ga boyunda ayni gartlarda hazirlanmis olan bos deneme gﬁzelti—
sine karsi Olgiildi. Bu incelemelerden elde edilen bulgular ve
bulgulara giire saptanan . aegepler:'i " tezin sonuglar boli-

minde verilmigtir.

3.4.1.2. Olgii E§risinin Hazirlanmasa

Incelenen ilag maddelerinin BTM ile olusturduklari sara
renkli iyon giftlerinin kloroformdaki gdzeltilerinin absor-
bansinin ilag maddesinin konsantrasyonu ile olan iligkisini

incelemek Uzere 100 mcg.ml-1 konsantrasyondaki ilag maddesi
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gzeltilerinden 0.15-0.9 ml'lik hacimler tipe kondu. Cdzel-
tinin hacmi su ile 1 ml.ye tamamlandiktan sonra herbirine
1l1gili tampon gbzeltideki 2 x 1U—AM BTM gdzeltisinden 3'er
ml.ilave edildi. Bundan sonra isleme 3.4.1.1'de oldudu gibi
devam edildi. Ayni kosullarda 5 kez galigsarak herbir konsan-
trasyon igin #@lgiilen absorbans dederlerinin ortalamasi (A) ve
bafil standart sapma degeri (%—X1UU) hesaplandi. Ortalama ab-
sorbans dederleri ile karslllﬁ konsantrasyon degerleri arasin-
da Blgii efrileri gizildi. Olgil edrilerine ait dofru denklem-

leri en kiigiik kareler ydntemi ile hesaplandi. Sonuglar bdlim

L1.2 .de verilmigtir.

3.4.2. Mol Oranlarinin ve Iyon Ciftlerinin Kararlilik

Sabitlerinin Saptanmasa

incelenen ilag maddelerinin BTM ile iyon gifti olustu-
rurken hangi mol oraninda birlegstiklerini ve iyon giftlerinin
kararlilik sabitlerini saptamak igin Job'un Sirekli Dedisim
Yénteminden (135), yararlanildi. Bu deferler ayrica gerekli
belirteg miktarinain saptanmasi igin yapilan incelemelerde
(btlim 4.1.1.d) elde edilen absorbans dederlerinden yararla-

nilarak olusturulan mol orani grafiginden de hesaplandi.
@) Job'un Siirekli Defigim Ydntemi

iIlag maddelerinin ve BTM nin (ilgili pH daki tamponda) .

ayni konsantrasyondaki (5 x 1U'AM) gbzeltileri hazirlandi.
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Bu gdzeltilerden Cetvel 7 .de g@sterilen hacimlerde alinarak
ve toplam sulu hacmi sabit tutularak bdlim 3.4.1.1.de anla-
tilan gsekilde galisildi. Elde edilen absorbans dederleri
ordinatta, karsilik oplan ilag maddesi mol kesri absiste olmak
dzere Job egrisi olusturuldu. Job edrisinde en yiiksek absor-
bans dederinin elde edildigi mol kesri saptandi. Kararlilaik
sabitleri Job edrisindeki en yiiksek absorbans dederine kar-

si1lik olan konsantrasyon deferinden hesaplandi.

b) B&lim (4.1.1.d) de artan BTM miktari ile elde edilen
absorbans degerlerinden yararlanilarak absise BTM/ilag mad-
desi mol orani, ordinata ise bunlara karsilik olan absorbans
degerleri konarak mol orani grafigi olusturuldu. Grafikteki
edrinin her iki tarafinin ekstrapolasyonu ile bulunan kesim
noktasinin absis karsilidaindan mol oranlari bulundu. Bu kesim
noktasinin ve bu noktadan absise indirilen dikmenin egriyi
kestigi noktanin ordinat degerlerinden (A ve Am) hesaplanan

ayrisma sabiti lzerinden kararlilik sabiti bulundu.

Her iki ydntemle elde edilen sonuglar b&lim 4.2.de bil-

dirilmigtir.
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3.4.3, Farmasotik Preperatlarin Analizi

3.4.3.1. Gelistirilen Ydntem

incelenen ilag maddelerini igeren tabletlerin analizi
igin yirmi adet tablet tek tek tartildi ve ortalama tablet
agirlifi saptandi. Daha sonra tabletler porselen havanda
ince toz haline getirildi. Bu karisimdan 13 mg. civarinda ilag
maddesine egsdeger olacak miktarda hassas olarsk tartilda.

3M HC1)

100-150 ml. kadar destile su (atenololde 1 x 10~
ile balon jojeye aktarilip karigtirilarak gdzildikten sonra
15 dakika galkalandi ve 250 ml.ye tamamlandi. Daha sonra bu
gzelti mavi bantli kuru silizgeg kagidindan sizildi. Sidzin-
tinidn ilk 25 ml.si atildi. Kuru bir erlenmayere toplanan
kalan kisimdan alinan 1'er ml.'lik hacimler bdlim (3.4.1)
de anlatildigdyr bigimde galisildi. Islemler 5'er kez tekrar-

landi. Olgiilen absorbans deferlerine karsilik olan ilag mad-

desi miktarlari ilgili dlgi edrileri yardamiyla hesaplandi.

3.4.3.2. Kiyaslama Yontemi

ilag maddelerinin metanolde 41 mg/100 ml. konsantrasyon-

daki standart gdzeltileri hazairlandi. UV spektrumlari alinip
>\max saptandai. Bu.dalga boylarindaki absorbanslar kayde-
dildi. 'drtalama tablet -aélr'lléi. belli- olan toz karigimindan
10 mg. ilag maddesine egdeger olacak miktarda hassas olarak

tartilarak metanolde g@zildi. 100 ml.ye tamamlanan gizelti mavi

~bantla-': slizgec . :kagidindan: sliziiliip ilk 25 mi sl
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atildi. Geri kalan gizeltiden 1 ml. alinarak 100 ml.ye metanolle

tamamlandi. Bu gBzeltilerin ixn.”'dlk}.a@qpahn.g aaﬁerlcti

: 3 A C ¥ wdd ’U‘Z ] BT -
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4. SONUGLAR

4Lt.1. BTM ile Spektrofotometrik Tayin Y@ntemi

4L.1.1. Deney Kosullari

Bolim 3.4.1.1'de anlatilan sekilde galisilarak yapilan

incelemeler sonunda agsagidaki sonuglar elde edildi.

a) pH : Incelenen ilag maddelerinin 75 mcg.ml-1 konsan-
trasyondaki gizeltileri ve BTM'nin pH'a 4 ile 9 arasinda birer
birim aralikla defgisen tampon gdzeltilerde hazairlanmis olan
e 1D_AM gzeltileri ile galigilarak en yilksek absorbansin
elde edildigi pH saptandi. Bu pH'nin altinda ve lstinde 0.2
birim aralikla dedisen dirt adet pH'da islemler tekrarlanda.
Sonuglar toplu olarak Cetvel 1.de g@irilmektedir. Bu bulgulara
gire gizilen ve sulu gdzeltinin PH'inin absorbansa etkisini
gisteren grafikler Sekil 1.de verilmigtir. Bu sonuglara gbire
uygun pH'lar asebutolol igin 6.0, atenolol ve nadolol igin

5.8 dir.

Cetvel 1. Gesitli pH'larda Olgiilen Absorbans Deferleri.

PH B 5 5.6 5.8 6 |62 6.4 ¥ 8 S

Asebutolol| 0.250| 0.333 0.463 0.523 0.543| 0.485 | 0452 | 0.365 | 0.284 | 0.243

Atenolol 0.033| 0.197 0.340 0.2 | 0.38| 0.221 | 0.28 | 0.220 | 0.137 | 0.05

Nadolol 0.5 | 0.353 0.L84 0.540 | 0.536| 0.507 | 0.481 | 0.413 | 0.280 | 0.082
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Sekil 1. pH'nin Absorbansa Etkisi.
(1.Asebutolol, 2.Atenolol,3.Nadolol)

b) Ekstraksiyon Qiéiziiciisi

ilag maddelerinin BTM 1ile olusturduklari iyon giftle-
rinin sulu gﬁzeltiden ekstraksiyonunda en uygﬁn organik gd-
ziclinin saptanmasi igin kloroform, benzen, toluen Qe karbon
tetra klorir ile yapilan denemelerde en yiksek absorbans
defjerleri kloroform ile elde edildidinden ekstraksiyon gdzi-

ciisti onlarak kloroform kullanilda.

c) Dalga Boyu

incelenen ilag maddeleri ile BTM'den olusan iyon gift-
lerinin kloroformdaki gdzeltilerinin absorbanslarinan dalga

boyuna kargil dedisimi Cetvel 2.de verilmisgtir.
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Cetvel 2. Absorbans Dederlerinin Dalga Boyuna Karsi Degisgimi.

Dal%im‘;‘)‘/“ 380 | 390 |4o0 |410 612 |6e |41 |68 |s20 | 430

Asebutolol 0.38 0.322 | 0.450 | 0.47 | 0.680 | 0478 | 0475 |0.470 | 0.458 | 0.6400

Atenolol 0.253 0.3%6| 0.365| 0.3 |0.389] 0.391 | 0.388|0.384 | 0.3 | 0.30

Nadolol 0.2 0.228| 0.281| D.405( O.412| O.413| 0.413 (0410 | 046 | 0.3%6

Cetvelde g@iriildigi gibi her gl igin de 410 ile 420 nm.
arasinda en yiksek absorbans dederleri gtzlenmigstir. Absorbans
dlgimleri asebutolol igin 412, atenolol ve nadolol igin 414 nm.
de yapilmistir. Sekil 2.de ise absorbsiyon spektrumlari gdrilmek-

tedir.

T

3 ‘\f“_'f‘l/ 1.5

Ab:

RO =

390 4C0 410 420 430
Dalga bop
(nm.)
Sekil 2. Asebutolol (1), Atenolol (2) ve Nadolol (3) un
BTM ile iyon giftlerinin absorbsiyon spektrumlarai.
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d) Belirteg Miktara

Iyon giftlerinin kantitatif olarak olusmasi igin gerekli
belirteg miktarinin saptanmasi amaciyla 100 mcg.ml-1 konsan-
trasyonda olan ilag maddesinden 1 ml. alinarak 1.0-8.0 mmol
BTM ile "a" daki saptanan PH'larda yapilan bir seri deneme

sonunda Cetvel 3.deki absorbans degerleri elde edildi.

Cetvel 3. Belirteg Miktari ile Absorbans Degerlerinin

Degisimi.

8TM (mmol) 1 2 5, - 5 & 8

Asebutolol 0.250 | D.512| D.701|{0.750|0.752|0.746 | 0.758
Atenolol 0.125 | 0.250| 0.370(0.455|0.520|0.505 | 0.517
Nadolol 0.205 | 0.493| D0.550|0.605|0.703|0.701| 0.695

Cetvelde girildigi gibi gerekli minimum BTM miktari ase-

butolol igin 4.0, atenolol ve nadolol igin 5.0 mmol. dir.

e) Rengin Dayanikliligi :

Kloroforma ekstre edilen iyon giftlerinin absorbansinin
zamanla dedisip degismedigini kontrol etmek amaciyla belirli
zaman araliklariyla absorbans dlgildi. Her lg madde igin ab-

sorbansain iki saat silireyle sabit kaldidi gdzlendi.




- 3GE

4.1.2. Olgii Efrileri

0lgl efrileri ilag maddesi nihai konsantrasyonunun

2.5-15.0 mcg.ml”
blim 3.4.1.2. de anlatildigi gibi galisarak her bir konsan-
trasyon igin bulunan ortalama absorbans ve bunlarla ilgili
bagil standart sapma dederleri Cetvel 4,5 ve 6 da ortalama
absorbans dederleri ile bunlara karsilik olan ilag maddesi
nihai konsantrasyonu arasinda olusturulan 8lgl egrileri ise
Sekil 3,4 ve 5 de gbriilmektedir. Olgl efrilerine ait dogru
denklemleri, korelasyon katsayilari ile birlikte sekiller

izerinde verilmisgtir.

oldugu aralikta hazirlanda.

Bu amagla

Cetvel 4. Asebutolol Konsantrasyonu ve Absorbans fligkisi.

Konsantrasyon Ortalama Bagil Standart
c(mcg.ml_q) Absorbans (A) sapma (2 x 100)
A
n=5
e, 0.094 B
5:0 0.210 4.8
g 374 i
10.0 D.LL2 [P
12D D.564 5
15 0.650 0.9
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Sekil 3. Asebutolol'un Olgl Efrisi.
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Cetvel 5. Atenolol konsantrasyonu ve Absorbans iliskisi.

Konsantrasyon

c(mcg.ml_1)

Ortalama

Absorbans (A)
N=5

Befil standart

sapma (% x 100)
A

7.5

10.0

12.5
18

0.068
0.149
0.232

0.296

U.371
O.444
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Cetvel 6. Nadolol Konsantrasyonu ve Absorbans Iligkisi.

Konsantrasyon Ortalama Bagil standart

c(mcg.ml-q) Absorbans(A) sapma (% x 100)
n=5 A
2.5 0.0S8 8.7
5.0 0.208 L.8
7.5 5.319 g B
10.0 0.400 1.3
125 <4 0.502 1.0
15.0 : 0.620 0.7

Sekil 5. Nadolol'un Olgl Efrisi.

-~ /\
-C' 0,/'
€ (.61 :
o =
<1 y

N\ & o

o A=0.0408¢c -0D00E
r=099g3

X0

o i

o

4 c (TﬂCS //nﬁ ‘ )




.

4L.2. Mol Oranlara

Incelenen amin yapisindaki ilag maddeleri ile BTM'den
olusan iyon giftlerinde amin/BTM mol oraninin Job'un Siirek-
1i Dedisim Y@ntemi ile saptamak amaciyla 3.4.2.de anlatildi-
81 gibi yapilan galisma sonunda Sekil 6,7 ve 8'dz giéiriilen
Job edrileri elde edildi. Edrilerin {igiinde de en yiiksek ab-
sorbans deBerleri amin/BTM mol oraninin 1:1 oldufu durumda

g8zlendi. Job egrilerine ait degerler Cetvel 7.de verilmistir.

Sekil 6. Asebutolol'e ait Job Egrisi.

Absoroans

By 02 050, 05 060 08 08

|'T\'| 4 S

Arins Belirtes
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Sekil 7. Atenolol'e ait Job Efrisi.

O
Cinea
W

o
-
(i)

Absnrbans

0.24

06 U708 U3
AN

A BeliroeG
Arvc4Belir €G .

Sekil 8. Nadolol'a ait Job Egrisi.
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Y% 07 UL 0505 07 0% 2
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Cetvel 7, Job Egrilerine Ait Degerler.

BTM (ml) 1.0 ID.9-1 0.9 | o.,8lo.6l0.¢ 0.3 10.24 0.2
Tampon (ml) . B.0% | 0.4 L.o.2l0.410:610.710.76 0.8
. ml 9.2 to.2v | o3 lo.vioclos to.9 10.86 11.0
Ilag
.| Mol Kesri

Maddesi] oy 0.16 | 0.2 0.25| 0.33/ 0.5 |D.66/0.75|0.8 |0.83
Asebutolol 0.20 | 0.383 | 0.57 | 0.68| 0.753| 0.571 | 0.39| 0.32 | 0.278
Atenolol 0.0 | 0.2 |0.2% | o.2m| o.32|0.20 | 028|010 | 0.1
Nadolol 0.22 | o.23 | 0.3 | o.3s| 0.56| 0.25 | 0.301| 0.252 | D.2@2

Mol oranlarinin Mol Orani YBntemi (136) ile saptanmasa

igin belirteg miktarlarinin saptanmasi amaciyla artan BTM

miktarlariyla elde edilen absorbans degerlerinden yararla-

narak sabit amin miktarina kargi BTM nin artan miktarlara

BTM

y Ty 3 mol orani cinsinden absise, bunlara kargilik olan absor-
bans degerleride ordinata konarak olugsturulan mol orani gra-
fikleri Sekil 9,10 ve 11'de gdrilmektedir. Bu grafiklerin
ulﬁsturulm551na esas olan degerler ise Cetvel 8.de verilmig-
tir. Bu grafiklerde ekstrapolasyoﬁ ile bulunan kesim nokta-
larinin absis degerleri asebutolol, atenolol ve nadolol igin

sirayla 1.09, 1.09 ve 1.1 dir. Bu dederler Job edrisinden

bulunan sonuglarla uyum gd@stermektedir.
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Sekil 9. Asebutolol'e ait Mol Orani Grafigi.
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Sekil 10. Atenolol'e ait Mol Orani Grafigi.

_Am':n_
(Mol Orany)
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Absorpbans

<2

Sekil 11. Nadolol'a ait Mol Orani Grafigi.

BV

(lrfﬂ\ (}r‘n;

Cetvel 8. Ilag Maddelerinin Mol Oranlarina Ait Degerler.

(%r%n)Mol Oram 0.373 .| D.746 | 1.119 | 1.492 | 1.865 | 2.238 | 2.984
Absorbans 0.250 | D0.512 | 0.701 | 0.750 | 0.752 | 0.746 | 0.758
BTM
é (T-\t-n—fnwml Oram D267 | D0.5331.0.799 | 1.066 | 1.335 | %593 12:153
I | Rbsorbans 0.125| 0.250| 0.372 | D0.470 | 0.520 | 0.513 |0.517
o
(2;2n)MDl Oram 0.309| 0.619| 0.928 | 1.238 | 1.547 | 1.857 |2.476
g Absorbans 0.205| 0.393| 0.560 | 0.660 | 0.703 | 0.701 |0.695




liG~

4.3. Iyon Giftlerinin Kararlilik Sabitleri

Kararlilik sabitleri 3.4.2. deki gibi galigilarak Job'un
Stirekli Defdigim Y8ntemi ve Mol Orani Y@ntemine gdre hesaplandi.

a) Asebutolol-BTM Iyon Giftinin Kararlailik Sabiti

Job edrisinden (Sekil 6.) en yiksek absorbans degderine
kargsilik olan konsantrasyon 8lgl egrisine ait dogru denklemin-

den bulunup molar konsantrasyona gevrildi.
[iyon Cifti | = 4.56 x 1072

Buradan dengedeki BTM ve amin konsantrasyonlari olan

[RJ ve [A] hesaplanda.

[A]=5.00 x 107°- 4.56 x 107> = 4.44 x 10°°
[R] = 5.00 x 1077- 4.56 x 107> = 4.4b x 10°°
Kararlilik Sabiti K
4L.56 x 10°7° 6
K = —— r * e 2 x-10 ve log K = 6.37
(4.44 x 10°°)

Mol Orani grafiginden (Sekil S) A = 0.680, Am= .758: 8ir.

C ise 6 ml'de 100 mcg asebutolol bulunduduna gire h,h7.10_5M

dir. Buna giire ayrigma sabiti

2
[1 - (A/Am)]

Hd = - B . Hen
A/Am




i, .

(1 - (0.680/0.750) 7] 2

Ky = AT R MO 635 x A
0.680/0.750
Kararlilik Sabiti :
1 6
K = L, - Laorx 10 ve log K = 6.36 bulundu.
d

b) Atenolol-BTM Iyon Giftinin Kararlilik Sabiti

Job Egrisindeki (Sekil 7) en yiksek absorbans degerinden

[tyon girti]= .44 x 107°
[A]= 5.00 x 1072-4.44 x 107> = 5.6 x 10°°
(R)e 5.80 x 1872406 210" 5.6 x W2
L. 4b x 10-5 6
K = ——— o s .41 x 10 ve log K = 6.15
(5.6 98-")

Mol Orani grafiginden (Sekil 10), A = D0.480, A= 0.520 c ise

—

6.25 x 10 M dir.

Buna gire ayrigma sabiti;

~ [4-(p.u80/0.520)) 2
d 0.480/0.520

)

6,25 x 10 "= 4 x 10-7

Kararlilik sabiti;

K= ——=2.45 x 10° ve log Kk = 6.35 dar.
d
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c) Job Egrisinden (Sekil 8) en yiiksek absorbans degerinden

@yun Cifti]) = 4.09 x 107°
[A)= 5.00 x 107°- 4.09 x 1077 = 9.1 x 078
[rR)= 5.00 x 107 - 4.09 x 107 = 9.1 x 107©
4.09 x 1077 5
o= 22X 00 - 4.5L x 107 ve log K = 5.69
AL T

Mol Orani grafiginden (Sekil 11), A = 0.610, Am = i), 200, B3

W00 'S 0 0W dir.

Buna gtre ayrigma sabiti

_ [1-(o.610/0.700) )3

=3 - -6
Kararlilik Sabiti
K = T;_= 9% 105 ve log K = 5.89 olarak bulunmustur.
d

X

L.4L. Farmasotik Preperatlarin Analizi ve Sonuglarain

istatistik DOlarak Deferlendirilmesi

incelenen ilag maddelerinin ticari preperatlari olan
tabletlerin bdliim 3.4.3 de anlatilan gekilde BTM ile ve kar-
silastirma ydntemi olarak kullanilan UV spektrofotometrik
ytintemle analizleri sonunda elde edilen sonuglar Cetvel (9,
10 ve 11) de verilmistir. Ayni cetvellerde 5 er adet tayin
izerinden hesaplanan ortama (x), standart sapma (s), bagil

standart sapma (%)x 100) ve % 95 giivenirlik diizeyinde giliven
X



L

araligy (x + t.s/Vn) dederleri de giriilmektedir.

Geligtirilen y@ntem ve UV spektrofotometrik yéntem ile
elde edilen sonuglar Student(t) Testi ile ortalamalara,
Fisher (F) Testi ile prezisyonlar y#éniinden % 95 giiven diize-
yinde kargilastirildi. Cetvel (9,10 ve 11) de gbriildigi gibi
hesaplanan t ve F defderleri ile ilgili giiven diizeyi ve 5 deneme
igin ilgili cetvellerden (137), verilmis olan deferlerden
kligiktir. Bu durumda bu ilag maddelerinin analizinde gelisg-
tirilen ydntem ile UV spektrofotometrik y@intem grasinda gerek dog-
ruluk gerekse prezisyon ydniinden anlamli bir fark olmadiga

ortaya gikmigtair.

Cetvel S.Asebutolol Tabletlerinin (221.6 mg Acebutolol.
HCl) Analizi.
0, =5 p =20.05

n Geligtirilen Ydntem UV Spektrofotometrik Ydntem
1 218.8 22513
2 224.3 215.7
3 217.8 216.7
4 225.3 223.3
5 217.68 922°.9
X 220.8 (% 99.7) 219.9 (% 99.3)
- 3.7 3.5
S
—x 100 ) P 1.6
75 2aB 216.2-225.4 215.6-224.2
vn
t testi £ e 0,35 £ 2.9
F testi F=1.%2 <:5.39
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Cetvel 10. Atenolol Tabletlerinin (100 mg Atenolol)

Analizi

9 T p = 0.05
n Geligtirilen Ydntem UV Spektrofotometrik Ydntem
1 98.8 180459
2 101.8 578
- 95:9 Spo il
4 100.7 99.5
5 99.9 97.8
X 99.3(% 99.3) 98.8 (% 98.8)
= 2.4 1.03
75( x 100 2.4 1.06
X 3. e 96.3-102.3 97.5-100.1
Un
t testi « 0,38 € 2.3
F testi - 5,53 K £.239
Cetvel 11. WNadolol Tabletlerinin (80 mg.Nadolol) Analizi.
n Geligtirilen Ydntem UV Spektrofotometrik Ydntem
1 9. 7930
2 78.3 227
3 79.5 170
4 78.9 76.8
8 81.5 193
X 75.5(% 59.4) 78.8(% $8.5)
S 1.2 0.5
> x 100 1.5 1.4
oy TR 78.0-81.0 77.7-79.9
Un
t  testi = 0.93 £ 2.31
F testi = 1,77 £ 6.39
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