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1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Giniimlizde en fazla kullanilan ilag guruplari arasinda
analjezikler dnemli bir yer tegkil etmektedir. Bu nedenle de
yi1llardan beri aragtiricilarin ilgi odagi haline gelmig bir
konudur. Literatiirlerde analjeziklerin tek tek miktar tayinine
giklikla rastlanmektadir, Karigimlardaki enalizi ise son yil-
larde daha yogun olarak ¢aligilmaktadir ve bunlarin biiyiik go-
gunlugu kromatografik yontemlerle yapilmigtar,

Bu c¢aligmada, her laboratuarda bulunabilen ultraviole
spektrofotometre kullanilarak, absorbans orani yontemi ile a-
naljezik karisimlarin miktar tayinlerinin yepilmasi amag¢lan-
migtir. Analjezik karigimlar olarak asetaminofen-kafein, aspi-
rin-kafein, dipiron~karfein, asetaminofen-dipiron ikili kari-
gimlari ve asetaminofen-dipiron-kafein liglii karigimi seg¢ilerek,
lilkemizde kullanilmaktae olan tabletlere de uygulanmigtir. Yon-
tem ayrice asetaminofen-aspirin, aspirin-dipiron 1kili ve aget-~
aminofen-aspirin~-dipiron, asetaminofen-aspirin-kafein, aspirin-
dipiron-kafein licli karigamlarina da tatbik edilmistir. Elde e-
dilen sonuglar degZerlendirilerek yodntemin uygulanabilirligi ve
farmakope sinirlarina uygun olup olmadigi belirlenmigtir,

Bu yontemin esasi, maddelerin maksimum ebsorbans gdster—
digi dalga boyundaki ve isoabsorptif dalga boyundaki ebsorbans
oranlari ile relatif konmsantrasyonler arasinda ¢izilen grafigin
en kiiclik kareler yontemine gtdre defferlendirilerek, elde edilen
katsayilarin ilgili formiilde yerine konmasiyle mutlek konsant-
ragyonlarin hesaplanmasidir.



Yontem, karigimdaki maddelere herhangi bir ayirma is-
lemi uygulanmadan yanyana tayinine imkan vermekte, maddele=
rin ekstraksiyon, kromatografi, ¢oktlirme gibi metodlarla bir
birlerinden ayrilmasi iglemini gerektirmemekte, dolayisiyla

analizdeki hata payini azaltmakta ve zaman kaybina da neden
olmamaktadir,

Sonu¢ olarak bu caligmada geligtirilen yodntem basit

ve ekonomik olup, sonug¢lar kisa bir silirede elde edilmekte-
dir.



2. GENEL BOLUM

2.1. ASETAMINOFEN HAKKINDA GENEL BILGILER

2.1.1. Agsetaminofenin Kimyasal, Fizikokimyasal ve Farmako-
lojik Ozellikleri

NHCOCH,

OH

Kimyasal adi p-hidroksiasetanilid olan asetaminofen koku-

suz, beyaz renkli, billuri bir tozdur. Molekiil aZirligi 151.16,
erime derecesi 169-170.5°C'dir(1).

Asetaminofen metanol, etanol, dimetilformemid, aseton ve
etilasetatta ¢6zlinlir; eterde ve suda az ¢oziinlir; petrol eteri
ve benzende ¢Ozilinmez. Asetaminofen zayif asidik Yzellik gbste-
rir ve doymug ¢bzeltisinin pH's1i 25°C'de 5.3-6.5'dir(2). pK,

Degeri 9.0-10,15 arasindadir(3).

Asetaminofenin ultravicele spektrumu metanolde 248-249 nm
(¢ 13600), etanolde 249~250 nm (€ 13090-14000) ve 290 nm (&

2000~-2120) dalga boylarinda maksimum sbsorbans degerleri gids-
terir(4,5).



Asetaminofenin KBr disk ig¢ginde alinan infrared spektrumun-
da gdzlenen ana bandlar (6):
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Sekil-1l: Asetaminofenin infrered spektrumu.

Asetaminofenin dimetilsiilfoksit-d; da elinen E'-NMR spekt-
rumunda gdzlenen kimyasal kaymalar(ppm) (6,7):
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Sekil-2: Asetaminofenin NMR spektrumu.

Asetaminofen ferrikloriir ¢dzeltisi ile mavi-mor renk(4,8),
kuvvetli asidik ortamda potasyumbikromat ¢6zeltisi ile mor renk
verir; etanoldeki ¢dzeltisi Tollens belirtecinden metalik gli-
miig agiga g¢ikarir ve sodyumhidroksitteki ¢dzeltisi diazosiilfa-~
nilik asit ile karmizi renk meydana getirir(9).

Asetaminofen yaklagik olarak aspirininkine egit derecede a-
naljezik ve antipiretik etki gosterir, ancak antiinflamatuar
etkisi aspirininkinden deha diigliktiir ve bu tiir etkinlik gereken
durumlarda kullanilmaz. Asetaminofen antiinflamatuar ilaglarin
analjezik etkisini artirmak i¢in onlarla birlikte kullanilabi-
lir ve antitrombositik etkisi zayif olduZu igin kanama sliresi-
ni degistirmez. AZiz yolundan alindiginda ¢abuk absorbe edilir
ve etkisi erken baglar. 30-60 Dakika iginde plazma diizeyi mak-
simuma erigir ve bir dozdan sonra analjezik etkisi yaklagik 3-4
saat silirer. Muted dozde eliminasyon yarilanma omri 2.4 saattir

(10).

Asetaminofenin biiyliik kismi karacigerde glukuronik asitle ve
siilfatla konjuge-olur, bdbreklerden itrah edilir. Asetaminofe-
nin metabolitleri asetaminofen glukuronid (majsr metabolit), a-
gsetaminofen siilfat, 3-hidroksiasetaminofen, o-metilasetaminofen,



3-hidroksiasetaminofen-3-gililfat, 3-metoksiasetaminofen glukuro-

nid, 3-metoksiasetaminofen siilfat, merkaptlirik asit ve sistein

konjugatlari (mindr metabolitler), 3-metiltiyo-4-hidroksiaset-
enilidtir(2,10,11,12,13,14).

NHCOCH3

NHCOCH, NHCOCH,
J‘—— [ J — Q
0503H OC4HyOs

Asetaminofen . Asetaminofen Agsetaminofen
siilfat z/// - glukuronid
\'\\\
(Reektif Metabolit) \\\“

lcsn |

lHidroliz ,QHCOCH"

NHCOCH,

/COOH
SCHQC\i:l
OH NH, 3-Hidroksiaset-~
aminofen
3-Sisteinilesetaminofen
- \\\\\\
e
NHCOCH,; NHCOCH, NHCOCH,
/
COOH
= SCH, X SCH.CH OCH;
ot OH NHcocH, O
3-Metiltiyo- Asetaminofen~3-mer- 3-Metoksiaset-~

asetaminofen kaptiirat aminofen



2.1.2., Asetaminofenin Kantitatif Analiz ¥Yontemleri

Asetaminofenin ilk miktar tayinlerinden birisi E.R.Brown
ve arkadaglari tarafindan gergeklegtirilmigtir., Asetaminofe-
nin sodyumhidroksit ¢ozeltisindeki absorbansi 257 nm'de tayin

edilerek, ekstinksiyon katsayisi ve konsantrasyonu hesaplan-
mistir(ls).

Asetaminofenin asidik ortamda hidroliziyle elde edilen
p-aminofenoliin vanilin ile verdifi sara renkli bilesgifin(16)
ve diazolandiktan sonra alkali ortamda B-naftol ile verdigi
ag1k sari renkli kenetlenme iiriiniiniin 395 nm*deki(17), sodyum-
nitroprusiyat ile olugturdufu renkli bilegifin 725 nm'deki(18),
p-dimetilaminobenzaldehit ile verdigi Schiff bazinin 444 nm'’de-
¥i(19,20) absorbanslari tayin edilmigtir.

R.D.Deodhar ve arkadaglari asetaminofeni hidroksilamin hid-
rokloriir ile reaksiyona sokarak, bu bilegigin ferrikloriir ¢o-

zeltisiyle verdigi kirmizimsi mor rengin absorbansini 520 nm'de
lemiiglerdir(21).

Bagka bir caligmada ise asetaminofenin asidik ortamda sod-
yumnitrit ile meydana getirdigi sarimsi renkli nitroso bilegi-
ginin 395 nmfdeki absorbansi tayin edilerek, ytntem tablet ve
suruplara uygulanmistir(22). A.A.El Kheir ve arkadaglari ise bu
gekilde asetaminofenin nitroso tiirevini olugturdukten sonra me-
tanol (370 nm) ve sodyumhidroksit (430 nm) c¢dzeltilerindeki ab-
sorbans farklarina (AA) kargi konsantrasyon grafigi .olugturarak
tabletlerde miktar tayinini gerceklegtirmiglerdir(23).

S.Belal ve arkadaglari tablet, surup ve damlelardaki aseta-
minofen tayini i¢in ii¢ kolorimetrik yol “nermislerdir. Ilk ola-
rak o-nitroanilini diaszolayarak asetaminofen ile reaksiyona sok-
muslar ve olugen sari renkli eszoboyar maddenin absorbansini 426



nm'de tayin etmislerdir. Ikinci olarak bu iiriniin bakair(II) iyo-
nu ile olusturdugu kelatin kloroform ic¢indeki absorpsiyonunu

400 nm'de okumuslardir.Son olarak ta ikinci metodla elde ettik-
leri bakir(II) kelatinin dietilditiyokarbamat ilavesiyle verdi-
gi bakir(II)dietilditiyokarbamat kompleksinin 442 nm'deki ab-

sorbansini Slcmiislerdir(24).

NO,

= NH,

L\\//l —__ _NaNO0y/Hct
N

~

NHCOCHS,

:N NO, N
/A
N

I
N

'Cu

NHCOCH,

/N.:NOQ{; >

NHCOCH;



Asetaminofenin once seryum(IV)siilfat ile derigik siilfiirik
asitli ortamda reaksiyona sokularak p-benzokinone okside edil-
digi, sonra benzokinonun maksimum absorpsiyon gtsterdigi 410
nm*de spektrofotometrik tayinlerin gergeklegtirildigi bir ga-
ligmada, yontem tek ve karigim halindeki farmasotik gekillere
uygulanmigtir(25).

NHCOCH; fiH> o)
K* 4coliv)
2(0) l ‘ + H,O + NH3
|
OH O
p-Aminofenol p-Benzokinon

G.S.Yo0o ve I.B.Koh tabletlerdeki asetaminofen tayini ig¢in
ikinci tlirev ultraviole spektrometrisinden yararlanmiglar ve
konsantrasyonlara kargi elde edilen deferleri grafige ge¢ir-
miglerdir(26).

FP.Onur ile N.Acar tablet ve suruplardaki asetaminofeni ta-
yin etmek ig¢gin rodamin B ile iyon ¢ifti olusturduktan sonra
kloroform ile ekstre etmigler ve 542.4 nm*de ¢lg¢iilen absorbans-
lara karsgi konsantrasyon grafigi ¢izerek kantitatif tayini ger-
ceklestirmiglerdir(27).

Tablet ve kapsiillerdeki asetaminofenin 0.1l N sodyumhidrok-
git varlifinda potasyumferrisiyaniir ile olugturdugu oksidasyon
firlinliniin 480 nm'deki absorbansinin 6lg¢lildiigi bir kantitatif a-
naliz ydntemi S.D.Prasad tarafindan geligtirilmistir(28).

A.0ztung asetaminofenin dansil tlirevini olusgturduktan sonra
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silikajel plakta kloroform-metanol solvent sistemi ile karan-
likta ince tabaka kromatografisi uygulamigtir. Lekelerin flo-
resans dzelligini trietanolamin ¢dzeltisi plisklirtmek suretiyle
artirmig ve 530 nm'de florimetrik Sl¢limler yapmig, pik alanla-
rini kesip tartarak pik a@#irliZina kargi her bir lekedeki a-
setaminofen igerigini grafige gegirmigtir(29).

Asetaminofen tablet ve kapsiillerinde kantitatif analiz ig¢in
R.K.Gilpin ve M.H.Gaudet tarafindan uygulanan yliksek basingli
sivl kromatografisi yonteminde internal standart olarak metil-
-p-~-hidroksibenzoat, mobil faz olarak su kullanilmigtar(30).

M.A.Elsayed asetaminofenin metiloranj indikatdrliigiinde brom-
lanma reaksiyonunun kinetigini incelemig ve zamana kargi aset-
aminofen konsantrasyonlarini grafiffie gegirerek, kinetik metodla
miktar tayinini tabletlere uygulamigtair(3l).

Asetaminofenin susuz ortamda titrimetrik yontemle tayin e-
dildigi bir galigmada, “nce amine hidroliz edilmig, daha sonra
perklorik asitle titre edilmig, titrasyonun bitig noktasi po-
tansiyometrik olarak saptanmigtir(32). P.N.Vyas ve R.B.Kharat'in
uyguladigi susuz ortamda titrimetrik yodntemde ise asetaminofen
asetonda ¢ozildiikten sonra isopropanoldeki 0.l N potasyumhidrok-

git ¢bzeltisi ile titre edilmis ve yine bitig noktasi potansi-
yometrik olarak belirlenmigtir(33).

M.C.Inamdar ve arkadaglari tek ve karigim halindeki farma-
88tik preparatlardan asetaminofeni tayin etmek ig¢in uyguladik~
lari titrimetrik metodda asetaminofeni asidik ortamda hidroliz
ettikten sonra. 0,1 M sodyumnitrit ¢dzeltisi ile titre etmigler-
dir(34). U.Elste ve H.Duda tablet ve supozituarlardaki asetami-
nofeni, asidik ortamda 0.1 N scdyumnitrit ¢ozeltisi ile meti-

len mavisi ve tropeclin-00 indikattrliigiinde titre ederek tayin
etmiglerdir(35).
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H.M,El-FPatatry ve arkadaglari etken madde ve tabletlerin-
de asetaminofeni tayin etmek i¢in %20°'1lik etanoldeki ¢ozelti-
sini 1 M sodyumhidroksit ¢dzeltisi ile titre etmigler ve tit-
rasyonun bitig noktasaina kondiiktimetrik olarak saptamiglardir.
Okunan kondiiktivite degerlerine kargi titrasyon ¢dzeltisinin
hacmini koyarak ¢izilen titrasyon grafiZindeki iki doZrunun
ekstrapolasyonuyla bitig noktasina tekabiil eden titrant hac-
minden kantitatif hesaplamalara geg¢miglerdir(36).

2.2. ASPIRIN HAKXINDA GENEL BILGILER

2.2.1. Aspirinin Kimyasal, Pizikokimyasal ve Parmakolojik
Ozellikleri

COOH

OCOCH,

Kimyasal adi 2-(asetiloksi)benzoik asit olan aspirin beyaz
renkli, kokusuz, billuri bir tozdur. Nemli ortamda zamanla hid-
roliz blarak salisilik asit ve ssetik asit verir(l)..Molekiil a-
girligi 180.16, erime derecesi 135+137%1d4ir(37).

1l g Aspirin 25%G'de 300 ml suda, 37°%'de 100 ml suda, 5 ml
etanolde, 17 ml kloroformda, 10-15 ml eterde ¢dziinlir; alkali
hidroksit ve karbonat ¢tzeltilerinde ¢ozlindliriildiigi veya suyla
kaynatildiZi zaman dekompoze olur(l). pKa Degeri 3.55 olan as-~
pirinin sudaki ¢bzeltisi asidik 8zellik gdsterir(38).
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Aspirinin ultraviole spektrumu 0.1 N siilfiirik asitte 229
nm (E:484), dilile triklorasetikasitte 276 nm(E} 65.5) ve klo~

roformda 277 nm (E:68) dalga boylarinde maksimum absorbans de-
gerleri gosterir(4,38).

Agpirinin KBr disk i¢inde alinan infrared spektrumunda goz-
lenen ana bandlar(38):

Frekans(cm_l) Gurup

3300-2500 0-H

1760 C=0 (ester)

1690 C=0 (asit)

1220 C~0 (ester)

1190 C-0 (asit)
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in ATTTTR ' -

L \\4/ ?\7""/_] I
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LR ik e o o P 1 i o e o g et 0 0 o L 5 i o a
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Sekil-3: Aspirinin infrared spektrumu.

Aspirinin ddterokloroformda alinan H1~NMR gpektrumunda gdz-
lenen kimyesal kaymalar(ppm)(38):
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GuTrup 6
12.0 H 1
2 34 H, "H ¢-oH

0 34 2 .
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7061 H4 o
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8@ 11 H6

"

SR R
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sekil-4: Aspirinin NMR spektrumu.

Aspirin Mandelin's reaktifi ile hafif mavi-yegil renk ve-
rir ve zamanla kirmizi-mora d8ner(39); Vitali Morin testi ile

turuncu~kirmizi renk(40), hidrolizden sonra ferrikloriir cozel-~
tisi ile kirmizi-mor bir renk(9) verir.

Aspirin analjezik, antipiretik ve antiinflametuar ilaglar
i¢inde en fazla kullanilani ve en ucuz olanidir. Diger antiinf-
lamatuar analjeziklerden farkli olarak trombosit siklooksije~-
nazi irreversibl olarak inhibe eder ve mide suyunun asit orts-
minda noniyonize halde bulundugu ig¢in, mideden absorpsiyonu i-
yidir. Bu nedenle aspirin alindiktan kisa siire sonra kandaki
diizeyi minimum etkin dlizeyin ilistiine ¢ikar ve analjezik etki bag-
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lar. Absorpsiyon ince barsakta da devam eder(10).

Aspirinin serum esteraz sktivitesi cinsiyete ve yagsa bag-
11 olarak farklaliklar gdsterir(41).

Aspirin normal dozda viicuda alindiktan 22 dakika sonra sa-
lisilik asit olarak idrarda tespit edilebilir ve 12 saat sonra
artik salisilik aside rastlenmaz(38). Aspirin viicutta hizla sa-
lisilik aside donliglir ve in vivo hidrolizin biiyiik kismi kara-
cigerde olurken sadece %20'si kanda meydana gelir(42,43,44,45).
Aspirinin salisilik aside hidrolizini takiben diZer metabolik

yollar gergeklegir ve salisilik asit bes yolla renal olarak it~
rah edilebilir:

1) Gok az bir kismi deZismeden salisilik asit olarak kalir,

2) Glisin ile konjuge olarak salisiliirik aside doniisiir (ma~
jor metabolit),

3) Karboksil gurubunun konjugasyonu ile salisilglukuronik
aside doniigiir, ‘

4) Fenolik hidroksil gurubunun konjugasyonu ile saligilik
asit fenol glukuronide doniigiir,

5) Hidroksilasyon ile gentisik aside donligiir, gentisik asit

de glisin ile konjuge olarak gentisurik aside doniisiir(46,
47,48,49).
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2.2+2., Aspirinin Kantitatif Analiz ¥Yontemleri

Aspirinin ilk tayinlerinden birisi 1917 yilinda R.Miller
tarafindan yapilmigtir. Miller aspirini eterle ekstre ettik-
ten sonra, eteri ugurarak gravimetrik tayine gec¢migtir(50).

M.I.Walash ve M.Rizk aspirin tabletlerinde miktar tayini
yaparken 0.1 N sodyummetoksit ¢ozeltisi ile titre etmigler ve

titrasyonun bitis noktasini potansiyometrik olarak belirlemig-
lerdir(51).

Tabletlerdeki aspirin tayini i¢in W.H.Chan ve arkadaglara
tarafindan uygulanan iyon segici elektrot analizinde aspirinin
alkeli ile hidrolizinden sonra ¢dzeltinin emk degeri ©lglilerek
konsantrasyonlara kargsi grafige gecgcirilmistir(52).

R.B.Tinker ve A.J.McBay aspirin igeren tablet ve kapsiilleri
spektrofotometrik olarak analiz ederken, kloroform ¢ozeltisin-
deki absorbanslari iki dalga boyunda okuyup, elde edilen deger-
leri formiilde yerine koyarak hesaplamalara ge¢miglerdir(53).

Diferansiyel spektrofotometresiyle aspirinin kentitatif te-
yininde, diferansiyel absorpsiyon maeksimumu ve 298 nm'de sali-
silik asidin gbsterdifi isoabsorptif nokta arasindeki korelas-
yonun onemi vurgulanmigtir(54).

W.E.Juhl ve R.D.Kirchhoefer tabletlerde aspirin tayinini
yari otomatik bir yontemle gergeklegtirmislerdir. Otomatik ola-
rak gergeklegen bir dizi ayirma igleminden sonra ¢ozeltinin ab-
sorbansini 280 nm'de okumuglardir(55).

Aspirin tabletlerinde miktar tayini igin gelistirilen kolo-
rimetrik bir yontemde aspirinin 3,3'-dimetoksibenzidin dihidro-
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kloriir ile verdifi rengin absorbansi 455 nm'de kaydedilmisgtir
(56). Baska bir galigmade bazik fuksin ile verdigi kompleksin
gbsterdifii absorbans 555 nmfde tayin edilmigtir(57). Ayna tip
bir aragtirmae da aspirin hidroliz edildikten sonra Trinder's

reaktifi ile olusturduZu rengin 540 nm'deki absorbansini dlge-—
rek yapilmigtair(58).

J.R.Iuber ve arkadaglari tek veya tamponlanmig olan tablet-
lerde tayin ig¢in, aspirini kloroforma alarak bir kolondan ge-
g¢irdikten sonra eluatin absorbansani 278 nm'de okumusglardar(59).

S.Ebel ve G.Herold aspirini ince tabaka kromatografisi ile
ayirdiktan sonra florimetrik olarak tayin etmiglerdir(60).

Kandaki aspirin ve salisilik asit tayini i¢in maddeler ka-
g1t kromatografisiyle %0.75 nitrik asit ile ayrildiktan sonra
olusan alkali salisilat iyonuna florimetrik tayin uygulanmig-
tir(61) .Etken maddede ve kandaki metabolit tayininde ise, as-
pirinin hidroliz edilmesiyle olugan salisgilik asit florimetrik
olarak belirlenmistir(62,63). Plazmada agpirin tayini ig¢in ge-
lictirilen bir ydntem de selisilik asidin Folin-Ciocalteu reak-

tifiyle verdifi mavi rengin absorpsiyonunun 670 nm'de tayinini
igermektedir(64).

Plazmada aspirin tayininde gaz sivi kromatografisi yontemi-
nin tercih edildifi ¢aligmalarda alev iyonizasyon dedektdr kul-

lanilarak, trimetilsilil tlirevi geklinde tayin gerg¢eklegtiril-
mistir(65,66),.

_COOSI(CHy),

\\, OCOCH3

Primetilsilil 2-ssetoksibenzoat
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Benzer bir ¢aligma aspirin igeren tablet ve kapsiiller igin de
yapilmigtir(67).

R.H.Rumble ve arkadaslari plazmadaeki metabolitleri ile bir-
likte aspirini de tayin etmek i¢in geligtirdikleri ters faz
yiiksek basingli siva kromatografisi yonteminde internal standart
olarak p-toluik asit, mobil faz olarak asetonitril~%0.03 fosfo-

rik asit ¢Ozeltisini kullanmiglardir. Dedektdr cevabini 237 nm'-
de kaydetmiglerdir(46).

2.3, DIPIRON HAKKINDA GENEL BILGILER

2¢3¢1. Dipironun Kimyasal, Fizikokimyasal ve Farmakolojik
Ozellikleri

CH
HgC N-CH>S505 Na

H 3C/N\ Nj‘o

|
CeHs

Kimyesal ad1 [(2,3-dihidro-1,5-dimetil-3-okso-2-fenil-~1H-pi-
razol-4~il)metilamino| metansiilfonik asit sodyum tuzu olan dipi-

ron kokusuz, beyaz renkli bir tozdur. Molekiil aZirligi 333.334,
erime derecesi 172°C'dir(4).

Dipiron suda ve metanolde kolay ¢ozlinlir; etanolde az ¢ozii-
niir; eter,aseton, benzen ve kloroformda pratik olarak ¢oziinmez
(1). Dipironun sudaki ¢dzeltisi ndtral 8zellik gdsterir.
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Dipironun ultraviole spektrumunda %0.001°1ik ¢bzeltisinin

omuz geklindeki maksimum absorpsiyonlari 242 ve 271 nm' lerde-
dir(9).

Dipironun KBr disk iginde alinan infrared spektrumunda goz-
lenen ana bandlar(6):

Frekans(cm-l)

Gurup
1660 C=0
1498 C=C
1174 C-N
1054 S5-0

DIPYRONE

75.00 100.00

CE

—

% TRANSMITTAN
.00 25.00 50.00
Jn

$ T T T T LS T ¥ v o 1200 “—.00 ﬂ‘]() 600 ‘I.OO
. s { 130 2 Y U
400 5600 5200 2600 2400 2000 jaGu. 1600

Sekil-5: Dipironun infrared spektrumu.

Dipironun, internal standart olarak 3-(trimetilsilil)propi~
onik asit sodyum tuzunun (TPS) kullanildigi ve DZO iginde ali~
nan H™-NMR spektrumunda gbzlenen kimyasal keymalar(ppm) (68):
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Sekil-6: Dipironun NMR spektrumu,

Dipiron ferriklorir ¢Gzeltisi ile mor renk, nitroz asit ile
gecici mavi renk, Millon belirteci ile koyu mavi renk verir. Di-
pironun dilile hidroklorik asitteki ¢dzeltisine kalsiyumhipoklo-
rit ¢dzeltisi ilave edilirse koyu mavi renk meydana gelir ve bir
gslire sonra koyu kirmiziya doner(4,9). p-~Dimetilaminobenzaldshit
ile verdigi ag¢ik sari renk 1si ile turuncuya 4oner(69,70).

Dipironun analjezik ve antipiretik etkinlikleri kuvvetli,
fakat antiinflamatuar etkinligi niépeten zayiftir. 4-Metilamino-
antipirine doniligerek mide-barsak kanalinda absorbe edilir. 4-Me-
tileminoantipirin karacigerde ©“nce demetilasyonla 4-aminoantipi-
rine, sonra N-asetilasyonla 4-asetilaminoantipirine doniigerek
metabolize edilir. Diger metaboliti 4-formilaminocantipirindir(4,
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10,71). Dipironun eliminasyon yarilanma dmri 4-7 saattir ve
tabolitleri 6zellikle bdbrekten itrah edilir.

CHy
HaC N-CH,S50; Na
~
HaC N\r?a
CeHs
Hidroliz
NH-CH,
P ;\ ->
CGH5 CaHs
4-Metilaminoantipirin 4-Amincantipirin
H3C . MHCOCHS
HJC/H c/"‘\ 1
(;a’.s CBHS

4-Formilamincantipirin 4-Asetilaminocantipirin



2+.3.2. Dipironun Kantitatif Apnaliz Yontemleri

Dipiron ile ilgili ilk g¢aligmalar 1932 yilinda H.J.Van
Giffen tarafindan yapilmistar(72). Sonraki yillarda farmaso-
tik preparatlardan kantitatif olarak enaliz edilmesi ig¢in ge-
gitli titrimetrik ydntemler geligtirilmigtir(73,74).

CH, CHs
' HoCl T R-cH,s0,N
HaC N“CHQSO:;NG 3 CH,50, Na
= b1, —
HSC/&N <0 ch/‘\’\rl\' O
|
Cng CGHS

M.A.Elsayed ile arkadaglari tablet ve ampullerdeki dipiro-
nu tayin etmek ig¢in diferans spektrofotometrik yontemi kullan-
miglardir. Dipironun asit ve alkali ortamda gegitli dalga boy-
larindeki absorbans farki (AP) ile normal ve brom ¢dzeltisiyle
okside olmus halde maksimum dalga boyundaki absorbans farklari-
n1 (AA) kullanarak iki ayri tayin gergeklegstirmiglerdir. Park-

lara kargi konsantrasyon grafigil c¢izerek dipilironun miktsarini
tayin etmiglerdir(75).

Dipironun iyodik asit ile reaksiyonu neticesinde agiga ¢i-
kan iyotun petrol eteri ile ekstre edilerek ayrildiktan sonra,
523 nm'de tayin yapilarak kantitatif bir analiz gergeklegtiril-
mistir(76). Benzer bir g¢aligma da S.Z.Qureshi ve arkadaglari
tarafindan yapilmig, dipiron asidik ortamda potasyumiyodat ile

okside edildikten sonra elde edilen bilegifin 460 nm'deki ab-
sorbansi tayin edilmistir(77).
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A,Vegh ve arkadaglari dipironu p-~dimetilaminobenzaldehit
ile reaksiyona soktuktan sonre 250 nm‘de spektrofotometrik o-
larak tayin etmigler ve yontemi tabletlere uygulamiglardir(78).
M.V.Devi ve arkadaglari ise asetaldehit ile verdigi sari ren-
gin 400 nm'deki absorbansini dlgerek tayin yepmiglardir(79).

B.N.Sarkar dipironu Grote's reaktifi ile bir siire isittik-
tan sonra olugsan kirmizi rengin absorbansini 500 nm'de okuya~
rak, yontemi tek ve karigim halindeki tablet ve ampullere uygu-
lamigtir(80). Ayni tip kolorimetrik caligmalar bromtimol mavi-
siyle sari, Dragendorff's reaktifiyle kirmizi, kromotropik a-
gitle mor, fenol ile hidrolizden sonra potasyumferrisiyaniir i-
le turuncu renkler elde edilerek, 1ilgili dalgae boylarinda ab-
sorbanslari tayin edilmek suretiyle gergeklestirilﬁigtir(Bl,82,
83,84). H.Abdine ve arkadaglari ise asidik ortamda nitréz asit-

le verdigi saraimsi rengin absorbansini 403 nm*de okuyarak kan-
titatif analiz yapmiglardir(85).

ch
HaC N-CH,SO; Na - H4C NH-CH,
H3C/N\|¢ 0 H0 H«,C/"KN o
l
HNO,|H'
N=O o

M
§
H,C N-CHj . Ol'i- HaC iel
-
Hac/"kN o H HJC/N\NX\‘O
i

(:BEA'S CGHS
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Tablet, ampul ve supozituarlarda tayin ig¢in A.M.Disb tarafindan
uygulanan bir yontemde ise derigik siilflirik asitle muamele ne-
ticesinde ayrilan formaldehit ile 3-siilfonik-5-amino-«-nafto-
liin olugturduklari bilegigin sari rengi su ile seyreltildikten
sonra maviye dodnmiig ve 405 nm'de tayin edilmigtir(86).

N.Ergeng ve S.Rollas NMR spektroskopisi ile dipiron ampul-
lerinde yaptiklari kantitatif tayinde eksternal standart ola-
rak tetrametilsilan, internal referans olarak 3,5-dimetilpira-
zol, ¢Ozlicl olarak ta glasiyel asetik asit kullanmiglar ve ta-
yin i¢in 4.29 ppm'deki -CH2803Na'ya ait singletten yararlana-
rak hesaplamalara ge¢miglerdir(87). Dipiron ampulleri igin ben-
zer bir NMR yontemi H.M.El-Fatatry tarafindan geligtirilmigtir.
Eksternal standart olarak 3-(trimetilsilil)propiyonik asit sod-~
yum tuzu, internal standart olarak maleik asit, c¢bzlicii olarak ta
suyun kullanildizi bu aragstirmada sonug¢lara gegmek icin 6.40 ppm
deki singletten yararlanilmigtar(68).

H.Fabre ve arkadaglari preparatlardaki dipiron ve bozulma U=
rinlerinin tayini i¢in ince tabaka kromatografisini kullanarak
yeni bir yontem gelistirmiglerdir. Internal standart olarak teo-
£ilin, mobil faz olarak etancl-kloroform-benzen-%10 emonyak ¢&-
zeltisi (50:30:18:2) kullanmislar ve olusan lekeleri 254 nm'de
ultraviole i1gik altinda tespit ettikten sonra 273 nmdeki bir
kromatogram spektrofotometresi kullanarak direkt spektrometrik
6lclimlerle kantitatif tayine gegmiglerdir(88).

Ayni aragtiraiciler ayni galigmayl bir de ters faz yliksek ba-
singla savi kromatografisiyle yapmislardir. Internal stendart o-
larak fenasetin, mobil faz olarsk metanol-su-trietilamin ¢dzelti-

si (50:50:0.025) kullanarak kromatogramlari 254 nm'de kaydetmig-
lerdir(89).

Yiiksek basingli sivi kromatografisi yontemi ile biyolojik si~
vilerda dipiron tayini de yapilmisgtair(90).
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Dipironun bozulma sekilleri(88):
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2.4, KAFEIN HAKKINDA GENEL BILGILER

2.4.1, Kafeinin Kimyasal, Fizikokimyasal ve Farmekolojik
Dzellikleri

) ?Ha
H3C\N N
'cL\ | >>
(@) A N
i
CH

3

Kimyasal adi 1,3,7-trimetil-2,6-diokso~1,2,3,6-tetrahidro-
purin olan kafein kokusuz, beyaz renkli bir tozdur. Molekiil a-
girligl 194,19, erime derecesi 235-237.5°C'dir(9l).

1 g Kafein 50 ml suda, 75 ml etanolde, 6 ml kloroformda,
600 ml eterde, 50 ml asetonda, 100 ml benzende ¢oziinilir. Kafei-
nin sudaki ve etanoldeki ¢dziintirliigii isi ile artar(l), ayrica
kuvvetli alkali ¢dzeltilerde derhal dekompoze olur(4).

Kafein zayif bir bazdir (pKa 14.0) ve stabil tuzlar olugtu-

ramaz; hidrokloriir gibli kuvvetli asit tuzlari bile suyle kolay-
ca hidroliz olur.

Kafeinin ultraviole spektrumu metanoclde 272 nm, etanolde 273
nm (E3519), 0.1 N HC1 ¢ozeltisinde 272 nm (E! 470)-275 nm (E|

490) dalga boylarinda maksimum absorbans degferleri gosterir(4,
91,92).
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Kafeinin KBr disk ig¢inde alinan infrared spektrumunda gdz-
lenen ana bandlar(6,91):

Frekans(cm—l) Gurup

3110, 2950 CH3 ve CH
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Sekil-7: Kafeinin infrared spektrumu.

Kafeinin dgtorokloroformda alinan Hl—NMR spektrumunda goz-
lenen kimyasal kesymalar(ppm)(91):

Gurup
3.53 "N-—CH3
3,33 3N-CH3
3.98 71\1-01—13

T.54 ®H
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Sekil-8: Kafeinin NMR spektrumu.

Kafein ¢bzeltisine hidroklorik asit ve iyot ¢ozeltisi ilave
edilirse kahverengi ¢bkelti olugur. Kafein tannik asit ¢bzelti-
siyle reaktifin fazlasinde ¢ozlinen bir ¢vkelti verir. Hidroklo-
rik asit ve potasyumklorat ile reaksiyonu neticesinde meydana
gelen kirmizimsi renkli artik amonyak buharlurina tutulurssas er-
guvani renkli purpur asidi amonyum tuzunu (miireksit) verir ve
sodyumhidroksit ¢bzeltisi ilaveaiyle renk kaybolur(9,93).,
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Metilksantin tiirevi bir alkaloid olan kafein santral sinir
sistemini stimiile eder. Agizdan 200-400 mg dozunda alindiginda
psikostimiilan etkinlik gdstererek dikkati artirir, yorgunlugu
azaltir, Kafeinin bellek fonksiyonlari tizerine bir etkisi yok-
tur ve genellikle bagimlilaik olugturmaz(l0).

Kafein bazi analjezik miistehzarlara katilir. Ancak kendi-
sinin analjezik etkisi yoktur ve analjezik ilaglarin etkisini
artirmaz. Intraventz veya agizdan 250 mg dozunda verilen kafe-
inin beyin kan akimini azalttizi bulunmustur; bazi bag agrisi
tiplerinde beyin damarlarinin vazodilatasyonunun katkisi oldu-~
gundan, bag agrisina kargi kullanilan analjezik miistahzarlar
i¢gindeki kafeinin analjeziye bu gekilde bir katkisi olabilir(10),

Kafeinin gastrointestinal bdlgeden absorpsiyonu hizli fakat
diizensizdir. Kafeinin absorpsiyonu pH'ya baglidir ve pH'nin
yilkselmesiyle artar. Plazma yari omrii 4~10 gaat olan kafein do-~
kuda hizla metabolitlerine doniisiir ve idrarla itrah edilir. 48
Saat iginde verilen dozun %45'i l-metilksantin ve l-metiliirik
asit olarak, az bir kismi ise degZismeyen kafein halinde idrar-
dan atilir. Difer metabolitleri 3,7-dimetilksantin; 1,3-dimetil-
ksanting 1,7-dimetilksanting T~metilksantin; 3-metilksantin;
1,3,7-trimetiliirik asit; 1,3-dimetiliirik asit ve 1,7-dimetiliirik
asittir(91,94,95).

2.4.2, Kafeinin Kantitatif Analiz ¥Ytntemleri

Kafeinin ilk taeyinlerinden birisi W.0.Emery tarafindan gra-
vimetrik olarak yapilmigtar(96).

O.Atay ve P.Bulut aspirinle kombinasyon halindeki kafeini
tayin etmek igin 0.1 N sodyumhidroksitteki ¢bzeltisinin 265 ve

323 nm'lerdeki absorbans degerlerinin farkini hesaplayarak kon-
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santrasyona kargil grafige ge¢irmiglerdir. Bu g¢alismalarainda 0.1

N sodyumhidroksitteki aspirini bog ¢6zelti olarak kullanmiglar-
dir(97).

R.A.Daoust kafein igeren tabletlerde kantitatif tayin ig¢in
kolorimetrik bir ybntem geligtirmigtir. Kafeini fosfomolibdik
asit ile kafeinfosfamolibdat gekline doniigtiirerek, bu sari renk-

1i bilegigin 440 nm*deki absorbansini aseton ¢dzeltisi ig¢inde
tayin etmistir(98).

Benzer bir g¢aligma N.M.Sanghavi ve A.V.Katdare tarafindan
yapilmistir, Kafeinin silikotungstik asit ile olugturdugu komp-
leksin 265 nm'deki absorpsiyonu distle su ig¢inde tayin edilmis-

tir. Yontem tek ve karigsim halindeki tabletlere uygulanmaigtair
(99).

W.Lau ve arkadaglari tarafinden yapilan bir aragtirmada ge-
gitli icgeceklerdeki kafeinin kantitatif analizi ikineci tiirev

ultraviole spektrofotometrisi yontemiyle ger¢eklegtirilmigtir
(100) .

A.Anastasl ve arkadasglari kafeini tek ve aspirin ile birlik-
te olan tabletlerinden ayirmak i¢in susuz ortamda potansiyomet-
rik titrasyon yodntemi Snermiglerdir. Kafeini asetik asit ve ase-
tik anhidrit karisimi ig¢inde ¢dzerek perklorik asitle titre et~
migler ve titrasyonun bitig noktasini potansiyometrik olarak ta-
yin etmislerdir(10l1l). Bu g¢aligmaya benzer bir aragtirma da M.
Rink tarafindan yepilmigtair(102).

S.M.Mayanna ve B.Jayaram kafeinin asidik ortamde kloramin T
ile reaksiyonundan sonra 2N siilfiirik asit ve %10 potasyumiyodiir
¢ozeltisi ilavesiyle ac¢igfa ¢ikan iyodu, 0.04 N tiyosiilfat ¢o-
zeltisiyle geri titre etmiglerdir(103). H.Raber ve R,O0tt ise
kafeini bromometrik metodla tayin etmislerdir(104).
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Kafein igeren ¢esitli farmasdtik gekillerde ve biyolojik
sivilarda kantitatif analiz i¢in siva kromatografisi yontemiy-
le de ¢alisilmigtar(1l05). R.Hartley ve arkadaslari ters faz
yiksek basingli savi kromatografisiyle internal standart ola-
rak pB-hidroksietilteofilini, mobil faz olarak 0.01 M sodyuma-
setat tamponu-metanol-tetrahidrofuran (95:4:1) karisimini kul-

lanarak kafein ve metabolitlerini plazmada tayin etmiglerdir
(106).

S.E.0'Connell ve F.J.Zurzola oral alinigtan sonra plazmada-
ki kafein seviyelerini tayin etmek ig¢in ters faz yliksek basing-
12 saivi kromatografisi yontemiyle galigmiglardir, Herhangi bir
internal standardin kullanilmasina gerek goriilmeyen ¢alismada
mobil faz olarak metanol-su (30:70) karigaimi tercih edilerek,
dedektdr cevabi 273 nm'de alinmigtir(l07).

Plazmedeki kafein konsantrasyonunu tayin etmek icin gaz kro-

matografisi yonteminin kullanildigi baska bir ¢alismada inter-
nal standart olarask hegzobarbital seg¢ilmigtir(108).

2.5. KARISIMLARDA KANTITATIF ANALIZ YONTEMLERI

2.5.1. Spektrometrik Analiz Yontemleri

Absorbans orani yodntemi lizerinde birgok g¢alismalar yaparak
gegitli bagintilar geligtiren M.Pernarowski ve arkadaslari ka-
fein-fenasetin karigimlarinin kantitatif tayini ig¢in bu teknigi
uygulamiglardir. Kloroform i¢inde alinan spektrumlardan maksi-

mum ve isoabsorptif dalgae boylarini tespit etmislerdir(109,110,
111).

M,J.Cho ve M.Pernarowski ise absorbans oranlari tekniginde
modifikasyonlar yaparak, kafein ve sodyumbenzoat karigsiminin
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analizini isoabsorptif dalga boyunu kullanmadan iki maddenin
maksimum ebsorbans gisterdigi dalga boyunda gergeklegstirmig-
lerdir(112). Ayni karigimin injeksiyon preparatlari ic¢cin L.
ZWang Ve arkedaglari tarafindan absorbans oranlari yonte-
miyle kantitatif tayinler yapilmigtir(1ll3). Bu yontemin kul-
lanildigi kafein-salisilamid(114), dipiron-oksifenbutazon(1l1l5),
aspirin~-kafein(116), izopropilfenazon-kafein(1ll7), asetamino-
fen-klorzoksazon(11l8), kafein-piramidon(119) ve metokarbamol-
-agetaminofen(120) iceren karisimlarda ve farmasdtik prepa-

ratlardeki miktar tayinleri ¢egitli aragstiricilar tarafindan
g¢aligailmigtair,

Ultraviole spektrofotometrik tayinlerde kantitatif analiz
igin Vierordt's metodu ile yapilan aragtirmalar da mevcuttur.
Karigimdaeki iki maddenin maksimum absorbans gidsterdizi dalga
boylarinda ©Olg¢iimler yapilarak, cegitli bagintilar yardimiylsa
konsantrasyonlarin hesaplandigi bu yontem kullanilarak(121),
metokarbamol-asetaminofen(120), mefenemik asit-asetaminofen
(122), mefenoksalon-asetaminofen(123) ve klorzoksazon-asetami-
nofen(1l24) kerigamlerinda tayinler yapilmigtir,

G.Machek ve P.Lorenz karigimdaki maddelerin ekstinksiyon
katsayilarindan yararlanarak geligtirilen formiillerin kullanil-
d1Z1 bir ultraviole gpektrofotometrik ysntemle aspirin-kafein-
~-fenasetin(125), kafein-prokain hidrokloriir(126) ve fenasetin-
-sodyumbenzoat-kafein-piramidon ig¢eren farmasdtik preparatlar-
da(127) kantitatif enaliz yapmiglardir. Ayni tip bir galigme H.
Raber tarafindan kafein igeren purin tlirevlieri karisamindaki
komponentlerin miktar tayini i¢in renklendirmeden sonra kolori-
metrik olarak gerceklestirilmigtir(128).

Karigimdaki maddelerin kantitatif analizi ic¢in spektrofoto-
metrik yontemler lizerinde ¢ok caligilmistir.Cegitli spektral
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parametrelerin kullanildigi bagintilar geligtirilmis veya spekt-
rofotometre cihazinda cegitli avantajlar sagladigi diigliniilen mo-
difikasyonlar yapilmigtir. Fenasetin-kafein(129), aspirin-kafein
(130), aspirin-fenasetin~kafein(1l31l), asetaminofen-fenilpropanc-
lamin hidroklorir (132), asetaminofen-aspirin-kafein(133,134),
asetaminofen-kafein-salisilamid-salisilik asit(135) ve aspirin-
-gglisilik asit-salisilamid-kafein~fenasetin(1l36) karigimlarin-
da bu tip tayinler gergeklegtirilmigtir.

M.A.Elsayed ve arkadaglari tabletlerdeki asetaminofen-sali-
gilamid~kodeinfosfat'in miktar tayinini herhangi bir ayirma ig-
lemi uygulaemaksizin spektrofotometrik olarak yapmiglardir. Aset-
aminofen ve saligilamidin molekiiler formunu ig¢eren ndtral g¢bzel-
tisine kargi, iyonik formunu igeren alkali ¢6zeltisinin 262.5
ve 329 nm'deki absorbanslarini Slgerek, absorbans farki (AA) me-
todu ile asetaminofen ve salisilamid konsantrasyonlarini tayin
etmiglerdir.Kodein fosfata da metiloranj ile iyon ¢ifti olugtur=
duktan sonra 418 nm'de kloroform iginde tayin etmislerdir(l37).
Benzer bir diferansiyel ultraviole spektrofotometrik tayin H.
Sattler tarafindan fenasetin-kafein-propifenazon igeren tablet-
ler i¢in gergeklegtirilmigtir(138).

A.G.Fogg ve arkadaglari tabletlerdeki asetaminofen ve aspi-
rin tayini ig¢in ikisi ultraviole spektrofotometrik, birisi su-
suz ortamda titrimetrik olmak lizere li¢ yntem Onermiglerdir. Di-
rekt spektrofotometrik ydntemde karigimi 0.1 N sodyumhidroksit
cozeltisinde ¢bzerek fenolat ve salisilat iyonu geklinde 258 ve
297 nm'deki absorbanslari dlgmiislerdir. Difer spektrofotometrik
yéntemde ise n~butenocl ve sodyumbikerbonat ¢tzeltisi ile ekstrak-
siyon yapildiktan sonra organik fazda 250 nm'de g¢aligarak asete-
minofeni, sulu fazi asitlendirdikten sonra n-butanol ile seyrel-
tip, 277 nm'de ¢alisarak aspirini tayin etmislerdir(139).
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N.Shane ve M.Kowblansky aspirin-salisilamid-asetaminofen-
-kafein igeren analjezik tabletlerdeki komponentleri bagimsiz
metodlarla tayin etmiglerdir. Asetaminofen ve salisilamid ta-
yini i¢in sodyumhidroksit ¢Ozeltisindeki absorbansi 330 ve
263,.5 nm'de, kafein tayini ig¢gin de kloroformla ekstraksiyon~
dan sonra 276 nm‘de okumuglardir, Aspirin tayinini de karigi-
min metanollii ¢dzeltisini alkollil potasyumhidroksit ¢dzeltisiy-
le potansiyometrik olarak titre etmek suretiyle yapmiglardir(3).

A.F.,Halim taebletlerdeki kafein ve ergotamin tayinini, karai-
sam1 %1l'1lik tartarik asit ¢Bzeltisinde ¢dzdiikten sonra ergota-

min i¢in 300 nm'de, kafein i¢in 280 nm'de ¢aligarak gergekleg-
tirmiglerdir(140),

O.Tatrai ve H.Milhlemann supozituarlardeki aspirin-fenasetin-
~-kodeinfosfati kantitatif olarak analiz etmek ig¢in Bnce %80'1ik
alkol ile ekstraksiyon iglemi uygulayarak ayrilan kodeinfosfa-
t1 0.01 N hidroklorik asitle titre etmek suretiyle, aspirin ve

fenasetini ise spektrofotometrik yontemlerle tayin etmiglerdir
(141).

Agpirin~fenasetin-kafein igeren tabletlerden keafeinin tayi-
ninde bikarbonat ¢odzeltisi ig¢indeki karigim kloroformla ekstre
edilerek kafein ve fenasetin ayrilmisg, kafein dilile siilfiirik a-
sitle yeniden ekstre edilerek 266 nm'deki absorbansi tespit e-
dilmistir(142). Ayni karisimi iceren tabletlerdeki komponentle-
rin bu sekilde klasik metodlarla ayrilmasindan sonra ultraviole

spektroskopisiyle tayin edildifi birgok aragtirma mevcuttur(l43,
144, 145,146).

H,L.Gurtoo ve B.M.Phillips ise aspirin-fenasetin-kafein tab-
letlerinde kantitatif analiz ic¢in maddeleri ekstre ettikten son-
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re kloroform fazinda kalan kafeinin absorbansini 275 nm'de ta-
yin ederken, aspirini hidrolizleyerek Folin-Ciocalteu reaktifi
ile renklendirip 540 nm'deki absorbansini dlgmiislerdir(147).

S.F.Belal ve arkadaglari asetaminofen ve salisilamid igeren
surup, damla ve tabletlerde kantitatif analiz yaparken iki mad-
denin nitroso tiirevini olusturarak alkali ve asidik ortamdeaki
absorbanslarani tayin etmiglerdir. Ayrica nitroso tilirevlerinin
pakir(II) ve kobalt(II) iyonlari ile verdifi kelatlaran absor-
bansini da sulu ve organik ¢dzeltide okumuglardir. Her iki isg-
lemin de Lambert-Beer kanununa uydufunu gostermiglerdir(148).

NHCOCH, NHCOCH,

NHCOCH,
NaNO : -
2 __OH
HC1 -0 -0
OH OH o
Apas 370 nm | 7\ma§430 nm

Nitroso~-p-asetamido-
fenol
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Asetaminofen-oksifenbutazon-salisilamid tabletlerindeki
komponentlerin tayininin yapildigi spektrofotometrik ydntem-
de, nitrolama reaksiyonunu takiben aseton ve potasyumhidrok-

git ile olugturulan renkli kompleks bilegiklerin absorbansi
tayin edilmigtir(149).

o
1] NHCOCH
NHCOCH, NHCOCH, HekeH, 3
HNO3 , CH3COCH3 . H i
H,.SO, KOH - s O
2774 O,N NO, O.N g N\d
OH OH )

D.Heise ve J.C.Pfliiger fenasetin~fenazon-aminofenazon-sa-
lisilamid-kafein igeren analjezik ve antipiretiklerin spektro-
fotometrik analizinde kafein tayini icin etilasetatla isittik-
ten sonre p~-dimetilaminobenzaldehit ile asidik ortamda verdigi
mevi rengil 610 nm'de okumuslardir(150).

F.ll.Plakogiannis ve A.M.Saad asetaminofen-dikloralantipirin
kapsiillerinde asetaminofeni tayin etmek i¢in p-aminofenole hid-
roliz ettikten sonra vanilin ile verdigi sari renkli Schiff ba-
zin1 spektrofotometrik olarak Slg¢miiglerdir(l51).

NH» CHO

 OCH,
+ —_— HOQ%&CH 7 Non
OCH, —
OH OH

Vanilin
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Fenasetin-dipiron-piramidon ic¢eren karigimlarda dipironun
tayini igin sudeaki ¢dzeltisi alkali ortamda diazobenzensiilfo-~

nik asit ile reaksiyona sokulduktan sonra kolorimetrik olarak
belirlenmigtir(152).

Antipirin-kafein igeren cegitli kombinasyonlarda kafeinin
kantitatif analizi, maddeler bir kolonda ayrildiktan sonra
kloroformlu eluatl 276 nm'de okuyarak gerceklestirilmistir(153).

J.Levine aspirin-fenasetin~kafein igcemen tabletlerde par-
tisyon kromatografisini uygulayip, kolondan kloroform~eter
¢Ozeltisi gegirerek kafeini, kloroform-glasiyel asetik asit
¢6zeltisi gegirerek aspirini ayirmig ve spektrofotometrik o-
laraek kantitatif analize gegmigtir(1l54).Ayni karigimi kodein,
barbitliratlar veya antihistaminiklerle kombine halde igeren
tabletlerde de komponentler kromatografik metodla ayrildiktan
gonra yine spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir(155).

Bu gekilde kromatografik yontemlerle komponentlerin ayril-
diZ1 ve deha sonra ultraviole gpektrofotometrisiyle tayin e-~
dildigi arastirmalar aspirin-kafein-asetaminofen(156,157),
aspirin-fenasetin-kafein-itobarbital(158), kafein-fenasetin-sa-
lisilamid(159), salisilik asit-dimetilaminofenazon-antipirin-
-kafein-fenasetin(160), antipirin-fenasetin-kafein(161,162),
aspirin-salisilik asit(163), asetaminofen-fenilefrin hidroklo-
riir-kodeinfosfat~prilaminmaleat(164) ve asetaminofen~fenilefrin
hidrokloriir-difenhidramin hidrokloriir-askorbik asit(165) kari-
gamlari i¢in mevcuttur. '

K.Kitamure ve arkadaglari aespirin tebletlerindeki salisilik
asit ile aspirinin tayini ic¢in ikinci tiirev ultraviole spektro-
metrisiyle caligarak, %1 sitrik asit ihtive eden etanolde iki
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maddeyi yanyana tayin etmislerdir(166). D.G.Konstantianos ve
arkadaglari ise ikinci tilirev spektroskopisini tabletlerdeki ve

insan serumundaki aspirin ile salisilik asit teyinine uygula-
miglardir(1l67).

F.Onur ve N,Acar propilfenazon-kafein igeren tabletlerdeki
komponentlerin kantitatif analizini birinci tiirev ultraviole
spektrofotometrisiyle kloroform iginde, 308.2 ve 263.8 nm'de
gerceklestirmislerdir(168). Ayni arastiricilar bu ydntemi a-
setaminofen-fenprobamat tabletlerine kloroform iginde ve 260.0-
249.2 nm'de, aspirin-kafein tabletlerine etanol iginde ve 244.2
-258.2 nm'de uygulamiglardir(169,170).

M.F.Metwally ve arkadaglari ise kafein varliginda aspirin
tayini i¢in yine birinci tiirev ultraviele spektroskopisini kul-

lanarak, kafeinin sbsorbans gostermediggi 280-310 nm'lerde ga-
lismislardar(1l71).

Kafein-asetaminofen tabletlerinde birinci tiirev ultraviole
spektrofotometrisiyle yapilan kantitatif bir analiz ¢aligma-—
sinda etanol igindeki tlirev absorbans degerleri 218.6-244.2 nm'
de okunmustur(l72); bagkae bir ¢aligmada ise su ig¢indeki defer-
ler 205.4-216.2 nm'de tayin edilmistir(173). A.Cruz ve arkadas-
lary asetaminofen-kafein karigiminin kantitatif analizi ig¢in i-
kinci tilirev ultraviole spektroskopisini onermiglerdir(174).

M.A¢1kkol asetaminofen-mefenoksalon tabletlerinde liglincli
tiirev ultraviole spektroskopisiyle etanol ig¢ginde 239.4-249.8
nm'lerde g¢aligarak komponentleri tayin etmisgtir(175).

M.Ustiin ve S.Sungur effervesan tabletlerden aspirini ve as-~
korbik asidi 0.05 M siilfiirik asitle ekstre ettikten sonra, bi-
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rinci tiirev ultraviole spektrofotometrisiyle 258.2 ve 243.4
nm’lerde tayin etmiglerdir(176).

RsG.Lu aspirin-asetaminofen igeren tabletlerde aspirini

tlirev spektrometrisiyle, asetaminofeni ise tiirev almadan ta-
yin etmistir(1l77).

Farmasétik preparatlar igindeki aspirin-kafein-salisilik
asidin miktar tayininin infrared spektroskopisiyle gercekleg-
tirildiZi bir aragstirma G.Kister ve arkadaglari tarafindan
yvapilmigtir. Aspirin ig¢in 1765 cm™* deki, kafein ig¢in 1705
cm ~deki bandlarin giddeti caligmaya esas alinmistir(178).

Fenasetin-antipirin-kafein~aminopirin ve aspirin-~fenase-
tin-kafein igeren tabletlerde komponentlerin kentitatif ana-
lizinin niliklear magnetik resonans spektroskopisiyle gergek-
lestirildigi arastirmalar da mevcuttur(179,180).

2.5.2. Kromatografik Analiz ¥Yontemleri

H.Gdnshirt kafein ve mandelik asit benzil esteri igeren
tabletlerde ince tabaka kromatografisi ile kantitatif tayin
yapmis, solvent olarak siklohegzen-aseton (40:50) karigimini
kullanarak lekelerin yerini ultraviole igik altinda tespit
ettikten sonra metanoclle ekstre etmig ve kafeinin 273 nm'deki
absorpsiyonunu tayin etmigtir(181).

A.Pfandl fenasetin-kafein-aminofenazon~fenazon karigaimi
iceren tabletler lizerinde yaptigil ¢aligmada ince tabaka kro-
matografisi ile maddeleri ayirdiktan sonra lekelerin yerini

ultraviole 1@1k'alt1nda belirleyerek kantitatif analize geg-
migtir(182).
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WeSchlemmer ve E.Kammerl kafein-fenilefrin hidrokloriir
karisiminda ince tabaka kromaetografisi ile kantitatif ana-
liz yapmiglardir. PFPenilefrin hidrokloriiri alkali bir sol-
vent olan n-propanol-%25'1lik amonyak ¢dzeltisi (88:12) ile,
kafeini asidik bir solvent olan benzen-dietileter-glasiyel
asetik asit-metanol ¢dzeltisi (60:30:9:1) ile ayri ayri e-

valie ettikten sonra gpektrofotometrik olaresk tayin etmig-
lerdir(183).

Bu gekilde ince tabaka kromatografisi ile maddelerin
kantitetif olarak ayrildiktan sonra spektroskopik olarak
tayin edildigi caligmalar aspirin-fenasetin-kodeinfosfat-
-kafein~fenobarbital(184), fenasetin-kafein-karisoprodol
(185), aminofenazon-fenazon-fenasetin-kafein-etoksibenza-
mid-asetaminofen-metakualon(186), propilfenazon-asetami-
nofen-gayakolgliseroleter-kafein-aspirin(187), fenilefrin-
~asetaminofen~-askorbik asit-kafein ve fenazon-fenasetin-
~-kafein(188) karisimlari ic¢cin mevcuttur. '

Analjezik karigsimlarin kantitatif analizi en fazla yiik-
sek basingli sivi kromatografisiyle yapilmistir. D.Rosenbaum
aspirin~fenasetin-kafein~butobarbital igeren tablet ve kap-
giillerde ters faz yliksek hizli siva: kromaetografisiyle kompo-
nentlerin kantitatif analizini yaparken mobil faz olarak ase-
tonitril-%0.01 amonyumkarbonat ¢dzeltisini(40:60), internal
standart olarak p-klorasetanilid kullanmistir(189).

P.P.Ascione ve G,P.Chrekian aspirin~fenasetin-kafein ihti-
va eden kapsiillerde miktar tayinini yilksek basin¢li sivi kro-
matografisi ile gergeklegtirmiglerdir. Mobil faz olarak asetik
asit-kloroform (8:92) ¢vzeltisini kullanarak dedektdr cevabini
280 nm'de kaydetmiglerdir. Aspirin-salisilamid-fenasetin-kafe~
in-asetaminofen karigimi i¢in de mobil faz olarak metilenklo-
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riilr-kloroform-asetik asit (50:42:8) ¢dzeltisi kullanarak de-
dektdr cevabaini 254 nm’de almigslardar(1l90).

Asetaminofen-aspirin~kodeinfosfat igeren tablet ve supo-
zituarlarda ters faz yiliksek basin¢li saiva kromatografisiyle
yapilan bir caligmada mobil faz olarak metanol-su (36:64) ka-

risimi kullanilmig ve dedektor cevabi 240 nm'de kaydedilmig-
tir(191).

Asetaminofen-aspirin~kafein igeren tabletlerde ters faz
yliksek basing¢li sivi kromatografisi ile mobil faz olarak me-
tanol-1l M fosforik asit-%20 tetrametilamonyumhidroksit-su
karisiml, internal standart olarak N-(4-isopropoksifenil)aset-
amid kullanilmig ve dedektor cevabi 225 nm'de kaydedilmigtir
(192). Ayni karisim K.K.Verma ve arkadaglari tarafindan gali-
g1lmig, aspirin 3-aminofenol ile reaksiyona sokularak 3-hid-
roksiasetanilid tilirevi halinde ayrildiktan sonra mobil faz
olarak potasyumdihidrojenfosfat ile pH'si 3.60'e ayarlanmig
metanol ¢bzeltisi kullanilarak tayin edilmigtir(193).

COOH OH
(T —
OCOCH3

NH, NHCOCH:

A.El-Shenawany ve arkadasgslari ise intermal standart olarsk
salisilamid, mobil faz olarak %30°luk metenol ig¢indeki 0.01 M

potasyum dihidrojenfosfat ¢ozeltisinin (pH 2.7) kullenildiga

bir yiikgek basingli saivi kromatografisi metodu ile aspirin, ka-
fein ve asetaminofeni tayin etmiglerdir(194).
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K.Jd.Williams ve galigma arkedaglari asetaminofen-salisi-
lik esit-aspirin-kafein-fenasetinin gegitli oranlardeki ka-
rigimlarini ters faz yliksek basingli sivi kromatografisi ile
galigarak, drnek ¢dzeltisindeki kiicllk hacim deZigiklikleri-
nin ve mobil fazla karigmasinin, pik ylikseklik oranini ve do-
layisiyla kantitatif analizi etkiledigZini gostermiglerdir(195).

Aspirin-kafein-salisilamid-asetaminofen igeren tabletler-
deki komponentlerin kantitatif tayini i¢in uygulanan yiksek
basingli savi kromatografisi ydnteminde mobil faz olarak su ve
amonyumnitrat karigsimi(pH'si 9.2), internal standart olarak
benzoik asit kullanilarak, her bir komponentin pik alanindan
konsantrasyon tayinine geg¢ilmigtir(196).

Aspirin-kafein-salisilamid-asetaminofen-kodeinfogfat-fena-
gsetin karigiminin analizi ters faz yiiksek basing¢la saivi kroma-
tografisi ile nonpolar kolonda, pH'si fosfat tamponu ile 2.3'e
ayarlanmis mobil faz kullanilarak, degigsken dalga boylu ultra-
viole dedektdrde tayin edilmistir(197).

J.Fogel ve arkadaglari tabletlerdeki aspirin ve salisilik
asidi oktadesilsilen kolonda ters faz yiliksek basingli sivi kro-
matografisi metodu ile su-asetonitril-fosforik asit (76:24:0,.5)
mobil fazini kullanarak asnaliz etmislerdir(198).

Ayni yontemle aspirin~-asetaminofen-askorbik asit igeren
effervesan tabletlerdeki miktar tayini i¢in yepilan bir galig-
mada mobil faz metanol-0.2 M fosfat temponu-su (20:10:70), in-
ternal standart p-hidroksibenzoik asit se¢ilmigtir(199).

Asetaminofen-kafein-propilfenazon taebletlerinin kantitetif
tayini ig¢in ters faz yiiksek basingli sivi kromatografisi yonte~-
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miyle, mobil faz olarak metanol-su karigimi, internal standart
olarak fenasetin kullanilmis ve dedektdr cevabi 270 nm'de a-

linmigtir. Pik alani oranindan konsantrasyon tayinine ge¢il-
migtir(200).

Aspirin~kodeinfosfat-propilfenazon taebletlerinin ayni yodn~
temle tayininde ise asetaminofen internal standart olarak ter-
cih edilmis, dedektdr cevabi 284 nm'de alinmigtir(201).

H.L.Rau ve arkadaglari dipiron-diazepam ve dipiron-ibupro-
fen iceren dozaj sekillerinde ters faz yiiksek basing¢li siva
kromatografisi ile kantitatif aneliz yaparken mobil faz olarak

asetonitril-su~metanol (50:25:25) karigimini kullanmiglardir
(202,203) .

Yiiksek basingli sivi kromatografisi yontemi ile dipiron-
-asetaminofen-kafein-kodeinfosfat(204), kafein-potasyumsorbat
(205), asetaminofen-guaifenesin-dekstrometorfan hidrobromiir
(206), folkodin-asetaminofen-psddoefedrin-guaifenesin-paraben
tirevleri(207), asetaminofen~klorfeniraminmaleat-dekstrometor-
fan hidrobromiir(208,209) ve asetaminofen-fenilefrin klorhidrat

-karbinoksaminmaleat-noskapin(210) karlsihlarlnln kantitatif
analizleri yapilmigtair,

Fenasetin-salisilamid-kafein iceren analjezik karigimlarda
s1vl kromatografisi ile yapilan bir g¢asligmade internal stan-
dart olarak fluoren kullanilmigtir(21l).

Fenasetin-~salisilamid-kafein-asetaminofen-aspirin igeren
tabletlerdeki komponentlerin kantitatif analizi sivi kromatog-
rafisi ile birgok aragtiricilar tarafindan g¢aligilmigtir. R.Ge.
Baum ve F.F.Cantwell noniyonik poliakrilat reg¢ine igeren bir
kolonda, mobil faz olarak kloroform,etanol,etershegzan ile de-
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gigik oranlarda hazirlanan ikili ve ii¢lii karisimlari kullan-
mislardir(212). Bu sekilde sivi kromatografisi ile mobil faz
veya kolonda degigiklikler yaparak, ayni tablet karigimlarin-
da kantitatif analizler gergeklegtirilmigtir(213,214,215).

I.L.HBonigberg ve arkadaglari fenasetin-kafein-karisopro-
dol igeren tabletlerde normal faz sivi kromatografisi ile ge-
gitli solvent sistemlerini ve kolonlari deneyerek miktar ta-
yini yapmiglardir(216).

A.T.Melin ve Y.Askemark aspirin-fenazon-kafein-dekstrop-
oksifen igeren tabletlerde ve asetaminofen-aspirin-hidroksi-
zin-kodein-pentobarbital igeren tabletlerde komponentlerin
kantitatif analizini ters faz iyon ¢ifti kromatografisi ile
yapmiglar, M bondopek 018 kolonda c¢aligarak tetrabutilamon-

yumdihidrojenfosfat-asetonitril karigsimini mobil faz olarak
kullanmislardir(217).

M.R.Stevens farmastotik preparatlardaki kafeini gaz sivi
kromatografisi yontemiyle ve internal standart olarak nor-
triptilin hidrokloriir kullanarak yapmistir(218).

Asetaminofen-dikloralantipirin~-isometheptenmukat igeren
kapsiillerde gaz siva kromatografisiyle yapilan bir c¢alisgmada
internal standart olarak tuaminoheptansiilfat kullanilarak,

pik alanlari orani ile komponent konsantrasyonlari grafife ge-
¢irilmigtir(219).

Gaz sivi kromatografisiyle iki ayri supozituar karigimi
i¢gin A.Cometti ve arkadaglari tarafindan bir galigma yapil-
migtir. Lidokain-klorfeniraminmaleat- d- propoksifen hidroklo-
riir-kafein igeren supozituarlarda internal standart olarsk
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difenilamin, fenesetin-kafein-aminofenazon-fenalamid-klorfe-
niraminmaleat igeren supozituarlarde ise internal standart
olarak 6,2-klorotiyoksantin kullanilmistir(220).

Salisilamid-fenilpropanolamin hidrokloriir-kafein-klorfe-~
nireminmaleat-fenilefrin hidrokloriir-prilaminmaleat ihtiva
eden kapsiillerde gaz sivi kromatografisi ile yapilan bir ken-
titatif analiz c¢aligmasinda karigim,piridin-asetik anhidrit
igindeki 4-(dimetilamino)piridin ile muamele edilerek kompo-
nentlerin daha iyi ayrilmasi saglenmigtir(221).

S.L.Ali aspirin ve salisilik asit karisimini gaz sivi kro-
matografisi ile analiz etmeden once potasyumkarbonat ve metil-
iyodiir varliginda N,N-bis-trimetilsilil-trifluoroasetamid ve

N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroasetamid ile tiirevlendiril-
mistir(222).

Biyolojik savilarda aspirin, salisilik asit, salisilemid
tayini de gaz sivi kromatografisi ile gergeklegtirilmigtir,
Bu ¢aligmalarda internal standart olarak p- ve m-toluik asit
kullanilmistar(223,224).

Aspirin-fenasetin-kafein(225), fenasetin-kafein-antipirin-
—~dimetilaminoantipirin(226,227) igeren farmasdtik preparatlar-

de gaz kromatografisi yontemi ile kantitatif analizler yapil-
migstir,

JeR.Watson ve arkadaglari agspirin tabletlerindeki salisi-
lik asit ve aspirinin miktar tayinini gaz kromatografisiyle
yaparken once maddeleri tetrahidrofuran iginde diazometan ile
reaksiyona sokarak metil esterlerini olugturmuglardir. Bu ga-

ligmada internal standart olarask metil o-metoksibenzoat kulla~
nilmigtir(228).
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S.Marsovic ve Z.Kusec gaz kromatografisiyle asetaminofen-
~kafein-propoksifenazon tabletlerinin kantitatif analizinde
internal standart olarak etamfilini, butalbital-kafein-propil-
fenazon tabletlerinin kantitatif analizinde internal standart
olarak fenasetini kullanmiglardir(229,230).

2:5:3: Titrimetrik Angliz Yontemlerli

G.W.Brownlee fenasetin-aspirin-kodeinfosfat igerenm tablet
lerde li¢ komponenti ekstraksiyonla asyirarak fenasetini gravi-
metrik yontemle, aspirini hidrolize ugZrataip olusgan salisilik
asidi brom ile reaksiyona soktuktan sonra sodyumiyodiir gazel—
tisi ile agiga ¢ikan iyodu 0.1 N tiyosiilfat ¢ozeltisiyle tit-
re ederek, kodeinfosfati 0.01 N sodyumhidroksit g¢dzeltisiyle
titre ederek tayin etmistir(231).

Aspirin~fenasetin-kafein tabletlerindeki aspirin 0.25 N
sodyumhidroksit ¢dzeltisiyle fenolftalein indikatdrliiglinde
titre edilerek, kafein ise asidik ortamda iyot ilavesinden
gonra iyodun fazlasi nigasta indikatﬁrlﬁéﬁnde tiyosiilfat ¢o-
zeltisi ile titre edilerek tayin edilmistir(232).

C.Stainier ve Ch.Lapiére gegitli analjezik karigimlardaeki
kafeini birtakaim ekstraksiyon ve evoparasyon iglemleriyle a-

yirip hem gravimetrik, hem de iyodometrik titrasyon yontemiy-
le analiz etmislerdir(233).

H.Feltkamp kafein-sodyumbenzoati titrasyonla ayirmigtair.
Aseton ig¢inde ve bromtimol mavisi indikatdrliigiinde 0.1 N per-
klorik asitle pembe renge kadar titre ederek sodyumbenzoati
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tayin ettikten sonra, malehit yesili ile notralize edilmis
asetik anhidrit katarak, yine 0.1l N perklorik asitle, bu kez

turuncu renge kadar titre etmek suretiyle kafeini tayin et~
migtir(234).

M.Gachon ve arkadaglari dipiron-sodyummetadisiilfit ke~
risiminin kantitatif analizini titrimetrik ydntemle yapmig-
lar ve dipironu iyot ¢dzeltisiyle titre etmiglerdir(235).

S.N.Rao ve arkadaglari tabletlerdeki dipiron ve askorbik
agidin kantitetif analizini yaptiklari caligmada dipironu
hidrojenperoksit ile asidik ortamda okside etmek suretiyle
olugsan inorganik siilfatin gravimetrik olglmiiyle, askorbik
asidi de iyodometrik titrasyonla tayin etmiglerdir(236).

Kafein-amidopirin-dipiron igeren karaigimlarin miktar ta-
yini kloroform ile ekstraksiyondan sonra,kafein ig¢in organik
fazin 0.1 N perklorik asitle titre edilmesiyle, dipiron ig¢in
sulu fazin iyodimetrik titrasyonuyla gergeklegtirilmistir(237).

Dipiron~asetaminofen igeren farmasdtik preparatlar da
titrimetrik yontemlerle analiz edilmigtir. Karigim suda ¢o~
ziillerek dipiron ¢ozeltiye alinmig ve asidik ortamda potasyum-
hegzasiyanoferrat(III) ile reaksiyona sokulmustur. Kelan a-
setaminofen ise diliie hidroklorik asitte ¢Ozlildiikten sonra
patasyumhegzasiyanoferrat(III) ile reaksiyona sokulmustur.
Her iki resksiyondan arta kalan potasyumhegzasiyanoferrat(III)
0.1 N tiyosiilfat ¢ozeltisiyle nigasta indikatdrliigiinde ayri

ayri titre edilerek dipiron ve asetaminofen miktarlari hesap-
lanmigtar(238).
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S.Lin ve M.I.Blake aspirin ve barbitiirat kombinasyonlari-
ni iceren doza]j gekillerinde ekstraksiyon iglemi gerektirme-
yen susuz orteamde titrimetrik metodla miktar tayinini gergek-
lestirmiglerdir. Titrasyon ¢oziiclisii olarak benzen-metanol ka-
rigimi i¢indeki 0.1 N sodyummetoksit kullanarek titrasyonun

bitis noktasini potansiyometrilk olarak tayin etmislerdir(239,
240) .
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A.G.Fogg ve arkadaglari asetaminofen-aspirin tabletle~
rindeki miktar tayinini susuz ortamda 061|M tetra-n-butil~
amonyumhidroksit ¢6zeltisiyle potansiyometrik titrasyon ya-
parak gerceklestirmiglerdir(139).

Asetaminofen-salisilamid igeren dozaj gekillerinde susuz
ortamda potansiyometrik titrasyon 0.1 N lityummetoksit ¢o-
zeltisiyle yapilmistir. Salisilamid deha diigiik pKa degerine
sahip olduZu ic¢in titrasyon grafifinin ilk egrisine karsi-
1lik gelen miktardan, asetaminofen ise ikincisine kargilik ge-
len miktardan saptanmistir(241).

H.J.Rhodes ve arkadaglari aspirin, asetaminofen, salisil-
amid iceren ikili ve ligli kearigsimlarda susuz ortamda potansgi-
yometrik titrasyon ile miktar tayinleri yapmiglardir. Dimetil-
formamidli ortamda ¢aligmiglar ve titrasyon ¢dzeltisi olarak
tetrabutileamonyumhidroksit g¢dzeltisini kullanmiglardir(242).
Ayni c¢aligma asetaminofen ve barbitlirat kombinasyonlari igin

maddeleri kromatografik yolla bir kolonde syirdikten sonra
gergeklestirilmistir(243).

2,6 . KARTSIMLARDA KALITATIF ‘ANALIZ YONTEMELERI

I.L.Honigberg ve arkadaglari gegitli gurup ilag¢lar lizerin-
de yiiksek basingla sivi kromatografisi yonteml ile yaptiklari
kalitatif tayinde aspirin-asetaminofen karigimini da incele-
migslerdir. Oktadesil ve fenil kolonlardaki retensiyon zamen-
larini, mobil faz olarak gegitli oranlardaki amonyumkarbonat
ile asetonitril karigimi kullanarak tayin etmislerdir(244).



~50-

P,J.Twitchett ve A.C.Moffat'in yliksek basingli saivi kroma-
tografisi yontemiyle oktadesilsilan stasyoner fazini kullana-
rak otuz ilag maddesinin retensiyon hacimlerini belirledikle~
ri ¢aligmada, kolon etkinliginin asidik ve nétral maddeler i-
¢in iyi, bazik maddeler ig¢in zayaf olduZu bildirilerek aspi-~
rin, asetaminofen ve kafeinin farkli pH'lardaki metanol ¢o-
zeltilerinde retensiyon hacimleri verilmigtir(245,246), Aspi-
rin-asetaminofen~kafein karigimlarinin ayrilmasi i¢in yiiksek
basingli sivi kromatografisi ile degigik mobil faz kombinas-
yonlari ig¢in yapilan ¢egitli galigmalarda maddelerin reten-
giyon zamanlari tayin edilmigtir(247,248).

Asetaminofen~-fenasetin-~kafein karigiminin yiiksek basingli
sivi kromatografisi ile ayrildigi bir caligmada mobil faz o-
larak asetonitril-su-ortofosfat (18:81.9:0.1) karisimi ve 225
nm'deki ultraviole dedektdr kullanilmistir(249).

Y.Matsushima ve arkadaglari gegitli antipiretiklerle bir-
likte dipiron, kafein, asetaminofen ve aspirini yiliksek basing-
11 saiva kromatografisi yontemiyle farkli mobil faz bilegimle-

ri kullenarak ayirmis ve retensiyon zamenlarini teyin etmig-
lerdir(250).

Yiiksek basingli sivi kromatografisi ydntemiyle geligan I,
Jane ve arkadaglari 462 bilesik ile birlikte kafeinin de re-
tensiyon zamanini tayin etmislerdir(251).

ReGimet ve A.Filloux bir alkaloid karigimindaki diger mad-
delerle birlikte kafeini de ayirmak i¢in dietilamin-su-ster

mobil fazini ve 254 nmfdeki ultraviole dedektori kullanmiglar-
d1r(252),
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Benzer sekilde fenobarbital-amidopirin-kafein-nikotinamid
karisimi i¢in de, farkli mobil faz igeriZinin kullanildi@fi bir
caligsmada maddelerin ayrilmasi saglanmigtir(253).

Aspirin-fenasetin-kafein tabletlerinde ince tabaka kroma-
tografisiyle kalitatif analizin gergeklegtirildigi iki c¢alig-
mada tablet igerifi metanol ile ekstre edilmigtir. Metanol-a-
setik asit-eter-benzen(1l:18:60:120) ve kloroform-%90 formik
asit (20:0.1) solvent sistemleri kullanilarek, lekelerin yeri
ultraviole 1gik altinda tespit edilmistir(254,255).

W.J.Serfontein ve arkadaglari serum, idrar ve doku homo-
jenatlarindan 2-propanol ile ekstraksiyon yaparak bazik, a-
gsidik, notral ilaglara ayirmiglar ve iki boyutlu ince tabaka
kromatografisi uygulayarak lekelerin yerini ultraviole 1g1ik
ile ya da renklendirerek tespit etmislerdir. Bu ¢eligsmada as-
pirin, asetaminofen ve kafein ic¢in kloroform-aseton (9:1) ve
metanol-amonyak (100:1.5) solvent sistemindeki Rf degerleri
verilerek, lekelerin yeri ultraviole igikta belirlenmigtir(256).

Bu gekilde ince tabaka kromatografisiyle karisimlardaki
aspirin, kafein, dipiron ig¢in degigik solventlerde ¢aligila-
Tak Rf degerleri verilmis ve lekelerin yerlerl tespit edilmig-
tir(257,258,259,260,261).
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2.7. ABSORBANS ORANT YONTEMI ILE MIKTAR TAYINLERI vE

TsTarisTiki BILGILER

2.7.1. Ikili Karisimlarin Analizi

Q-Analizi de denilen bu ydntem 1ilk defa Almanya‘'de Hiifner
tarafindan kullanilmigtir. Dehe sonra ¢egitli arastiricilar
ikili karisimlarin analizi ig¢in absorbans orani tekniZini kul-~

lanirken g¢egitli modifikasyonlar yaparak metodun fonksiyonla-
rini artirmislardir(109,129,262,263,264,265),

Ixi maddenin spektrofotometrik eZrilerinden yararlanarak,
spektral karakteristiklerinin gegitll matematiksel egitlikler
yardimiyla relatif ve mutlak konsantrasyonlar ile ilisgkisini ve-~
ren formiiller tiretilmistir.Bu amagla, karigimdaki X ve Y mad-
delerinin varsayilan spektrumu Sekil-9'da verilmigtir.
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Sekil-9: X ve Y Maddelerinin varsayilan spektrofoiometrik
egrileri.
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Sekil-9'da iki egrinin kesigtiZi dalge boyu, iscabsorptir
dalga boyudur (sekilde mi=A3). Bu dalge boyunda karigimdaki
iki madde de ayni absorptivite degerine sshiptir.

Bu analizde karsilagilacak parametreler:
a=Absorptivite katsayisa

A=Absorbans

¢ =X Maddesinin mutlek konsantrasyonu(g/1l)
cy=Y Maddesinin mutlak konsantrasyonu(g/l)
b=Tabaka kalinligZil (genellikle 1 cm'dir)
A=Dalga boyu(nm)

FX=X Maddesinin relatif konsantrasyonu

Fy=Y Maddesinin relatif konsantrasyonu

Relatif Konsantrasyon Tayini

Grafikte X maddesi i¢in matematiksel bagintilar agegidaki
sekilde g¢ikarilir:

X Maddesinin maksimum absorbans gtsterdigi dalge bayu hﬁ’
isoabsorptif dalga boyu 7\3'diire

Karigimin %A'deki absorbansi:

A4==a6,b,cx+a1,b,cy

Karisimin p\,‘'deki absorbansi:
3

A3=a4obacx+a4°becy
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Bu iki absorbansin orani alinir ve Olgilimlerde ayni kiivet-
ler kullanildaga ig¢in b degerleri kaldirailair:

A4 a6ocx+alo cy
oooe.eotoooo(l)

A3 a4(cx+cy)

U .- s

Karigimdaki maddelerin relatif konsantrasyonlarinin topla-
mi l'e egittir:

M

F = T 009050000'00(2)

ooooaegooew(B)

Fy:l—Fx qacosgeeoeoo(4)

(1) Nolu egitliZin pay ve paydasi cx-:-cy ile bdlilnerek (2),
(3) ve (4) nolu bagintilar kullanilir. '
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A4 a6oFx‘falo ( l"Fx)
AB a4

A4 Fx(a6~a1)+al
AB a4

Absorbans oranini Qo ile veya Grnegin A4/A3 igin Q°:4s 3
geklinde gdsterebiliriz.

= T = F - L cecoc0o0o0s
QO As x\a4 By ) a4 (5)

Saf X ve Y maddeleri i¢in ayni dalga boylarindaki absor-
bans oranlari yazilirsa:

X Maddesi ig¢in:

Q _ (A4)x _ a6ebocx
X (AB)X a4°b,cx
8
Q= —2 teveeenes(6)
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Y Maddesi ig¢in:

Q= ———"x'—ii4§ = ——_.~____.y__a1°2'c
N 3y &4o o(.‘ay
ay
Qy" a4"" eoee.oeoo(7)

(6) ve (7) Nolu egitlikler (5)‘'de yerlegtirilir:

Q= Fi(QumQy)+ Q corensoscs(8)

Bu esitlik absorbans oramlari ile relatif konsantrasyon-
lar arasindaki iligkiyi gdstermektedir, Spektrofotometrik
tayinden elde edilen absorbans degerlerinin orani (Qo) ordi-~
nata, hazirlenan stendart ¢tzeltideki X maddesinin relatif
konsantrasyonlari absise gelecek gekilde'grafiée gecirilirse
(8) nolu egitlikte (QX-Qy) egimi, Qy ise kayimi verir.

Qo‘-;Absorbans orani

> F =X Maddesinin relatif kon-
’ ' santrasyonu

7 eéim=Qx-Qy=m

L

-l

sekil~10: QozFx(Qx“Qy)#Qy egitliginin grefifgi.
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Buredaki doZru y=mx+n tipindedir ve en kiiciik kareler
yontemine gdre katsayilari hesaplanarak (8) nolu egitlik-
te yerlegtirilip, relatif konsantrasyonlar bulunur.

Mutlak Konsantrasyon Tayini

Isoabsorptif dalga boyunda karigimin absorbansi:

A3=a4.b,c +a4@b@c

X y
Aqy= 4(c +C )
A
cx‘ﬁ'cy:__a‘%- ocvaeooeooooo(g)

Cy _ A3
Fx 8y
A
= 3
CXGFXOE; oeeeoaeonoeon(ll)
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(8) NWolu egitlik yeniden diizenlenir ve (11) nolu egitlikte
yerine konur:

P = _EQ—_QL
x Q-Qy
R 1

cx= A oeeoooeooooo-(12)

Karisimdaki Y maddesinin mutlak konsantrasyonu ya ayni
islemler Y'nin maksimum absorbens gosterdigi dalge boyu ile
isoabsorptif delge boyu kullanilarsk, ya da (9) nolu formiil-
den agagidaki gekilde heasaplanir:

A
3
C oy = —-a4
A
e.= —2— -c

y a4 x BO@QDOBQO@QBO(IB)
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2,7.2, Uclii Karisimlarin Analizi

Karigimdaki maddelerin varsayilan spektrumlari
iist liste ¢izildigi zaman, li¢ komponentten iki tanesi ig¢in

karakteristik isoabsorptif dalga boyu tespit edilebilir
(266).

°7 ? %~
R N
: 47 N\
I.>I<J 06 ﬁ . Fi S
o .
z - |} /
o o
= 0 ) 7
e | A D
« 04 “ \X A
m G X
g . LI \‘l
, 3 Ak
¥ a ;
= I
. 4 y )
b2 = : ~
a0, 7 N

-2 3 4 .9
WAVELENGTH

Sekil~11: X, ¥, Z Maddelerinin varsayilan spektrofotometrik
egrileri.

Kantitetif tayine gecmek igin gerekli olan matematiksel
egitlikler agagidaki gekilde hesaplanir.



Qe

X Maddesinin meksimum absorbamns gtsterdigi delga boyu %5
9

X ve Y komponentlerinin iscabsorptif dalga boyu‘?\4'tiire EKara-
§1m1n7\5 ve h4’deki absorbanslari yazilip, birbirine oranle-
nirsas

Ag ) BreD.Cy asab.cy+ 8,.b.c, o
A4 asabecx‘f a6°b.cy+ a2°b'cz ccooo0o0coeo0e
c c c
an X 9 Fy; 5 ’ Fz= z
0x+0y+cz Cx?cy?cz cx+cy+cz
FX+Fy*Fz=1
F&FlﬂFz—Fx

Yukaridaeki relatif konsantrasyanlar (14) egitliginde yerine
konulup, denklem Fx ve Fz'ye bagli hale getirildikten sonra
her iki tarafz 8¢ ile bOliniir:

& F ag ( la-Fz—Fx)
a +

alon
6 &g

%6

+

As

A =

4 ag(1~F,) ay.F,

a S —
6 a6

90030900(15)




-

Saf X ve Y maddeleri igin ayni dalga boylarindaki oran:

(AL) .b.c
(AS)X - 87 , x (AS)y ~ a5°b°cy
8,.beC —_—— = ————
4'x 6 x (AA)y a6°b°°y
a
Qx:_al_J ceee.(16) Q=2 |oeee. (D)

(16) ve (17) nolu esitlikler (15)'de yerlestirilirse:

&1
FX(QX"Qy)'!' FZ(-—éfé —Qy)+ Qy
oeo-ooeoo(le)

8>
1+ Fz(fé—é-l)

Bu esgitlik iki bilinmeyenlidir ve karigimdeki komponent-
lerin analizinde kullanilabilmesi i¢in iki bilinmeyenli bir
esitlik daha tiretmemiz gerekir. Bu amac¢cla yine X ve Y kom-
ponentleri igin,)\3 ve7\4 dalga boyundaki absorbans oranlari
benzer gekilde c¢ikarilarak agagideki baginti elde edilir:

8
3
F_(Q-Q )+ F_(==-2_)+ Q
X UKy Y z'a
! ! 6 571 y1 Gosoeea(lg)

151
%
1+ FZ(Eé-l)
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(18) ve (19) Esitlikleriyle bir karigamdaki lic komponent-
ten iki tanesinin fraksiyonu hesaplanabilir.

Eger karisamdaki ilic komponent ortak bir isoabsorptif del-

ga boyuna sahipse (sekil-l2), bu takdirde yukaridaki egitlik-
ler daha basitlegir.

Og y
07 .-' - - .’Q(\
e g N
AN B .
> Og —— T :
w 14
o ] y
= o l./, \
> S * 1 \
) 1 e 4 1
i : 1 /" %
o %4 }— 1% 4 ¥
[+ 4 g (I {
AR 4 A0 ‘
= %3 = vy r
. S
r L }
oy - \
e R = H
1 / f
U‘ f.
. \‘
Y A
Iy S
-2 3 4 5 A

WAVELENGTH

Sekil-12: Ortak iscabsorptif 6zellik gosteren X,Y,2

maddelerinin varsayilan spektrofotometrik
egrileri.

Kantitatif aneliz icin gereken formiiller yukarida verilen-
lere benzer gekilde, fakat bu kez saf X ve Y maddeleri ile bir-
likte saf Z maddesinin de'(As)z/(A4)z ve (AB)Z/(A4)Z oranlari
dahil edilerek hesaplanir ve agagideki egitlikler elde edilir:
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Q= P(Q=Q0)+ Fp(Q=Q )+ Q | +eenreeneen..(20)

Qe Fr(QerQp)+ Fi(QmQp)+ %, cessesossesas(2l)

Bu iki egitlikten karaigsimdaki X ve Z komponentlerinin
fraksiyonlari hesaplanabilir.

Uclii karisimdaki komponentlerden birisinin fraksiyonu sa-
bit tutulur ve diger iki komponenttem birinin fraksiyonuna
karsi absorbans oranlari grafige gecirilirse, y=mx+n tipinde
bir dogru elde edilir -ki bu durumda enaliz islemi dsha da
basitlesir Bu dogrunun efim ve keyim degerleri Z'nin freksiyo-
nuna beglidair. Eger Z'min fraksiyonu degistirilirse, ¢izi-
len dogru oncekine paralel olacaktir. Bu sekilde, sebit Z
fraksiyonlarine bagli olarak ¢izilen paralel dogrular ayni
egime, fakat farkli kayim degerine sahiptir (sekil-13).

) #

Q Q -
o 0
1
o2

,/////qé
i ®o C' 1’

i

!

1

Py Ty

Sekil-13: Z'nin Sabit tutuldugu grafikler.
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Bu sekilde sebit Z fraksiyonunda Fx ve Fy icin c¢izilen
dogrunun m ve n degerleri (12) nolu esitlikte yerine konarak
X ve ¥Y'nin mutlak konsantrasyonlari teyin edilir. Z'min Mutlak
konsantrasyonunu hesaplamak i¢in, karisimin iscabsorptif dalga
boyundaki absorbansindan hareketle agagideki egitlik tliretilir:

A4= a6.b.cx+ aseb.cy+ aé,bocz
A4= 8.6( Cx+0

y+cz)

A
J"‘Cx—c oeoeoeooo.o'o(zz)

2.7+3. Istetistiki Bilgiler

En Kiiciik Kareler Yontemicz

Absorbans oranlari ve relatif konsantrasyonlar arasinda ¢i-
zilen dogru lineerdir ve dogre denklemi y=mx+n ile ifade edilir.
m ve n Deferleri asafidaki sekilde hesaplanir{267):



5=

_ 2xi0 Zyi- Nzxioyi

m-— 2 . SOO.OQOOOGBOOO(23)
(in) -Ninz

S xi.yi.z x5 S Vye inz

n: 000000@..9000000006(24)

2
Ex)°- NinZ

N = Deney sayisa

Regresyvon Analizi:

Gizilen dogZrunun lineer olup olmadigini gdstermek igin kul-
lanilen bir yontemdir. EZer noktalar tam dogru ilizerinde ise r
degeri 1l'e esittir. O nedenle r degerinin l'e yekin olmasi iste-
nir., Asagidaki formiille hesaplanir(267):

NZX;ey4~2%3-5 T4

= r— ~ - 099090;05006(25)
\f 5Zf-xp? | N 3,%- 5]
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Standaert Sapma:

Yukarada anlatilan bir dizi islem sonunda kurulan yontemin
duyarliligini belirlemek i¢in standart sapmasi asagidaki formii-
le gbre hesaplanir(267):

T (x.-% )2
S= 1 OGO...QOQOIOOO(26)
[ N-1

Gliven Aralifi:

Gergek deger ile ortalama deger arasindeki iliskinin belirli
bir gilivenilirlik derecesinde belirlenmesidir(267).

fA=Et coessosscsscss(27)

t Degeri istatistiki bir faktér olup, deney sayisina bagla
olarak belirli glivenilirlik diizeyleri ig¢im tablo halinde wveril-
migtir.
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Ikxi Ortaleme Degerin Karsilastirilmasi:

Elde edilen sonuclarin, ayni meddelerin tayin edildigi baske
bir yontemle karsilagtirilmasi amaciyla uygulanir.

S 1 1
’xa"xb‘<: t.S '}§‘+ m
p a b

09000900090059(28)

Esitlikteki durum saglaniyorsa iki yontem arasindski fark
Onemsizdir,

2 2
(Nafl)sa 4—(Nb-l)Sb
S=\ 000000000300(29)

p -
K a+N.b 2

)

X,= 8 Yontemi ile buldufumuz sonuc¢larin ortalamasi
'E$=»b Yontemi ile buldugumuz sonug¢larin ortalamasi
Na==a Yontemindeki 6l¢iim sayisa

Nb==b Yontemindeki ©lgliim seayisi

Sa==a Yonteminin: standart sapmasi

Sb==b Yonteminin standart sapmasi

£ Degeri (Nabe) icin gesgitli gilivenilirlik dlizeylerinde
tablolar helinde verilmistir.
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P~-Testic:

iki yontemin standart sapmasini karsilagtirmak igin uygulanar.

2 oeeaooooeooo(BO)

P>1 olmasi istenir. FP'nin l1l'den biiylik olmasi i¢in daima bii-
yigiin kiigliZe orani alinmalidir. Bu gsekilde hesaplanan F degeri,
Na ve Nb deney sayilari ic¢in belirli glivenilirlik dlizeyinde tab-
lodan okunam FT degeri ile kargilagtirilir. Eger F>FT ise iki
y tntemin duyerliligi arasinda Snemli bir fark vardir(267).



3. DENEYSEL BOLUN

3.1. KULLANILAN MATERYAL

3.1.1. Kimyasal Madde ve (oziiciiler

Bu gall§mada asetaminofenl, aSpirinz, dipiromn

gtandart olarak kullanmilda.

3 4

ve kafein

Gozlicli olarak %95'lik etanol, distle su ve 0.1 N hidroklorik
esit kullanildi. Distle su cam kaplarda saklandi ve 24 saat i-
¢inde tiketildi.

0.1 N Hidroklorik asit hazirlamaek icin 8.3 ml derigik hidro-

klorik agit (d=1.19, %37, Merck) distle suyla 1000 ml'ye tamam-
landi ve 24 saat iginde tiiketildi.

3.1.2, Arac ve Gerecler

Ultraevicle Spektrofotometre Shimaedzu UV-2100 S
Terazi Sartorius A4.200.S
Santrifiij Hettich EBA 3S
Ultrasonik Banyo Bransonic Model B 104879
Etiiv Niive F 400

Kuvartz Kilivetler

1)Sanovel, 2)Atabay, 3)Hoesct, 4)Ibrahim Ethem Ila¢ Firmalarinden
temin edilmistir.
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3.2, ASPIRIN-KAFEIN KARISIMININ ABSORBANS ORANI YUETENT
ILE MIKTAR TAYINI

3021, DENEY KOSULLARININ SAPTANMASI

3.2.1.1. Dalga Boyu Secimi

Esit konsantrasyonda hazirlenan aspirin ve kafein ¢dzelti-
lerinin 190-300 nm arasinda %95°'lik etemol icinde alinan spekt-
rumunda aspirin 207 nm'de , kafein ise 271.7 ve 210 nm'de mak-
simum absorbans gtsterdi (sekil-1l4 ve sekil-15). Calisma dalge
boyu olarek 271.7 nm seg¢ildi.

— =

. L 1w

g o 31 o

(S o Qo

e : d =

» —— -:}-t()
o [ .

o f 15

<o 1 ©
— 8 .
> F 3
o L 3
w » -4

o I 1o

(S J v

ok 4 ©

o 1 o
5 .

? - { i )L 1 ; 1 1 ! ! 1 F 1<

i . o

8 190 200 220 240 260 280 300 &

- o

- {nm>

Sekil-14: Aspirinin ultravicle spektrumu (%95°1lik etanolde).
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2

: Isoabsorptif Balge boyu .

Sekil-16



Ixi spektrumun iist iiste ¢izdirilmesiyle kesisim noktalari
yani espirin ve kafeinin ayni absorbansi gtsterdigi dalga boy-
lari 220.4 ve 241.4 nm olarak tespit edildi (isoabsorptif dal~
ga boyu, sekil-16),

302.1.2. Konsantrasyon Tayini

Stok aspirin ¢dzeltisi:s

100 mg Aspirin 100 ml'lik balon jojede %95°'1lik etanolle hsac-
mine tamamlandi. Beg dakika ultrasonik banyoda tutularak tam bir
gbziinme saglandir. Bu ¢dzeltiden alinen 10 ml, 100 ml®*lik balon
jojede %95'1ik etanolle hacmine tamamlandi. Bu gekilde hazirlae-
nan stok aspirin ¢dzeltisinin konsantrasyonu looipg/ml'dir.

Stok kafein ¢dzeltisi:

100 mg Kafein 100 ml'lik balon jojede %95'1lik etanolle hac—
mine tamamlandi. On dakika ultrasonik banyoda tutulersk tam bir
¢6ziinme seglandi. Bu ¢bzeltiden alinan 10 ml, 100 mlflik balon
jojede %95'1lik etanolle hacmine tamamlandi. Bu gekilde hazirle-
nan stok kafein g¢6zeltisinin komsantrasyonu 100 pg/ml'dir.

Yukaridaki sekilde hazirlanan stok ¢ozeltilerden, 50 mli’lik
balon jojelerde %95°1lik etamnolle bir seri seyreltme yaparask stan-
dart ¢ozeltiler hazirlendi. Bu ¢dzeltilerin 220.4, 241.4 ve 271.7
nm'lerdeki absorbensleri tespit edildi. Galigmalar {ic kez tekrar-

lanarak, iig geéerin ortalemasi alindi. Elde edilen sonuglar tab-
lo-1l ve teblo-2'de gtriilmektedir.
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Tablo-l: Stok aspirin ve kafein ¢8zeltileriyle hazirlanan

seyreltmeler.
C. [+]
No "k Vas °k ®as C Ec c Eﬁ
(ml) (ml) (pgyml) (pg/ml) k' “as k™ “as
1 | 5.00 5.00 10,0 10,0 0.5000 0.5000
2 5000 6000 10@0 12“0 0o4545 0a5455
3 | 5,00 7.00 | 10,0 ! 14 .0 0.4167 0.5833
4 | 5.00 8.00 | 10.0 | 16 .0 0.3846 | 0.6154
5 | 3.50 8,50 7.0 ’ 17 .0 0.2917 0,7083 !
6 | 2,50 9.00 540 18.0 0.2174 | 0.7826 !
7 | 1.50 10.00 3.0 20 .0 0.1304 | 0.8696 g
8 | 1.00 10,00 2.0 20 .0 0.,0909 0.9091
9 | 0,75 10,00 1.5 20 .0 0.0698 | 0.9302 |
é |
Cos™ aspirin konsantrasyonu, )= kafein komsantrasyonu

Tablo-2: 220.4, 241.4 ve 271.7 nm’de alinan absorbamslar.

Ho (Ai)l gAi)Z Ay
(220.4 nm) (241.4 nm) (271.7 nm)
1 0.7583 0.,2157 0.5120
2 0.8353 0.2360 0.5240
3 0.9087 0.2577 0.5383
4 0.9833 0.2767 0.5380
5 0.9040 0.2517 0.3993
6 0.8747 0.2430 0.3143
| 7 0.8670 0.2347 0.2297
| 8 0.8347 0.2277 0.1850
é 9 | 0.8157 0.2200 0.1607
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30262, Olcii B¥risinin Hazirlenmasi

Elde edilen sonuc¢lar oOnceki bolimde verilen ebsorbans oran-
lari yontemine gore grafige geg¢irildi ve en kiiglik kareler yon-
temine gbre dogru denklemi hesaplandi. Grafik degerleri tablo-
3'de goriilmektedir.

Tablo-3: Elde edilen absorbans deZerleri ile yapilan hesap-

lamalsr.

ck Ak AK
No
1 0.5000 0.6752 2.3737
2 0.4545 0.6273 2.2203
3 0.4167 0.5924 2.0889
4 0.3846 0.5471 1.9443
5 0.2917 0.4417 . 1.5864
6 0.2174 0.3593 | 1.2934
7 0.1304 0.2649 ‘' 0.9787
8 0.0909 0.2216 - 0.8125
9 0.0698 0,1970 . 0.7304

Kafeinin relatif konsantrasyenlari absise, absorbans oranlari
ordineta yerlegtirilerek hazirlanan grafik sekil-17 ve gekil-18"de
goriilmektedir,
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¥y= 1.1189x+ 0.1185

= 0,9998

0.0 0.5 ck
®k*Cas

$ekil-17: A, /(A;), Degerlerine karsi kafeinin relatif kon-
santrasyonlarinin grafigi.

yz 308492"’ 004655
= 0.9999

. : " d [+
0.0 0.5 __k__

Sekil-18: Ak/(Ai)g Degerlerine karsi kafeinin relatif kon-
sentrasyonlarinin grafigi,



362030 Standart Cozeltilerin Kontrolil

Yontemin uygulanmasi igin gerekli clen isoabsorptif dalge
boylarindeki absorptivite katsayilara as(Ai/cT).lOOO formiilii-
ne gors (cT, lclilen karisimin toplam konsantrasyonu) hesap-
landy ve tablo-4'de verildi.

Tablo-4: Isoabsorptif dalge boylarindeki absorptivite kat-

sayilari.
No °T e
(fe/ml) 1 2
1 20.0 37.915 10.785
2 22.0 37.968 10.727
3 2490 370862 109737
4 26.0 37.819" 10.642
5 24.0 37.666 10.487
6 | 23.0 38,030 10.565
T 23.0 37.695 10.204
8 22.0 37.941 10.350
9 2105 : 37@939 109232
§i=37@871 §é=10,525

Onceki boitimlerde verilen (12,13,26,27) nolu formiillerde il-
gili parametreler yerine konarsk yapilan hessplamalerin sonucla-
r1 teblo~5 ve tablo-6'des verilmigtir.
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Tablo-57 Ak/(Ai)1 ile yapilan degerlendirmeler.

Hezirlanen . Bulunan % Hezirlanan Bulunan %
ckQMg/ml) cngg/ml) Kafein cas(yg/ml) c o(rg/ml)| Asp.
10 9.9624 99,62 10 10,0609 100.61
10 10.0298 100.30 12 12.0267 100.22
10 10,1627 101.63 14 13,8320 98.80
{ 10 9.9458 99,46 16 16.0187 100.12
7 6.8951 98.50 17 16.9755 99.86
5 4.9707 99.41 18 18.1262 100.70
; 3 2.9954 99.85 20 19.8982 99.49
; 2 2.0309 101.54 20 20.0088 100.05
i 1.5 1.5111 100.74 20 20.0279 !100.14
1 | _
xk= 100.12 'ias = 100.00
S, = : D
k 1.0368 Sas-— 0.5773

Bslim 2.7.3.'de verilen (27)nolu formiilden yararlanarak
giiven aralifi hesaplandi. Taeblodan %95 glivenilirlik diizeyi icin
t degeri 2.31 olarak bulundu.

Kafein i¢in

M= 100.12%0.80

Aspirin igin Mg =100.00%0.44
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Tablo~6: Ak/ (A.i)2 ile yapilan degerlendirmeler.

Hazirlanan Bulunan % Hazirlanan Bulunan . %
ckovg/ml) ck(ﬂg/ml) Kafein cas(ﬁg/ml) casgﬂg/ml) Asp.
10 10.1590 101.59 10 10.3337 103.34
10 10.2216 102.21 | 12 12,1997 101.66
10 10.3257 103.26 14 14,1572 101.12
10 10.0994 100.99 - 16 16,1886 101.18
T 6.9635 99.48 17 16.9494 99.70
5 4.9655 99,31 18 18.1208 100.67
3 2.9729 99.10 20 19.3249 96,62
2 1.9502 97.51 20 19,6826 98.41
1.5 1.4384 95.89 20 19.4628 i 97,31
ik = 99,93 ias = 100,00
Sk = 2.3351 sas = 2.1876

%95 Givenilirlik diizeyi igim t=2.31
s - +
Kafein igin M, =99,93%1.80

Aspirin icin /»a;loa,ooil,sa

Goriildiigil gibi bu ybntem %6.98-50 oraninda kafein ve %50-93.02
orsninda aspirin igeren garlglmlara uygulanabilmektedir. Galigme
konsantrasyon arali¥i kafein igin 1.5-10 pg/ml, aspirin iginm
10-20 pg/ml'dir,
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Yapilan dlclimlerin hassasiyetini saptamak smaciyls ayni
konsantrasyondaki ¢dzeltiden (ck=céé=qug/ml olan 1 nolu sey-
reltme) on kez hazirlanarak absorbanslari tayin edildi ve £26)
nolu formiile gbre standart sapmasi hesaplandi(teblo-T).

Tablo-T7: 10 Mg/ml Kafein ve 10Mg/ml aspirin igeren keri-~
simin ebsorbansinin on kez tayini.

(4;)4 (4,), A,
0.767 0.223 0.523
0.761 0.201 0,522
0.756 0.202 0.513
0,746 0.220 0.507
0.758 0.215 0.510
0.765 0.209 0.504
0.758 0.217 0.511
0.751 0.215 0.515
0.765 0.229 0.509
0.756 0.226 0.506
(A4;);=0.7583 (4,),70.2157 4,=0.5120
S =0,0066 S =0.0095 S =0.0064

Yontemimizin Beer Kanununa uygunlufu karigimdaki kafein ve
aspirin miktarlari sirayla sabit tutularak asbsorbans ve konsant-
rasyon arasinda g¢gizilen grafigin lineer olmasiyle kanmitlandi.
Bunun igin stok aspirin ve stok kafein g¢Ozeltileri ile
bir geri seyreltme yaparak caligsildi. Aspirin konsantrasyonun
sabit tutuldugu seyreltmeler ve Olgiim sonmuglari tablo-8'de, bu-
ne gore c¢izilen grafikler gekil-19, sekil-20, sekil-21°'de veril-
mistir.
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Tablo-8: ¢, =10 Mg/ml (sebit) iken sonuglar.

Vi Cy (44)4 (23)5 Ay
(m1) (mg/ml)

5.0 10 0.728 0.215 0.513
4.0 8 0.670 0.192 0.416
3.0 6 0.581 0.166 0.312
2,5 5 0.543 0.151 0.275
2,0 4 0.519 0.145 0.220
1.5 3 0.464 0,132 0.181
1.0 2 0.426 0.120 0.125
0.5 1 0.387 0.108 0.087

IT= 009980

0.0 i ! e : ; et —1

0.0 10.0
CONC (kafein)

Sekil-19: 220.4 nm'da Cas sebit iken grafik.




Abs
0.3

r=0,9987
+
0.0 L 4 e ——i
0.0 10.0
CONC (Kafein)
Sekil-20: 241..4 nm’de Cyg S8bit iken grafik.
Abs
0.6 +
r=0.99%4

Ogo b i - H N .
T T o T U ¥ T

0.0 . '10.0
CONC {(Kafein)

Sekil-21: 271.7 nm'de ¢ sabit iken grafik.

as
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Kafein konsantrasyonunun sabit tutulduZu seyreltmeler ve
6l¢ilim sonuglari tablo~-9'de, bune gdre c¢izilen grafikler gekil-
22, sekil-23, sekil-24°'de verilmistir.

Tablo-9: ¢,=5 Meg/ml (sabit) iken sonuglar.

Vas Cas (45)5 (45)5 Ay
{ml) (Mg/ml)

22,5 45 1.914 0.519 0.458
19,0 38 1.634 0.447 0.425
15.0 30 1.342 0.360 0.378
12.0 24 1,119 0.308 0.352
9.0 18 0.870 0.233 0.316
6.0 12 0.634 0.175 0.290
4.0 8 0.497 0.138 0.268
2.5 5 0.377 0.104 0.258

Abs

r= 009999

0.0 T 50L0
CONC  (ASPIRIN)

Sekil-22: 220.4 nm'de Cy sabit iken grafik.



~83-

fibs

r=0.9997
0.0 e
0.0 50.0
CONC  (ASPIRIN)
Sekil-23: 241.4 nm'de Sy sabit iken grafik.
Abs
r=0.9992

0.0

co  50.0
CONC  (ASPIRIN)

§ekii—24: 271.7 nm'de Cy sebit iken grafik.
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3e2.40. YOntemin Taebletlere Uygulsnmasi

Ulkemizde kullanilmakta olen ve her bir tabletinde 500 mg
espirin ve 50 mg kafein ihtiva eden formiilasyon sekli kulle-
nildi. Geligtirilen yontem izlenerek miktar tayinleri gergek-
lestirildi.

20 Teblet tartilarak (13.11 g) havanda iyice toz edildi.
Bundan 110 mg tartilerak 40 ml %95'1ik etanolle ultrasonik ban-
yoda 15 dakike tutuldu ve ¢ozlinen kisim siiziildii, ¢ozlinmeden ka-
lan kisme ayni islem 35 ml etanolle bir kez deha tekrarlandi.
Gokelti etanolle yikanarsk 100 ml hacme tamamlandi. Bu ¢ozelti-
den alinen 10 ml, 100 ml'lik balon jojede etanolle hacmine ta-
mamlandi. Hazirlanan bu stok ¢dzeltideki aspirin konsantrasyonu
83.9 pg/ml, kafein konsantrasyonu 8.3905/Mg/m1'dir.

Stok g¢bzeltisinden 50 ml'lik belon jojede etanolle seyrel-
terek hazirlenan alti farkli konsantrasyondeki ¢dzeltilerin ab-
sorbanslari belirlenen dalga boylarinda okundu. Galigme lic kez
tekrarlanarak ortalamalari kullanildi., Sonuglar tablo-10°da
goriilmektedir,

Tablo-10: 500 mg Aspirin ve 50 mg kafein igeren tabletlerden
hazirlanen Seyreltmeler ve absorbans degerleri.

v Cas Sy (45)4 (45)5 &y

(ml) (#g/ml) (Mg/ml)

9.0 15.1020 1.5103 0.6300 | 0.1690 0.1393
9.5 15.9410 1.5942 0.6617 | 0.1780 0.1460
10,0 16.7800 1.6781 0.6960 | 0.1890 0.1540
10.5 17.6190 1.7620 0.7370 | 0.1980 0.1613
11.0 18.4580 1.8459 0.7740 | 0.2107 0.1710
11.5 19.2970 1.9298 0.8020 | 0.2170 0.1780




Bu degerlerin (12), (13), (26), (27) nolu formiillerde
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ye~

rine konmasiyla tablé-11l ve tablo-12'de verilen sonuglar elde

edilmigtir.

Teblo-11: Ak/(Ai)l'e gére 500 mg aspirin ve 50 mg kafein
igceren tebletlerde sonuglar.

Bir tab- Bir
Hazirlanan Bulunan . | letteki | Hazirlanen .Bulunan .| teb.de
ck(/‘g/ml) ck(/ug/ml) kafein cas(/*g/ml) cas(/vg/ml) asp.
(mg) (mg)
1.5103 1.5256 50,51 [15.1020 15.1099 500,26
1.5942 1.5951 50,03 15.9410 15.8774 498.00
1.6781 1.6879 50.29 16.7800 16,6903 497.33
1.7620 1.7455 49.53 17.6190 17.7153 502.73
1.8459 1.8710 50.68 18.4580 18.5668 502.95
1.9298 1.9579 50,73 19.2970 19.2193 497.99
ik = 50029 ias = 499089
Sk= 0.4559 S@s = 2.5020

%95 Glivenilirlik diizeyi igin t=2.57

Kafein ig¢in

Py

50.29%0.48

Aspirin igin M = 499.89%2,62
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Teblo-12: Ak/(Ai)a'ye gére 500 mg aspirin ve 50 mg kafein
igeren tabletlerde sonuglar.

Bir teb- Bir tab-

Hazirlanan Bulunan letteki Hazirlanan Bulunan letteki

ck(}/\g/ml) ck(;«g/ml) kafein cas(/.«g/ml) cas()kg/ml) aspirin

(mg) (mg)

1.5103 1.4965 49.54 15.1020 14,5594 482.03
1.5942 1.5584 48,88 15.9410 15.35886 481.54
1.6781 1.6295 48,55 16,7800 16,3265 486.49
1.7620 1.7063 48.42 17.6190 17.1048 485.41
1.8459 1.7998 48,75 18.4580 18,2179 493,49
1.,9298 1.9002 49.23 19,2970 18.7160 484,95
48,90 ias==485.65
= 0.4229 Sgsz 4,3062

%95 Giivenilirlik diizeyi igin t=2.57

Kafein igin  f, = 48.90%0.44

Aspirin icin /was=‘485,6514,52

Bu sonuglari ylizdeye gevirdifimiz zaman Ak/(Ai)l igin %100.58
kefein ve %99.98 agpirin, Ak/(é.i)2 icin %97.8 kafein ve %97.13 as-
pirin bulunur.

Her iki isoabsorptif dalge boyu kullanilarak elde edilen so-
nu¢ler aspirin ve kafein igin farmekopede verilen sinirlara uymek-
tadir. Farmakopede aspirin igin %95-105 , kafein icin %95-~105 ve-
rilmektedir({268),
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3:2.5. Gelistirilen Yontem ile Literatiir Yontemi Sonucleri-
nin Karsilastirilmasi

Stendart Karigimlarda Mukayese:

oAtay vePBulut aebsorbans oranlari teknigi ile g¢alismislar ve
0.1 N hidroklorik asit ig¢inde spektrum almiglerdir.Aspirin igin
228 nm, kafein i¢in 272 nm'de galigmigler ve isoabsorptif dalgs
boyunu 243.8 nm olarak belirlemiglerdir. Calismalarinda 10 kon-
santrasyon icin ortalama aspirin ylizdesi %99.9 (S=2.4), kafein
ylizdesi %101.5 (S=1.6) bulunmugtur(1l1l6). Bu yontem "iki ortala-
manin karsilastirilmasi” ve "F testine gotre, gelistirdigimiz
yontemle mukayese edildi.

*Tki ortalamanin karsilastirilmaesi ydntemi"ne gdre:

(Ai)l'de Aspirin icin:

N =10 54=2.4 %,=99+9
N, =9 §,=0.5773 %,=100.00

(Literatiir yontemi "a® ile, gelestirdigimiz ydntem "b" ile belir-
tildi.)

%95 Giivenilirlik diizeyi igin t=2.11
Bo6liim (2.7-.3.)'de verilen (28) ve (29) nolu bafintilar kullenile-
rak agagidaki sonuglar elde edildi.

- 1 1 _ .
5,=1.7906 .S A =1.7359 [xa-x

=0.1
a b b‘

0.1<1.7359 oldugu icin %95 olasilikla iki ybntem arasinda aspi-
rin tayini bakimindan Onemsenecek bir fark yoktur.
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(Ai)i°de Kafein ig¢in:

Naflo Sa?l,6 xéélOl,S t=2.11
Nb=9 Sb=le0368 xb=100.l2

Bu degerler (28) ve (29) nolu bagintilarda yerine konuldu.

sp=1,3642 , oS .| |+ =1.3226 . lia-ib, =1,38

1.38721.3226 oldugu igin %95 olasilikla iki ydntem arasinde
kafein tayini bekimindan Onemsenecek bir fark yoktur.

(Ai)e‘de Agpirin ig¢in:

NEFIO Sa=2a4 xaf9999 t=2.11
Nb=9 Sb=201876 xb=IOO°OO

Bu degerler (28) ve (29) molu bagintilarda yerine konuldu.

5,52.3025  ,  t.5. |- =2.2322 lia-ibl =0.1

p
Na Nb

0.1<2.2322 oldufu igin %95 olasilikla iki ydntem arasinde
aspirin tayini bakiminden Onemsenecek bir fark yoktur.



(Ai)z’de Kafein icin:

10

a-

N, =9

Sb=2.3351

~89~-

t=2.11

Bu degerler (28) ve (29) nolu bagintilarde yerime konuldu.

Sp=1.9802

s t.S_.

— p—

1
N

a b

=1,9197

?

iafib =1.57

1.57<1.9197 oldugu ic¢in %95 olasilikla iki ydntem arasinda

kafein teyini bakimindan Onemsenecek bir fark yoktur.

"P Tegti¥®ne gore:

(30) Nolu formiile gdre hesaplanan F degeri, N, ve Nb deney
segyilari i¢in gesitli glivenilirlik dlizeylerinde tablolarda ve-
rilen Ft degeri ile karsilegtirilarak degerlendirildi. Sonuclar

tablo-13'de verildi.

Tablo-13: F Testi sonuglari.

(Ai)l’in kullanildiga (Ai)z‘nin kullanildiga

Aspirin Kafein Aspirin Kafein
N, 10 10 10 10
L 9 9 9 9
Se 2.4 1x6 2.4 1.6
Sy 0.5773 1.0368 2.1876 2.3351
F 17.283 2.3815 1.2036 2.1299
Fo | 339 339 339 3.23

=
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(%i)l’in kullanildagi cgaligmada aspirin igin mukayesede
F:>Ftolduéundan %95 olasilikla iki yontemin duyarlili®i are-
sinda Onemsenecek fark vardir. Diger caligmalarda F<Ft ol-
dugu i¢cin % 95 olasilikla iki ydntemin duyarliligi arasindsa
onemsenecek bir fark yoktur.

Tabletlerde Wukayese:

F.Onur ve N.Acar aspirin ve kafeini karigim halinde birinci
tiirev ultraviole spektrofotometrisiyle tayin etmigler ve yon-~
temlerini tabletlere uygulamiglardir(l70). Bu yontem "iki or~
talamanin kergilastirilmasi™ ve "F testi"me gore, geligtirdigi-
miz yontemle mukayese edildi.

"Iki ortalamanin karsilastirilmasi yontemi'ne gbre:

(Ai)l‘de Aspirin ig¢in:

Naflo Sa?0e7 iaéSOOQG t=2.14

Nb=6 Sb=2.5020 ib=499e89

Bu degerler (28) wve (29) nolu bagintilarda yerine konuldu.

S =1.5971 t.5_ . |1 .1 =1.7649 , ‘i -% |=o.7l
P D N ‘Nb a2 " b
a .

0.71<1.7649 oldugu igin %95 olasilikla iki ybntem erasinda
tabletlerde aspirin tayini bakimindan Snemsenecek bir fark
yoktur.
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(h);'de Kafein igin:

Na§10 Safl.l x _=50.1 t=2,14

N, =6 $,,=0.4559 £,50.29

Bu degerler (28) ve (29) nolu bagintilarda yerine konuldu.

_ 1 1 . - =2
5,0.9231  , .5, '\/—ﬁ' +_§; =1,0201 lxa-xb\ =0.19
a8

0.19<1.0201 oldugu icin %95 olasilikla iki yontem.arasinda
tabletlerde kafein tayini bakimindan Onemsenecek bir fark
yoktur.

(Ai)z'de Aspirin icin:

NaéIO 8850,7 ia350096 t=2.14
Nb=6 Sb=4.3062 xb=485°65

Bu degerler (28) ve (29) nolu bagintilarda yerine konuldu.

5,72.6339  ,  t.5.. 2.1 =2.9107 , ‘i -ib\ =14.95
P Na Nb s

14.95:>2°9107 oldugu icin tabletlerde aspirin tayini bakimindean
iki yontem arasinda %95 olasalikla Snemsemecek bir fark vardir.
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(Ai)z'de Kafein ig¢in:

NEFIO Sa?1°1 xaF50,l t=2.14
Nb=6 Sb=0e 4229 ib=48¢9

Bu degerler (28) ve (29) nolu baZintilarda yerine konuldu.

2L .1 =1.0138

Na Nb

S_=0.9174

p 9 tS_.

. lia~ib‘ =1.2

1.2>1.0138 oldugu igin tabletlerde kafein tayini bakimindan
iki yéntem arasinda %95 olasilikle tnemsenecek bir fark vardir.

"F Testi®ne gbre:

(30) Nolu formiile gbre hesaplanan F degeri, Na ve Nb deney
sayilari ic¢in gegitli glivenilirlik diizeylerinde tablolarda ve-
rilem Fy degeri ile kargilastirildi(tablo-14).

Tablo-14: Tabletler icin F testi sonuglari.

(}i)l'in kullanildaga (M\y)p'nin kullanildiga
Aspirin Kafein Aspirin K;fein
e, 10 10 10 10
N, 6 6 6 6
Sa 0.7 1.1 0.7 1.1
Sb 2.5020 0.4559 4.3062 0.4229
F 12,7755 5.8216 37.8436 6.7656
Ft 3.48 4.77 3.48 4.77




Her iki isoabsorptif dalga boyunun kullanildigi hesaplama-
lards F;>Ft oldugu icin tabletlerde aspiriﬁ ve kafein tayini
bakimindan iki ydntemin duyarliliZi srasinde %95 olasilikla O~
nemsenecek bir fark vardair.

3.3. ASETANINOFEN-KAFEIN XARTSIMININ ABSORBANS ORANI

YONTEMI ILE MIXTAR TAYINI

3:3.1.DENEY KOSULLARTNIN SAPTANMAST

3e301le1ls Dalge Boyu Secimi

Esit konsantrasyonda hazirlanan asetaminofen ve kafein ¢o-
zeltilerinin 200-~310 nm arasinda distle su i¢inde alinan spekt-
rumunds easetaminofen 241.6 nm'de, kafein 272 nm'de maksimum ab-
sorbans gosterdi (gekil-25 ve sekil-26).

fki spektrumun iist liste ¢izdirilmesiyle kesigim noktalari
yani asetaminofen ve kafeinin ayni absorbansi gosterdigi dal-
ga boylari 221.2 ve 259.7 nm olarak tespit edildi(sekil-27).
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Sekil-25: Asetaminofenin ultraviole spektrumu (suda).
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Sekil-27: Isoabsorptif dalga boyu.

3:.3.1.2., Konsantrasyon Tayini

Stok asetaminofen ¢dzeltisis

100 mg Asetaminofen 100 ml*lik balom jojede distle suyla hac-
mine tamamlandi. On dakika ultrasonik banyoda tutularak tam bir
¢ozlinme saglandi. Bu ¢ozeltiden elinan 10 ml, 100 ml'lik balom
jojede distle suyla hecmine tamamlandi. Bu gekilde hazirlanan
stok aseteminofen ¢dzeltisinin konsentrasyonu 100 mg/mltdir.

Stok kafein ¢ozeltisis

100 mg XKafein 100 mi'lik balon jojede distle suyla hacmine
tamamlandi. On dakika ultrasonik banyoda tutularak tam bir ¢o-
zlinme saglendi. Bu ¢bzeltiden alinan 10 ml, 100 mi’lik balomn
jojede distle su ile hacmine temamlandi. Bu sekilde hazirlanan
stok kafein ¢tzeltisinin konsantrasyonu 100 mg/ml'dir.



Bu sekilde hazirleman stok g¢bzeltilerden 50 ml'lik ba-
lon jojelerde distle suyla bir seri seyreltme yaparak stan-
daert ¢ozeltiler hazirlendi. Bu g¢dzeltilerin 221.2, 241.6,
259,7 ve 272 nmflerdeki ebsorbanslari tespit edildi. Celas-
maler iic kez tekrarlanarak, lig degerin ortalamasi alindi.
Elde edilen sonuglar tablo-15 ve tablo-16'da goriilmektedir.

Tablo-15: Stok asetaminofen ve kafein ¢tzeltileriyle
hagirlenan seyreltmeler.

Yo Va 'Vk ca Ok ca ck
(1) | (ml) | (ng/ml) | (xg/ml) Ca*Ck Ca*Cx
1 9.0 0.5 18 1 0.9474 0.0526
2 6.5 1.0 13 2 0.8667 | 0.1333
3 6.0 1.5 12 3 0.8000 | 0.2000
4 6.0 2,0 12 4 0.7500 | 0.2500
5 6.0 2.5 12 5 0.7059 0.2941 |
3 5.0 3,0 10 6 0.6250 0.3750
7 5.0 4,0 10 8 0.5556 | 0.4444 |
8 4.0 4.0 8 8 0.5000 | 0,5000 !
9 3.0 4,0 6 8 0.4286 | 0.5714 |
10 3.0 5,0 6 10 0.3750 | 0.6250 1
11 3.0 6,0 6 12 0.3333 | 0.6667
12 2,0 8,0 4 16 0.2000 0.8000
13 1.5 | 80 ' 3 16 0.1579 | 0.8421
14 1.0 8.0 | 2 16 0.1111 | 0.8889
15 0.5 8.5 {l 1 17 0.0556 | 0.9444

Cg= asetaminofen komnsantrasyonu, ck==kafein konsantrasyonu
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Tablo-16: 221.2, 241.6, 259.7 ve 272 nm'lerdeki absorbanslar.

No (A5)7 Ay (A), Ay
(221.2 nm) (241.6 nm) (259.7 nm) (272 nm)
1 0.6990 1.1790 0.6440 0.3150
2 0.5507 0.8667 0.5100 0.2930
3 0.5563 0.8247 0.5097 0.3307
4 0.5900 0.8277 0.5440 0.3820
5 0.6233 0.8537 0.5790 0.4280
6 0.5850 0.7297 0.5440 0.4480
T 0.6573 0.7553 0.6100 0.5513
8 0.5925 0.6329 0.5450 0.5251
9 0.5107 0.4997 0.4767 0.4910
10 0.5833 0.5237 0.5417 0.5887
11 0.6630 0.5540 0.6120 0.6923
12 0.7350 0.4830 0.6843 0.8693
13 0.6987 0.4197 0.6520 0.8613
14 0.6590 0,3503 0.6097 0.8383
15 0.6603 0.3020 0.6177 0.8783

303.2. Olcili BErisinin Hazirlanmasi

Elde edilen sonucglar absorbans oranlari ytntemine gidre gra-
fige gegirildi ve en kiigilk kareler ydntemine gore dogru demkle-
mi hesaplendi. Grafik degerleri tablo-17'de goriilmektedir,
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Tablo~-17: Elde edilen absorbans degerleri ile yapilen

hesaplamalar.

Cy Ak Ak Ca Aa Aa
Cytly (850 (2;)5 Cytcy (83)4 (432
0.0526 0.4506 0.4891 0:.9474 1.6867 1.8307
0.1333 0.5321 0.5745 0.8667 1.5738 1.6994
0.2000 0.5945 0.6488 0.8000 1.4825 1.6180
0.2500 0.6475 0.7022 0.7500 . 1.4029 1.5215
0.2941 0.6867 0.7392 0.7059 1.3696 1.4744
0.3750 0.7658 0.8235 0.6250 1.2474 1.3414
0.4444 0.8387 0.9038 0.5556 1.1491 1.2382
0.5000 0.8862 0.9635 0.5000 1.0682 1.1613
0.5714 0.9614 1.0300 0.4286 0.9785 1.0482
0.6250 1.0093 1.0868 0.3750 0.8978 0.9668
06667 1.0442 1.1312 0.3333 0.8356 0.9052
0.8000 1.1827 1.2703 0.2000 0.6571 0.7058
0.8421 1.2327 | 1.3210 0.1579 0.6007 0.6437 |
0.8889 1.2721 | 1.3749 0.1111 0.5316 0.5745 |
0.9444 1.3302 1.4219 0.0556 0.4574 0.4889

Sekil~28 ve gekil-29'da kafeinin relatif konsantrasyonlari
absise, absorbens cranlari ordinata yerlegtirilerek hazirlanan
grafikler goriilmektedir. Asetaminofen ic¢in ¢izilen grafikler
ise gekil-30 ve sgekil-31'de mevcuttur.
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y=0.9825x + 0.3986

r= 0.9999

O-O . it Il J I L H : e 1
i B 1

Sekil-28: Ak/(Ai)l Degerlerine karsi kafeinin relatif kon-
santrasyonlarinin grafigi.

¥= 1.0483x + 0.4351

= 0.9999

Sekil-29: Ak/(Ai)2 Degerlerine kargi kafeinin relatif kon-
santrasyonlarinin grafigi.
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y= 1.3788x + 0.3812

= 0.9999

Sekil-30: Aa/(Ai)l Degerlerine karsi asetaminofenin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi.

2.0
Aa L g
(A1) L

i y= 1.5015x + 0.4059

ﬂ = 0.9999

0.0 L+ + + 4+ +—t+—t+—+—+—
0.0 1.0 ©g
€ %0y

Sekil-31: Aa/ (Ai) o Degerlerine karsi asetaminofenin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi.
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3e3e3. Standart Cozeltilerin Kontrolii

Yontemin uygulanmesi i¢cin gerekli olem isoebsorptif dalge
boylarindeki absorptivite katsayilari a=(Ai/cT)°1000 formiiliine
gbre hesaplandil ve tablo-18'de verildi.

Tablo-18: Isoabsorptif dalga boylarindaeki ebsorptivite

ketsayilari.
No c a &
(/L) . i
1 19 36.789 33.895
2 15 36.713 34,000
3 15 37,087 33.980
4 16 36.875 34.000
5 17 36.665 34,059 |
6 16 36,562 34,000 |
7 18 36.517 33.889 :
8 16 37.031 34,062
P9 14 36.478 34.050
- 10 16 36.456 33.856
11 | 1s 36.833 34,000
12 | 20 36.750 34,215
13 19 | 36.774 34.316
14 18 | 36.611 . 33.872
15 | 18 36.683 | 34.317 |
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Unceki bélimlerde verilen (12,26,27) nolu formiillerde ilgili
parametreler yerine konarak yapilan hesaplamalarin sonuglari
tablo-19 ve tablo-20'de verilmigtir.

Tablo-19: Ak/(Ai)1 ve Aa/(Ai)l ile yepilan deZerlendirmeler.

Hazirlanan Bulunan % Hazirlanan Bulunan %
ckgﬂg/ml) ckgpg/ml) Kafein caﬁkg/ml) cagﬁg/ml) Asetami.
1 1.0075 100.75 18 18,0232 100.13
2 2,0377 101.88 13 12,9714 99.78
3 3.0206 100.68 12 12,1002 100.83
4 4.0703 101.75 12 11.9056 99.21
5 4.9772 99.54 12 12,1676 101.39
6 5.9539 99.23 10 10.0080 100,80
8 8.0179 100,22 10 9.9688 99.69
8 8.0075 100.09 . -8 8.0394 100.49
8 7.9664 99.58 6 6.0247 100.41
10 9.8733 98.73 6 5.9514 99.19
12 11.8637 98.86 6 5.9501 99.17
16 15.9736 99.83 4 4.0051 100.13
16 16.1530 100.95 3 3.0290 100.97
16 15.9549 99.72 2 1.9575 97.88
17 17.0497 100.29 1 0.9937 99.37
XK= 100.14 Xg= 99.96
Sk= 0.9400 S2=0.9113

%95 Glivenilirlik

Xafein ic¢in

dizeyi icin t=2.145

M =100,1450.52
Aseteminofen igin /wa=99°9630,50
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“Pablo-20: Ak/(Ai)z ve Aa/(Ai)2 ile yapilan degerlendirmeler.
Hazirlanan Bulunan % Hazirlanan Bulunan %
ckghg/ml) ckgﬁg/ml) Kafein cagMg/ml) cagﬂg/ml) Asetami.

1l 0.9747 97.47 18 17.9556 99.75

2 1.9927 99,63 13 12.9092 99.30

3 3.0530 101.76 12 12.0897 100.75

4 4,0726 101.81 12 11.8760 98.97

5 4.9351 98.T0 12 12.1063 100.89

6 5.,9221 98.70 10 9,9587 99.59

8 8.0135 100.17 10 9.9351 99.35

8 8.0716 100.89 8 8.0563 100.70

8 7.9486 99.35 6 5.9916 99.86

10 9.8948 98.95 6 5.9457 99.09
12 11.9405 99,50 6 5.9796 99.66
16 16.0191 100,12 4 4.0159 100,39
16 16,1895 101.18 3 3.0340 101.13
16 16.0602 100,37 2 2.0116 100.58
17 17.0846 100.50 1 190033_ 100.33
ikz 99.94 }—ca'-'-' 100,02

Sk=1° 2138 Sa = 00,7009

%95 Glivenilirlik dlizeyi igin t=2.145

Kafein ig¢in

/“k=99094i0°67
Asetaminofen icin /wa?100,02i0939

Goriildiigii gibi bu ydntem %5.56-94.74 oraninde asekaminofen ve
%5.26-94 .44 oraninda kefein igeren karigimlara uygulanabilmek-
tedir. Galigma konsantrasyon araligi asetaminofen igin 1-18

/ﬂg/ml, kafein icin 1-17/Mg/ml'dir.




-104~

Yapilan olglimlerin hassasiyetini saptamak emaciyla ayma
konsantrasyondaki ¢ozeltiden (ck=ca=§fg/m1 olan 8 nolu sey-
reltme) on kez hazirlanarsk absorbanslari tayin edildi ve
(26) nolu formiile gdre standart sapmasi hesaplanda (tablo-21).

Tablo-21: 8 Mg/ml kafein ve 8 Mg/ml asetaminofen igeren
karigimin absorbansinin on kez tayini.

{
(A1) Ay (405 Ay
0.592 0.639 0.555 0.523
0.590 0.643 0.550 0.528 |
0.589 0.630 0.538 0.517 |
0.593 0.627 0.550 0.528 |
0.583 0.640 0.542 0.523 !
0,597 0.631 0.541 0.518 |
0.600 0.628 g 0.536 0.531 ?
0.603 0.637 : 0.550 | 0.530
0.581 0.625 | 0.535 . 0.521
0.597 0.629 : 0,553 I 0,532 s
(44),=0.5925 4_=0.6329 i (4;),70.5450 ' A4,=0.5251
$20.0071 | $=0.0063 i §20.0074 S =0.0054
| H

Yontemimizin Beer Xanununa uygunlugu, karigimdaki asetamino-
fen ve kafein miktarlarz sirayla sabit tutularak absorbans ve
konsantrasyon arasinda grafifin lineer olmasiyla kanitlandi. Bu-
nun igin stok asetaminofen ve stok kafein ¢8zeltileriyle
bir seri seyreltme yaparak g¢alisildi. Asetaminofen konsantrasyo-
nunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve 6lglim sonuclari tablo-22'de,
buna gére ¢izilen grafikler sekil-32, sekil-33,sekil-34 ve gekil~
35%'de verilmigtir.
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Tablo-22: ca=4/;w\g/ml (sebit) iken sonuglar.

f ]
o Ll Ay | 4 (4, A
(ml) (pg/ml) | i’l a i’2 k
i
0.1 0.2 | 0,148 0.265 0.146 0,066
i 0.3 0.6 | 0.173 0.277 0.158 0.093
0.5 1.0 0.190 0.286 0.174 0.115
i 1.0 2.0 0.225 0.299 0.208 0.174
1.5 3,0 0.260 0.305 0.253 0.215
2,0 4.0 0.297 0.327 0.277 0.267
3.0 6.0 0.388 0.345 0.353 0,361
4.0 8.0 0.440 0.383 0.413 0.464
7.0 14,0 0.655 0.465 0.615 0.765
10.0 20,0 0.872 0.550 0.818 1.065
r=0.9995

Sekil~32: 221.2 nm’de Cg

CONC( kafein)

sebit iken grafik.
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Abs
016 -

1 ] 1 4. L I
¥ ¥ ¥ ¥ J ¥

0.0 20.0
CONC (kafein)

N

-

-
.

Sekil-33: 241.6 nm'de ¢, sabit iken grafik.

Abs
0.9 +

-

CONC (kafein)

Sekil-34: 259.,7 nm’de c_ sabit ikemn grafik.

a

r=0,9990

=0,9998
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Abs
2.0 ~

r=0,9999

CONC (kafein)

Sekil-35: 272 nm'de c, sabit iken grafik.
Kafein konsantrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve
Olc¢iim sonuclari tablo-23°de, buna gbre ¢izilen grafikler ge-

kil-36, sekil-3T7, sekil-38 ve sekil-39'da verilmisgtir.

Tablo=23: ck=4)\"g/ml (sabit) iken somuglar.

Ve Ca - (Ai)l A, (49)5 Ay

(ml) gﬁg/ml)

3506 70 2.584 3555 2.445 1.225
15,0 30 1.229 *1,590 1.166 0.640
7.0 14 0.669 0.866 0.623 0.414
4.0 .8 0.453 0.585 0.416 0.326
3.0 6 0.369 0.445 0.356 0.302
2.5 5 0.345 0.390 0.313 0,282
2,0 4 0.297 0.327 0.277 0.267
1.5 3 0.261 0,252 0,255 0,260
1.0 2 0.235 0.199 0.218 0.246
0.5 1 0.188 0.121 0.187 0.230
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o’o T T ) ( 170'.0
CONC (Asetaminofen)

Sekil-=36: 221.2 nm'de ¢, sabit iken grafik.

Abs
&L.0 +

oo 70.0
conc (Asetaminofen)

Sekil-3T7: 241.6 nm‘de ¢, sabit ikemn grafik.

=0.9999

™=0.9994
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fbs

0.0 TR0
CONC (Asetaminofen)

Sekil-38: 259.7 nm'de Cy sabit iken grafik.

2.0 ¢

0.0 ! I £ A 5 . A
¥

0 i 0 ] ¥ T 1 [ { L) L 170‘00
CONC(Asetaminofen)

Sekil-39: 272 nm'de ¢, sabit iken grafik.

r=0.9999

=0.9999
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3:3.4. Yontemin Tabletlere Uygulanmasi:

Ulkemizde kullenilmakta olan ve her bir tabletinde 500 mg
esetaminofen ve 30 mg kafein ihtiva eden formiilasyon sgsekli kul-
lanildi. Gelistirilen ydntem izlemerek miktar tayinleri gergek-
lestirildi.

20 Teblet tartilarak (14.23 g) havanda iyice toz edildi.
Bundan 134 mg tartilarak 40 ml distle su ile ultrasonik banyo-
da 20 dakika tutuldu ve g¢dziinen kisim siiziildii. Cozlinmeden ka-
lan kisma ayni islem 35 ml distle suyla bir kez dahse tekrarlan-~
di. Gokelti diskle su ile yikanarak 100 ml hacme tamamlandi., Bu
¢bzeltiden alinan 10 ml, 100 ml'lik balon jojede distle su ile
hacmine tamamlandi. Hazirlanan bu stok ¢bzeltideki asetaminofen
konsantrasyonu 94.17/~g/m1, kafein konsantrasyonu 5.6500 Mg/ml+
dir.

Stok ¢dzeltisinden 50 ml'lik balon jojede distle su ile sey-
relterek hezirlenan iki farkli komsantrasyondeki ¢dzeltiden liger
kez hazirlesnerek, belirlenen delge boylarinde absorbanslari o-
kundu., ¢aligme ili¢ kez tekrarlanarsk ortelamalari kullanildi. So-
nuclar tablo-24°'de goriilmektedir.

Pablo-24: 500 mg Asetaminofen ve 30 mg kafein igeren tablet-
lerden hezirlanen seyreltmeler ve absorbans degerleri.

k4 e, . Cy
(m1)| (re/m1l) | (re/mi)| (441 b | (A3), Ay
9.0 | 16,9510 | 1.0170 | 0.6620 | 1.1133 | 0.6110 | 0.3017
9.0 | 16.9510 | 1.0170 | 0.6630 | 1.1147 | 0.6113 | 0.3020
9.0 | 16.9510 | 1.0170 | 0.6630 | 1.1150 | 0.6120 | 0.3023
9.5 | 17.8928 | 1.0736 | 0.6997 | 1.1767 | 0.6450 | 0.3180
9.5 | 17.8928 | 1.0736 | 0.7000 ' 1.1780 | 0.6460 | 0.3190
9.5 | 17.8928 | 1.0736 0.7010 | 1,1790 | 0.6470 | 0.3190

L N |
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Bu degerlerin (12), (26), (27) nolu formiillerde yerine kon-
masiyla tablo-25 ve tablo-26'da verilen sonuglar elde edilmistir.

Tablo-25: Ak/(Ai)l ve Aa/(Ai)l'e gére 500 mg asetaminofen

ve 30 mg kafein igceren tebletlerde sonuglar.

l Bir tab- Bir
! Hazirlanan Bulunan letteki Hazirlenan Bulunen tab.de
g ckgug/ml) ckgﬂg/ml) kafein cagug/ml) ca9Mg/m1) aset.
;: (mg) (mg)
i 1.0170 1.0484 30.93 16.9510 17.0040 501.56
i 1.0170 1.0457 30.85 16.9510 17.0241 502,%6
! 1,0170 1.0540 31.09 16.9510 17,0301 502.33
E 1.0736 1.0837 30.28 17.8928 17.9723 502.22
; 1.0736 1.1081 5 30.96 17.8928 17.9958 502.88
| 1.0736 1.0971 L 30.66 17.8928 18.0080 | 503.22
ik.. 30.79 ia = 502.39
Sk= 0.2895 Sa = 0.5836

%95 Glvemilirlik dlizeyi ig¢in t=2.57

Kafein ig¢in

Asetaminofen ic¢in

= %
M= 30.79%0.30

- 502 Y 39io e 61

e
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Tablo-26: Ak/(Ai)2 ve Aa/(Ai)z'ye gore 500 mg asetaminofen
ve 30 mg kafein igeren tabletlerde sonugler.

%95 Giivenilirlik diizeyi icin t=2.57
M =29.59%0.23

- I +
Asetaminofen igin /\4 a= 500.34=0.59

Kafein ig¢in

Bir tab- Bir
Hazirlanan Bulunan letteki Hezirlanan Bulunan tab.de
ckQMg/ml) ckgbg/ml) kafein cag“g/ml) caQ“g/ml) aset.
(mg) (mg)
1.0170 1.0049 29.64 16,9510 16.9326 499,46
1.0170 1.0097 29.78 16,9510 16.9576 500.19
1.0170 1.0095 | 29,78 16.9510 16.9580 500,21
1.0736 1.0471 29,26 17.8928 17.9032 500,29
1,0736 ; 1.0630 | 29,70 17.8928 17.9207 ¢« 500.78
1.0736 | 1.0508 29.36 17.8928 17.9323 | 501.10
j i
T !
ik = 29.59 iaz 500.34
Sk= 0.2229 l ‘L Sa = 0,5635

Bu sonuglari yiizdeye gevirdigimiz zaman Ak/(Ai)l igin
%102.63 kafein ve Aa/(Ai)l i¢in %100.48 asetaminofen, Ak/(A
icin %98.63 kafein ve Aa/(Ai)2 i¢in %100.07 asetaminofen bulu-

mur.

1)2

Her iki isoabsorptif dalga boyu kullanilarsk elde edilen

sonuglar asetaminofen ve kafein i¢in farmakopede verilen sinirla-
ra uymaktadir. Farmakopede asetaminofen ig¢in %90-110, kafein ig¢in
%90-110 verilmektedir(269).
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3.3.5. Gelistirilen Yontem ile Literatiir Yontemi Sonuclari-

nin Kersilastirilmasi

ultraviole spektrofotometri-
kafein igceren tabletlerde

F.Onur ve N.Acar birinci tiirev
siyle 325 mg asetaminofen ve 25 mg
yaptiklari bir galismada, 10 tayin yeparak asetaminofen ig¢in
324.,6 (5=0.7), kafein icin de 24.9 (S=0.2) geri kazanim defer-
lerini bulmuslardir(l72). Bu calismada kullanilan tebletlerin
terkibi bizim ¢alismamizda kullandigimiz tabletlerden farkla
oldufu ic¢in, sadece F testi ile yontemlerin duyarliligi muka-
yese edildi(tablo-27).

Tablo-27: F Testi sonuglara.

(A;)1'in kullemildifr (A;)o'nin kullanildiga
Aseteminofen | Kafein Asetaminofen Kafein
10 10 10 10
6 6 6 6
0.7 0.2 0.7 0.2
0.5836 0.2895 0.5635 0.2229
1.4387 | 2.0952 15431 | l.2421
4.77 % 3.48 4.77 8 3.48
¢ ;

Her iki isoabsorptif dalge boyunun kullanildigi hesaplama-
lards F<:Ft oldugu ig¢in tabletlerde asetaminofen ve kafein ta-
yini bakiminden iki yontemin duyarliligi arasinda %95 olasilik-
la onemsenecek bir fark yoktur.
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3.4, DIPIRON-KAFEIN KARISIMININ ABSORBANS ORANT YHNTELT
ILE MIXTAR TAYINT

3.4.1. DENEY KOSULLARININ SAPTANMASI

3¢4.1.1. Dalga Boyu Secimi

Egit konsantrasyonda hezirlanan dipiron ve kafein ¢cozeltile~
rinin 190-320 nm arasinda 0.1 N hidroklearik asit i¢inde alinan
spektrumunda kafein 271.4 ve 204.9 nm'de, dipiron ise 256.8 ve 201
nm'de maksimum absorbans gdsterdi.(gekil-40 ve sekil-41l)., Galisg-
ma dalge bayu olarak 271.4 nm segildi.
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Sekil-40: Kafeinin ultraviocle spektrumu (0.1 N hidroklorik
asitte).
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Sekil-41l: Dipironun ultraviole spektrumu (0.1 N hidroklorik asitte
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Sekil-42: Isoabsorptif dalga boyu.
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Iki spektrumun iist liste ¢izdirilmesiyle kesisim noktalara
yani dipiron ve kafeinin ayni absorbansi gisterdigi dalga boy-
lary 235.1 ve 255.2 nm olarak tespit edildi (sekil-42).

3.4,1.2, Konsantrasyon Tayini

Stok dipiron ¢Gzeltisi:

100 mg Dipiron 100 ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik
asit ile hacmine tamamlandi. Bes dekike ultrasonik banyoda tu-
tularak tam bir ¢oziinme saglandi. Bu ¢bzeltiden slinan 10 ml,
100 ml'lik balon jojede O.1 N hidroklorik asitle hacmine tamam-
landi. Bu sekilde hazirlanan gtok dipiron ¢dzeltisinin konsant-
rasyonu 100 pg/ml‘'dir.

Stok kefein ¢o6zeltisi:

100 mg Kafein 100 ml'lik baelon jojede 0.1l N hidroklorik a-
sit ile hacmine tamamlandi. On dekike ultrasonik banyoda tutu-
larsk tam bir ¢oziinme saflendi. Bu ¢bzeltiden alinan 10 ml,

100 m1'likx balon jojede O.1l N hidroklorik asitle hacmine tamam-
landi. Bu sekilde hazirlanan gtok kafein ¢bzeltisinin konsant-
resyonu 100 pg/ml'dir.

Yukaridaki gekilde hezirlanan stok ¢6zeltilerden 50 mlflik
balon jojelerde 0.1l N hidroklorik asitle bir seri seyreltme ya~
parsk stendart ¢Gzeltiler hazirlandi. Bu gtzeltilerin 235.1,
255.2 ve 271l.4 nm'lerdeki ebsorbanslari tespit edildi., Caligme~
lar lig kez tekrarlanarak, ilig degerin ortalamasi alindi. Elde e-
dilen sonuglar tablo-28 ve tablo-29'da gdriilmektedir.
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Dipironun maksimum absorbans gosterdifi 256.8 nm kullanile-
rak yapilan tayinlerde elde edilen sonuglar gercek degerlere
gbre kabul edilebilir sainirlari geg¢tigi ig¢in bu dalga boyunda-

ki galismalar deZerlendirme disi barakilmistar.

Tablo-28: Stok dipiron ve kafein ¢ozeltileriyle hazirlanan

seyreltmeler.

Yo V4 Vi 4 ®x _:31__ %k
(ml) (ml) (/'\g/ml) (Mg/ml) Cq+Cy cqtCy

1 12,0 0.5 24 1 0.9600 0.0400

2 12,0 1.0 24 2 0.9231 0.0769

3 10.0 1.0 20 2 0.9091 0.0909
4 10,0 2.0 20 4 0.8333 0.1667
5 Y 2.0 | 14 4 0.7778 0,2222

6 750 3.0 14 6 0.7000 0.3000

7 7.0 40 | 14 8 0.6364 0.3636

I 8 500 4,0 10 - 8 0.5556 0.4444
L9 5,0 5.0 10 10 0.5000 0.5000
L 10 4.0 500 8 10 0.4444 0.5556
Co11 4.0 7.0 8 14 0.3636 0.6364
12 | 3.0 8.0 6 16 0.2727 | 0.7273
13 . 2.0 } 8.0 4 1 16 0.2000 : 0.8000

| 14 © 1.5 8.0 3 1 16 0.1579 © 0.8421
15 | 1.0 9.0 2 | 18 | 0.1000 i 0.9000

} i

cd:dipiron konsantrasyonu ,

Cy= kafein konsantrasyonu
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Tablo-29: 235.1, 255.2 ve 271l.4 nm'de alinan absorbanslar.

No (4304 (43)5 Ay
(235.1 nm) (255.2 nm) (271.4 nm)
1 0.5387 0.6700 0.4577
2 0.5587 0.6910 0.5037
3 0.4770 0.5930 0.4420
| 4 0.5150 g 0.6423 0.5337
| 5 0.3917 | 0.4840 0.4367
| 6 0.4330 . 0.5343 0.5337 |
; 7 0.4760 | 0.5873 0.6297 |
? 8 0.3890 0.4813 0.5620
! 9 | 0.4300 0.5330 0.6610 i
‘ 10 0.3880 0.4793 0.6240 |
11 0.4767 0.5867 0.8253 !
12 0.4747 0.5853 0.8867 ;
13 0.4327 i 0.5337 . 0.8503 ;
| 14 | 0.4150 0.5110 . 0.8430 ;
15 1 0.4347 0.5360 | 0.9200 ;
! § i }

3.4.2. 0lcii Efrisinin Hezirlanmaesi

Elde edilen sonug¢lar absorbans oranlari ySntemine gtre
grafige geg¢irildi ve en kligiik kareler ydntemine godre dogru
denklemi hesaplendi. Grafik degerleri teblo-30‘da gdriilmek-
tedir.
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Tablo~30: Elde edilen absorbans degerleri ile yapilan

hesaplamalar.
x Ay Ay

No c 4+, (A7) (44),

1 0.0400 0.8496 0.6831

2 0.0769 0,9016 0.7289

3 0.0909 P 0.,9266 0.T7454

4 0.1667 ©1,0363 0.8309

5 0.2222 | 1.1149 0.9008

6 0.3000 1.2326 0.9989

7 0.3636 1.3229 1.0722

8 0.4444 1.4447 1.1677

9 0.5000 1.5372 1.2401
10 0.5556 1.6082 1.3019

11 0.6364 1.7313 1.4067 |
12 0.7273 1.8679 1.5149 i
13 | 0.8000 1.9651 1.5932

14 0.8421 2.0313 1.6497 |
15 0.9000 2,1164 1.7164 s

Sekil~43 ve gekil-44'de kafeinin relatif konsantrasyonlara
absise, absorbans oranlari ordinata yerlestirilerek hazirlanan
grafikler goriiimektedir.
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3.0
Ay
[Iijl
yz lo 47513{'3‘0 e 7902
= 0.9999
C.0 . .
c.o I .9 ok

Sekil-43: Ak/(Ai)1 Degerlerine karsi kafeinin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi.

¥= 1.2043x+0.6349

= 0.9999
0.0 , —
0.0 0.9 ___EE;___.
cdwrck

Sekil—~44: Ak/(&i}z Degerlerine karsi kafeinin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi.



3+4¢3. Standart Cozeltilerin Kontrolii

Yontemin uygulenmesi igin gerekli olan isoabsorptif dalge
boylarindaeki ebsorptivite katsayileri a=(Ai/cT).1OOO formiiliine
gore hesaplandi ve tablo-31l'de verildi.

Tablo-31: Isoabsorptif dalga boylarindaki absorptivite

ketsayilarai.
No o ! 8, g,
(Mg/ml)

1 25 21.548 26.800

2 26  ; 21.488 26.577

3 22 21.682 26.954

4 24 | 21.458 | 26,762

5 18 i 21.761 26.889

L6 20 | 21.650 | 26.715

LT 22 | 21.636 | 26.695

. 18 {21,611 | 26.739
{9 20 | 21.500 | 26.650 |

L 10 18 . 21.555 f 26.628

1 22 | 21,668 | 26.668
12 22 © 21.57T | 26.604 :
13 20 ¢ 21.635 - 26.685 ‘
4 19 21.842 26.895 |
15 20 ; 21.735 [ .26.800 §

§1= 21.623 Eé=26°737
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Onceki bdliimlerde verilem (12), (13), (26), (27) nolu formiil-
lerde ilgili parametreler yerine konarak yapilen hesaplamalarin
sonug¢lary tablo-32 ve tablo-33'de verildi.

Tablo-~32: Jétk/(.ll.i):L ile yapilan deferlendirmeler.

%95 Givenilirlik dilizeyi igin t=2.145

Kafein ig¢in

Dipiron ig¢in

M=100.00%0.54
M 45100.08%0.57

|
Hezairlanaen | Bulunan % Hazirlanan Bulunan % |
ck(/v\g/ml) ck(/*g/ml) Kafein cdg/“g/ml) cd(/‘g/ml) Dipiron |
1 1.0032 100,32 24 23,9098 99,62
2 1.9513 97.56 24 23,8867 99.53
2 2.0398 101.99 20 20,0198 100,10
4 3.9735 99.34 20 19.8435 99,22
4 3.9874 99.69 14 14,1274 100.91
6 6.0057 100,09 14 14.0191 100.14
8 7.9896 99,37 14 14,0638 | 100.46
8 | 7.9821 99.78 10 10,0078 100.08
10 | 10,0704 100.70 10 9,8156 98,16
10 | 9.9505 | 99.50 8 7.9932 99.91
g 14 | 14,0650 1 100.46 8 7.9808 99.76
§ 16 . 16.0389 . 100.24 6 5.9144 i 98.57
16 | 15.9385 | 99.61 4 4.0724 ¢ 101.81
i 16 | 16,1478 | 100.92 3 3.0445 | 101.48
| 18 3 18.0741 100.41 2 2.,0293 ; 101.46
%, = 100.00 x; =100.08
S, = 0.9702 ' S4= 1.0367 i




Tablo-33: Ak/(Ai)Z
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ile yapilan degerlendirmeler.

Hazirlanan| Bulunan % Hazirlanan Bulunan %
ckQKg/ml) ckgMg/ml) Kafein ch“g/ml) chMg/ml) Dipiron

1 1.0029 100.29 24 24,0555 100,23

2 2,0172 100.86 24 23.8266 99.28

2 2,0350 101.75 20 20.1436 100.72

4 3.9096 97.74 20 20,1128 100.56

4 3.9968 99.92 14 14,1051 | 100,75

6 6.0399 100.66 14 1349433 99.59

8 7.9760 99,70 14 13.9894 99,92

8 7.9639 99,55 10 10.0370 100,37

10 10.0178 100.18 10 9.9167 99.17

l 10 9.9284 99.28 8 79977 99,97

i 14 14,0626 100.45 8 7.8804 98.50

16 15,9958 99.97 6 5.8948 98.25

16 15.8834 | 99.27 4 4.0773 | 101.93

.16 16.1044 100,65 3 | 3.0073 | 100.24

. 18 18.0026 i 100,01 2 : 2,0441 | 102.20
z 3 E i

%, = 100,02 X4= 100,11

S 4= 0.9037 85=1.0926

%95 Giivenilirlik diizeyi icin t=2.145

Kafein ig¢in

/M k=1oo.ozio, 50

Dipiron ig¢in /Md=100.1110960

Goriildiigi gibi bu yontem %10-96 oraninda dipiron ve %4-90 ora-
ninda kafein igeren karigimlara uygulanabilmektedir. Calisma
konsantrasyon aralifi dipiron icin 2-24/Mg/ml, kafein ig¢in
1-18 pg/ml'dir.
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Yapilen Slc¢limlerin hassasiyetini saptamak amaciyla ayni
konsantrasyondaki ¢ozeltiden (ck=cd=10‘ﬂg/ml olan 9 nolu sey-
reltme) on kez hazirlanarak absorbansleri tayin edildi ve (26)
nolu formiile gore standart sapmasi hesaplandi (tablo-34).

Tablo-34: 10 Mg/ml Dipiron ve 10 Mg/ml kafein igeren kari-
simin absorbansinin on kez tayini.

(4504 (45)5 Ay
0.436 | 0.537 0.663
0.425 0.539 0.670
0.434 0.532 0.670
0.438 | 0.534 0.663
0.425 0.526 0.652
0.427 0.527 0.649
0.429 | 0.534 0.658
0.429 0.534 0.657
0.428 | 0.539 0.665 !
0.429 % 0.528 0.663

i
(4)770.4300 | (41),=0.5330 A, =0.6610
$=0.0045 S=0.0047 =0.0070

Yontemimizin Beer Kanununa uygunlugu, kerisimdaki dipiron
ve kafein miktarlaria sirayla sabit tutularak sbsorbans ve kon-
santrasyon arasinda ¢izilen grafifin lineer olmasiyle kanit-
landi. Bunun i¢cin stok dipiron ve stok kafein ¢Bzelti-
leriyle bir seri seyreltme yaparak calisildi. Dipiron konsant-
rasyonunun sabit tutuldufu seyreltmeler ve 8lgiim sonugclari tab-
lo-35'de, buna gbre gizilen grafikler sekil-45, sekil-46 ve
sekil-47'de verilmistir.
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Tablo-35: c4=4 Mg/ml (sabit) iken sonuglar.

v C ‘

o o m (49)4 (4), Ay
0.2 0.4 0,099 0,119 0.086
0.3 0.6 0.100 0.125 ! 0.098
0.5 1.0 0.105 . 0.136 i 0,114
1.0 2.0 | 0.127 ' 0.173 0,172
1.5 3.0 . 0.154 ~ 0.187 I 0.209
2.0 4.0 0,170 0.214 | 0.262
3.0 640 0.211 0.266 L' 0.355
5.0 | 1040 0.297 0.372 0.555
10.0 f 20.0 0,505 0.637 1.034
20,0 . 40.0 0.924 1.159 1.980

Abs

r=0.9999

40,0
Ck

Sekil-45: 235.1 nm'de cq sabit iken grafik
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Abs
2.0 +
+
r=0.9999
0.0 " e § t + =t +—
0. .
0 o, 40.0
Sekil-46: 255.2 nm'de cq sabit iken grafik.
Abs
2.0 4
B
4 r=0.9999
O'O p—t $ 4 4~ 4 " . :
0.0 © O 40.0
Ck

Sekil-47: 271.4 nm'de cq Sabit iken grafik.
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Kafein konsantrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve
6lciim sonuglari tablo-36'ds, buna gdre gizilem grafikler se-
kil-48, gekil-49 ve sekil-50'de verilmistir.

Tablo-36: ck=4lﬁg/ml (sabit) iken sonuclar.

73 4 ()4 (45)5 Ay
(md) (he/m1)

0.2 0.4 0.099 0.121 0.205
0.3 0.6 0.102 0.126 0.207
0.5 1,0 0.120 0.138 0.214
1.0 2.0 0.131 0.160 0.228
1.5 3.0 0.150 0.184 0.242
2.0 4,0 0.173 0.213 0.261
3.0 6.0 0.208 0.258 0.2883
5.0 10,0 0.291 0.362 0.350
10.0 20,0 0.504 0.629 0.518
20:0 40,0 0.921 1.152 0.837

{

Abs

=0.9998

0.0 I & I e 5 1 i lL

o0 c, 40.0

Sekil-48: 235.1 nm'de ¢, sabit iken grafik.

k
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r =0.9999
0.
Sekil-49: 255.2 nm'de ¢, Sabit iken grarfik.
Abs
0.9 -
[
]
r =0.9999

Sekil-50: 271.4 nm'de C sabit iken grafilr.
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34,4, Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

Ulkemizde kullanilmakta olan ve her bir tabletinde 450 mg
dipiron ve 50 mg kafein ihtiva eden formiilasyon sekli kulla-
nildi. Geligtirilen yontem izlenerek miktar tayinleri gercek-

lestirildi.

20 Teblet tartilarak (11.743 g) havande iyice toz edildi.
Bundan 130 mg tartilarak 100 ml'lik balon jojede 0.1 N hidro-
klorik asit ile hacmine tamamlandi. Ultrasonik banyoda 20 da~
kike tutulduktan sonra bir santrifiij tiipiline alinarsk 4000 rpm
de 20 derita santrifiijlendi. Berrak ¢ozeltiden bir pivetle a-
linan 17 mly 100 ml‘'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik asit
ile heciine tamamlandi. Hazirlesnan bu stok g¢dzeltisindeki di-

pirorn :onsantrasyonu 99.634-/«g/m1, kafein komsantrasyonu

11.07 » g/ml'dir.

Stok ¢dzeltisinden 50 ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik
asit ile seyrelterek hazirlanan alti farkli konsantrasyondaki
gbzeltilerin absorbanslari belirlemen dalge boylarinda okundu.
Galigma l¢ kez telrarlanaralk ortelamalari kullanildi. Sonucglar
tablo-37'de gOriilmektedir.

Tablo-37: 450 mg Dipiron ve 50 mg kafein igeren tabletler-

den hazirleanan

seyreltmeler ve absorbans degerleri.

v Cq Cx (43017 | (A3)5 Ay
(ml) | (pg/ml) | (Mg/ml)

11 | 21.9194 | 2.4355 0.5040 | 0.6180 0.4640
| 10 | 19.9268 | 2.2141 0.4540 | 0.5580 0.4193
| 9. | 17.9341 | 1.9927 0,.4060 | 0,5013 0.3750
8 | 15.9414 | 1.7713 0.3630 | 0.4490 0.3350
7 | 13.9487 ! 1.5499 0.3170 ' 0.3923 0.2930
| 6 11.9561 1.3284 | 0.3370 0.2530

]
H

| 0.2750
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Bu deZerlerin (12), (13), (26), (27) nolu formiillerde ye-
rine konmasiyle tablo-38 ve tablo-39'dae verilen sonuglar elde

edilmigtir.

Tablo-38: Ak/(Ai)l'e gdére 450 mg dipiron ve

igeren tabletlerde sonuglar.

50 mg kafein

Bir tab- Bir
Ha%lr}a.m)an Bu%ug?n ) letteki Haz:.zI/La.nr)a.n Bu%ug.n ; tab.de
c g/ml c ml)| kafein c ml c ml dipiron
i M e/ (mg) a¥ at/ (mg)
2.4355 2.0605 42,30 21.9194 21.2478 436,21
2.2141 1.8988 42.88 19.9268 19.0972 431.26
1.9927 1.6980 42.60 17.9341 17,0781 428,52
1.7713 1.5091 42,60 1 15.9414 15.2784 431.28
1.5499 1.3327 42.99 ' 13.9487 18.3275 | 429.96
1.3284 1.1191 | 42,12 | 11.9561 11.5987 | 436.55
i
| = =
1 S, =0.3313 Sq = 3.3237
%95 Guvenilirlik dilizeyi icin  t=2.57

Kefein ig¢in

Dipiren igin

ME 42,.58%0.35

- +
/M d"4329 30‘-3@ 49
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Tablo-39: Ay/(Ai)z'ye gore 450 mg dipiron ve 50 mg kafein
iceren tabletlerde sonuglar.

Bir tab- Bir
Hezirlanan Bulunen letteki Hezirlanan Bulunan tab.de
ckgng/ml) ckgug/ml) kafein cdgMg/ml) cdgug/ml) dipiron
(mg) (mg)
2.4355 2.2244 45,67 21,9194 20.8892 428,85
2.2141 2.0188 45,59 1 19.9268 18.8508 425.70
1.9927 1.7608 44,18  17.9341 ' 16.9881 | 426.26
1.7713 1.5506 43.77 15,9414 15.2423 430,26
1.5499 1.3645 % 44,02 | 13.9487 13.3078 429,32
! 1.3284 1.211¢9 I 45,61 11.9561 11.3921 428.77
g |
‘ J—tk = 44.81 ! Xq = 428,19
‘Lsk=oo9o45 Lsd = 1,8033

%95 Giivenilirlik diizeyi icin

Kafein i¢in

Dipiron ig¢in

M= 44.81%0.95
Pas 428.19%1.89

t=2.57

Bu sonuglari yiizdeye cevirdifimiz zaman Ak/(Ai)1 icin %85.16
kafein ve %96.07 dipiron, Ak/(Ai)2 icin %89.62 kafein ve %95.15
dipiron bulunur.

Elde edilen sonuglar Szellikle kafein igin ¢ok dlislik oldugun-

dan, bu durumun yontemimizden mi, yoksa tebletlerdemn mi kaynak-

lendigini arastirmek amaciyla ayni tablet terkibini igeren kari-

sim hazirlanarak tekrar tayin edildi.
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Bir tablet icerifi olan 450 mg dipirom, 50 mg kafein, 77.8
mg nisasta, 26.7 mg talk, 6 mg jelatin, 5 mg megnezyum steerat
ihtiva eden karaisim hezirlandi. 100 ml'lik Balon jojede 0.1 KN
hidroklorik asit ile hacmine tamamlendi. Ultrasonik banyoda 20
dakika tutulduiztan sonra bir santrifiij tiipline alinarak 4000
rpm’de 20 dakike santrifiijlendi. Berrak ¢tzeltiden bir pipetle
alinan 2 ml, 100 ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik asitle
hacmine tamamlandi. Hazirlanen bu stok ¢dzeltisindeki dipiron
konsantrasyonu 90 #g/ml, kafein komsantrasyonu 10 Mg/ml'dir.

Stok ¢Gzeltisinden 50 ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik
asit ile seyrelterek hazirlanan alti farkli konmsentrasyondeki
¢bzeltilerin absorbanslari belirlenen dalga boylarinds okundu.
Galisma li¢ kez tekrarlanarak ortalamelari kullenildi. Sonuglar
tablo-40'da gbriilmektedir.

Tablo-40: 450 mg Dipiron ve 50 mg kafein icerem tablet
kerigimindan hazirlenan seyreltmeler ve absorbans
deferleri,

v Gd Ck
(ml) (}*g/ml) (f‘g/ml) (Ai)l (Ai)Z Ak

6 10.8 1.2 0.268 0.332 0.250
7 12.6 1.4 0.311 0.385 0.290
8 14.4 1.6 0.357 0.443 0.333
9 16.2 1.8 0.399 0.495 0.373

10 18.0 2.0  0.446 ! 0.552 | 0.416

11 ! 19.8 2.2 ; 0.490 | 0.607 0,457

i i i i
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Bu degerlerin (12), (13), (26),(27) nolu formiillerde yerine
konmasiylae tablo-41 ve tablo-42'de verilen sonuglar elde edil-

mistir,

Tablo-41: Ak/(Ai)l'e gore 450 mg dipiron ve 50 mg kafein

igceren tablet karisiminda sonuglar.

Bir tab- Bir
Hazirlenan Bulunan letteki Hezirlanan Bulunan tab.de
ckgug/ml) ckgMg/ml) kafein cdﬁﬂg/ml) cd(fg/ml) dipiron:
; (mg) (mg)
| 1.2 1.1981 49.92 10.8 11.1860 466,50 |
l.4 1.3875 49.55 12.6 12.9952 464.10
: 1.6 1.5960 49,87 14.4 14,9140 466,06
i 1.8 1.8088 50.24 16.2 16.6436 462,32
! 2,0 1.9925 49,81 18.0 | 18.6335 | 465.84
[ 2.2 2.1876 49.72 . 19.8 | 20,4732 465,30
| e z
: ..
| Xy 49,85 | { Xq = 465.02
% Sk =0.2306 i ; Sd = 1.5594

%95 Glivenilirlik diizeyi icin t=2.57

Kafein i¢in

Dipiron ig¢in

M= 49.85%0.24

MgS 465.02¢1.64
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Tablo-42: Ak/(Ai)z'ye gére 450 mg dipiron ve 50 mg kafein
iceren tablet karigiminda sonuglar.

Kafein i¢in

Dipiron ig¢in

M= 50.59%0.24
M 4= 465.3671.63

Bu sonug¢lari yiizdeye gevirdigimiz zaman Ak/(Ai)l igin %99.7
kafein ve %103.34 dipiron, Ak/(Ai)2 igin %101.18 kafein ve

%103,.41 dipiron bulunur.

Her iki isoabsorptif dalga boyu kullanilarak elde edilen so-
nuglar dipiron ve kafein i¢in farmekopede verilen sinirlara uy-
maktedir. Farmekopede dipirom ic¢in % 95-105, kafein ig¢in %90-110
verilmektedir(269,270).

Bir tab- Eir
Hazirlenean Bulunan | letteki Hazirlanan Bulunan tab.de
ckQﬁg/ml) ckgﬁg/ml) kafein cd(ﬂg/ml) cd(ﬂg/ml) dipiron |
(mg) (mg) !
1.2 1.2178 50.74 10.8 i 11.1992 466,63 |
1.4 1.4144 50.51 12.6 ; 12.9848 463.74
1.6 1.6069 50.21 14.4 : 14.9616 _ 467.55
1.8 1.8232 50.64 16,2 g 16.6901 | 463.61
2.0 2.0348 50.87 18.0 f 18.6104 ; 465.26
2.2 2.2244 50.5% 19.8 } 20,4778 i 465,40
[ | 4 . :
i |
- o=
g Xk - 50059 i Xd - 465036
! = i ; = -
| Sk 0.2261 i } Sd 1.5561 :
i 4 e j
%95 Gilivenilirlik diizeyi i¢in t=2.57
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3.5, ASETAMINOFEN~-DIPIRON XARISINININ ABSORBANS ORANT

YONTENT ILE MIXTAR Tavini

3¢5.1. DENEY KOSULLARININ SAPTANMASI

3:5.1:1. Dalga Boyu Secimi

Esit konsantrasyonda hazirlanan asetaminofen ve dipiron ¢o-
zeltilerinin 200-340 nm arasinda %95'lik etanol iginde alinan
spektrumunda asetaminofen 248.1 ve 205.2 nm'de, dipiron 203.7
nm'de maksimum absorbans gosterdi (gekil-51 ve sekil-52). Ga=
lisma dalga boyu olarak 248.1 nm segildi.
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Jekil-51: Asetaminofenin ultraviole spektrumu (95'1lik etanolde)
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Sekil-52: Dipironun ultraviole spektrumu (%95'1ik etanolde)
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5ekil-53: Isoabsorptif dalga boyu.
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Iki spektrumun iist iiste ¢izdirilmesiyle kesisim noktelari
yani asetaminofen ve dipiroﬁun aynl absorbansi gdsterdizi dal-
ga boylari 212.4, 223.5 ve 270.5 nm olarak tespit edildi. Calis-
malarimizda 212.4 nm'deki isoabsorptif dalge boyu, enerjisi yiik-
sek alana yakin oldufu icin *ullanilmadi.(Sekil-53).

365.1.2. Konsantrasyon Tayini

Stok asetaminofen ¢ozeltisi:

100 mg Asetaminofen 100 ml'lik balon jojede %95°'1lik etanolle
hacmine tamamlandi. Bes dekika ultrasonik benyoda tutularak tam
bir ¢oziinme saglandi. Bu ¢dzeltiden alinan 10 ml, 100 ml'*lik ba-
lon jojede etanolle hacmine tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan

stok asetaminofen ¢ozeltisinin konsantrasyonu 100 pg/mltdir,

Stok dipiron ¢dzeltisis

100 mg ' Dipiron 100 ml'lik balon jojede %95°'1lik etanolle hsac-
mine tamemlandi. Onbeg dakike ultrasonik banyode tutularak tam
bir c¢oziinme saglandi. Bu ¢ozeltiden alinan 10 ml, 100 ml'lik ba-~
lon jojede etanolle hacmine tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan

stok dipiron g¢tzeltisinin konsantrasyonu 100 ng/ml‘*dir.

Yukerideki gekilde hazirleman stok ¢bzeltilerden 50 ml'lilk
balon jojelerde etanolle bir seri seyreltme yaparak standart ¢co—
zeltiler hazirlandi. Bu g¢dzeltilerin 223.5, 248.1 ve 270.5 nm' -
lerdeki ebsorbanslari tespit edildi. Geligmalar lig kez tekrarla-
narak, iic deferin ortalamasi alindi. Elde edilen sonuglar tablo-
4% ve tablo-44°de gotrilmektedir,
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Tablo-43: Stok asetaminofen ve dipiron ¢tzeltileriyle

hazirlana® seyreltmeler.

No Va Va Cqy 5 . a 4
(m1)| (m1) | (vg/ml) | (pe/ml) | %a*a | %a*%a
1 | 4.0 1.0 8 2 0.8000 | 0.2000
2 4,0 | 1.5 8 3 0.7273 | 0.2727
3 4.0 | 2.0 8 , 4 0.6667 | 0.3333
4 3.5 | 2.0 7 4 0.6364 | 0.3636
5 3.5 | 2.5 7 5 0.5833 | 0.4167
6 3.0 2.5 | 6 5 0.5455 | 0.4545
7 3,0 3.0 . 6 6 0.5000 | 0.5000
8 | 2513.0 | 5 6 0.4545 | 0.5455
9 2,5 | 3.5 | 5 7 0.4167 0.5833
10 2,01 3.5 | 4 7 0.3636 | 0.6364
11 2,0 | 4,0 | 4 8 0.3333 | 0.6667
12 2,0 5.0 ;| 4 10 0.2857 | 0.7143
13 1.5 | 6.5 : 3 .13 0.1875 | 0.8125
14 | 151 8.0 | 3 16 0.1579 | 0.8421
15 | 1.0 8.0 | 2 16 0.1111 . 0.8889

; i

caéasetaminofen konsantrasyonu ,

cd=dipiron konsantrasyonu
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Tablo-44: 223.5, 248.1 ve 270.5 nm'lerdeki absorbanslar.

No ()4 A, (45)5
(223.5 nm) (248.1 nm) (270.5 nm)
1 0.2607 0.7693 0.2537
2 0.2917 0.8030 0.2813
3 0.3150 0.8280 0.3057
! 4 0.2900 0.7397 0.2817
é 5 | 0.3160 | 0.7663 0.3063
| 6 0.2912 0.6784 0.2810
7 % 0.3200 0.7040 0.3033
| 8 | 0.2913 0.6123 0.2783
| 9 :  0.3187 0.6373 ' 0.3033
" 10 i 0.2853 0.5367 . 0.2783
11 | 0.3117 | 0.5643 | 0.2973
12 i 0.3637 L 0,6137 0.3433
13 0.4150 0.6047 0.3933
14 0.4900 . 0.67T70 0.4617
15 |  0.4687 % 0.5920 0.4387
i

35,2, Olcli Egrisinin Hazirlenmasi

Elde edilen sonug¢ler absorbans oranlari yontemine gdre
grafige gegirildi ve en kiigiik kareler yontemine gbre dogru
denklemi hesaplandi. Grafik degZerleri tablo-45'de goriilmek-
tedir.



-140-

Tablo-45: Elde edilen absorbans degerleri ile yavpilan

hesaplamalar,
% ca AB. Aa
i e °a*%4 (85)4 (4105
1 0.8000 2.9509 3.0323
2 | 0.7273 2.7528 2.8546
3 | 0.6667 I 2.6286 2.7085
4 . 0.6364 .  2.5507 2.6258
5 ., 0.5833 | 2.4250 , 2,5018
.6 . 0.5455 | 2.3298 2.4153
7} 0.5000 i  2.2000 2,3211 |
.8 . 0.4545 | 2.1020 | 2.2001 |
9 0.4167 | 1.9997 - 2.1012
| 10 . 0.3636 | 1.8812 | 1.9638 §
11§ 0.3333 | 1l.8104 | 1.8981
12 | 0.2857 | 1.6874 @ 1.7876 |
13 0.1875 | 1.4571 | 1.5375 {
14 0.1579 ©1.3816 | 1.4663 |
15 0.1111  © 1.2631 | 1.3494 |
; |

Sekil-54 ve sekil-55'de asetaminofenin relatif ronsant-
rasyonlarl absise, absorbans oranlari ordinata yerlestirile-
rek hazirlanen grafikler goriilmektedir.
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y= 2.4398x40.9937
r= 0.9999
0.0 - , ‘ .
0.c - c.8
q
c *tcy

Sekil-54: Aa/(Ai)l Degerlerine karsi asetaminofenin re-
latif konsantrasyonlarinin grafigi.

= 2.4380x+1.0840
r= 0.9999

0.8
a

Ca+0d

Sekil~55: Aa/(Ai)Z Degerlerine xarsi asetaminofenin re-
latif konsaentrasyonlarinin grafifi.
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30503, Standart Cozeltilerin Kontroll

Yontenin uygulaenmasi i¢in gerekli olan isoabsorptif dalga
boylarindeki absorptivite katsayilara az(Ai/cT).looo formiiliine
goére hesaplendi ve tablo-46‘'da verildi,

Tablo-46: Isoabsorptif dalga boylarindaki absorptivite

katseyilari.
¢ a
Ko Quz/ml) a, 5
1 10 26,070 26.370 ]
2 . 1 26.518 25.573 |
3 | 12 . 26,250 25.475 f
4 o1 | 26.363 25.609
5 . 12 | 26.333 25,525
6 111 - 26.482 25.545
LT 12| 264667 25.275
o8 o1 L 26,482 25.300
- 12 26.558 25.275 |
10 1l ! 25.936 24.845 a
11 12 : 25,975 24.775 !
12 1 14 25,978 i 24.521
13, 16 25,937 |  24.581 |
14 19 25.789 |  24.300 !
15

18 26,039 |, 24,372 1

B et o

|
|
|

! = -—
a,= 26.225 a2-250089
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Onceki b&liimlerde wverilem (12), (13), (26), (27) nolu for-
miillerde ilgili parametreler yerine konarak yapilan hesaplame-
larin sonuglari tablo-47 ve tablo-48'de verilmistir.

Tablo-4T: Aa/(Ai)l ile yapilan degZerlendirmeler.

[P

Hazirlanan | Bulunan % Hezirlanen| Bulunan %
cg (g/ml) caQAg/ml) gzgtaminOe cy(#e/ml) | cqfg/ml) | Dipiron
8 79745 99.68 2 1.9663 98.31
8 8.0196 100.24 3 3,1032 103.44
8 8.0487 100.61 4 3.9626 99,06
T 7.0569 100.81 4 4.0011 100.03
7 7.0688 100.98 5 4.9806 99.61
6 6.0833 101.39 5 5.0243 100.48
6 6.0330 100,55 6 6.1690 102,82
5 5.0457 100,91 6 6.0619 101.03
5 5.0108 100.21 7 T7.1416 102.02
4 3.9573 | 98.93 7 6.9215 98.88
4 3.9785 | 99.46 8 7.9070 98.84
4 3.9431 98.58 10 9.9252 99.25
3 3.0056 | 100,19 13 12.8188 98,61
3 2.9706 | 99.02 16 15,7136 98,21
2 1.9734 98,67 16 15,8987 99,37 |
X = 100.01 i X4= 100.00
S,= 0.9051 L S4= 1.6420

%95 Giivenilirlik diizeyi icin ©=2.145

Asetaminofen ic¢in

Dipiron ig¢in

M g=100.01%0, 50

/Md?100.0010.91
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Tablo-48: Aa/(Ai)2 ile yapilan deferlendirmeler.

Hazirlanen Bulunan % Hazirlenan | Bulunan %
cagMg/ml) caQﬁg/ml) Asetami- chhg/ml) chUg/ml) Dipiron
nofen
8 8.0807 101.01 2 2.0311 101.55
8 8.1426 101.78 3 3.0693 102,31
8 8.1188 101,48 4 4,0656 101.64
7 T.1005 101.43 4 4.,1273 103.18
7 T.0996 101.42 5 501087 102.17
6 6,1158 101,93 5 5.0841 101.68
6 6.1341 102,23 6 5.9546 99.24
5 5.0780 101.56 6 6.0143 100.24
5 5.0437 100.87 7 7.0450 100.64
4 3.9310 98,27 7 6.9620 99.46
4 3.9568 98.92 8 7T.8928 98,66
4 3.9489 98.72 10 9.7341 97.34
3 2.9159 97.20 i3 12,7600 898,15
3 2.8856 96,19 16 15.5165 96.98
2 1.9035 95.17 16 15.5819 97.39
a? 99.88 id 100.04
a$2.2927 : = 2.,0285

%95 Glivenilirlik diizeyi igin

t=2.145

Asetaminofen igin fﬂaé99.8811027

Dipiron igin

M d=1oo.o4i1, 12

Goriildiigi gibi bu yontem %11-80 oraninda asetaminofen ve
%20-89 oraninda dipiron igeren karisimlara uygulenebilmektedir.
Galisma konsantrasyon aralifi aseteminofen ig¢in 2-8 Mg/ml, di-
piron igin 2-16 Mg/ml'dir,




Yapilan Glciimlerin hassasiyetini saptamsk amaciyle ayni
konsantrasyondaki cozeltiden (c&§6,ﬂg/ml, cd=5/§g/ml clan 6
nolu seyreltme) on kez hazirlanarak absorbanslari tayin e-
dildi ve (26) nélu formiile gore standart sapmasi hesaplandi.

(tablo-49).

Tablo-49: 6/Ag/ml Asetaminofen ve S/Mg/ml dipiron igeren
karigimin absorbansinin on kez tayini.
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(4;)4 Ay (44),
0.287 0.668 0.268
0.294 0.670 0.281
0.285 0.684 0.285
0.285 0.674 0.289
0,297 0.678 0,280
0.293 0.678 0.282
0.295 0.670 0.280
0.291 0.696 0.287
0.290 0.696 0.278
0.295 0.670 0.280
(h4)130.2912 ngo,6784 (4,),=0.2810
S=0,0043 $=0.0105 S=0.0057

Yontemin Beer Kanununa uygunlugu, kerisimdaki asetaminofen
ve dipiron mikterleri sirayle sabit tutularak sbsorbens ve kom-
santrasyon arasinda ¢izilen grafigin lineer olmaesiyle kanitlen-
di. Bunun icin stok .asetaminofen ve stok espirin ¢bzeltileri.
ile bir seri seyreltme yaparsk galisildi. Asetaminofen kon-
santrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve 6lgiim sonucglari
tablo-50"'de, buna gbre ¢izilem grafikler gsekil-56, sekil-57 ve

sekil~58'de verilmigtir.
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Tablo-50: ca=GIWg/m1 (sabit) iken sonuglar.

v [+]
d a (&.) (4)
(ml) (rg/ml) il te 1’2
1.0 2 0.177 0.619 0.195
1.5 3 0.208 0.647 0.214
2,0 4 0.236 0.665 0.237
2.5 5 0.262 0,692 0.257
3,0 6 0.279 0.707 0.280
3.5 7 0.310 0.740 0.301
560 10 0.387 0.808 0.373
To0 14 0.492 0.920 0.476
9,0 18 0.600 1.018 0.571
10.0 20 0.646 1.073 0.620
fbs
r=0.9998
0.0 1 e
.0 20.0
cone(dipirond)
grafik.

Sekil-56: 223.5 nm‘de c, sabit iken
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Abs
2.0 -

r=0,9995

0.0

O.OT it i 1 ] R k] 1] lzol-o
CONC (dipiron)

Sekil-57: 248.1 nm'de c¢_ sabit iken grafik.

a

fbs

r=0,9996

Q_Ol — l C ]20[.‘0
conc (dipiron)

Sekil-58: 270.5 nm'de ¢_ sabit iken grafik.

a
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Dipiron komsantrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve
tlelim sonuglari tablo-51l'de, buna gtre ¢izilen grafikier se-
kil-59, sekil-60 ve gekil-6l1l'de verilmistir.

iablo-Sl: cd=6ng/ml (sabit) iken sonuglawm.

v G
(m?) (P;ml) (4;)4 &, (4:),
1,0 2 0.190 0,337 0.194
1.5 3 0.220 0.427 0.221
2,0 4 0,246 0.520 0,247
205 5 0.272 0.579 0.262
3.0 6 0.295 0.671 0,286
3.5 7 0.324 0.761 0.312
560 10 0.405 1.019 0.388
T.0 14 0.519 1.404 0.501
9.0 18 0.628 1.745 0.599
10,0 20 0.684 1.912 0.653
Abs
0.7 +

r= 0.9999

0.0 &
c.0 20.0

CONC (asetaminofen)

Sekil-59: 223.5 nm'de cd‘sabit iken grafik.
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Abs

r= 0,9998

O.O i H 1 + L 1 1 1 1261‘0
conc(asetaminofen)

Sekil-60: 248.1 nm'de cy sabit iken grafik.

Abs

r= 0.9995

0.0 | 4+ i
0.0 20.0
coNe (asetaminofen)

Sekil-61l: 270.5 nm'de cy sabit iken grafik.



~150~

3.5.4, Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

Ulkemizde kullanilmakta olan ve her bir tabletinde 200 mg
asetaminofen ve 300 mg dipiron ihtiva eden formiilasyon seklil
kullanildi. Gelistirilen ytntem izlenerek miktar tayinleri ger-
geklegtirildi.

20 Tablet tartilarak (12.951 g) havande iyice toz edildi.
bundan 325 mg tartilarak 40 ml %95'1ik etanolle ultrasonik ban-
yoda 20 dakike tutuldu, ¢bziinen kisim siizlildi. Cozlinmeden ka-
lan kasma ayni islem 35 ml etanolle bir kez daha tekrarlandi.
Gdkelti etanolle yikanarsk 100 ml hacme tamamlandi. Bu ¢ozel-
tiden alinan 10 ml, 100 ml'lik balon jojede etanolle hacmine
tamamlandi. Hazirlanan bu stok ¢tzeltisindeki asetaminofen kon-
santrasyonu 100.38/“g/m1, dipiron konsantrasyonu 150.5?/“g/m1—
dir.

Stok ¢ozeltisinden 50 ml’lik balon jojede etanolle seyrel-
terek hazirlanen alti ferkli konsantrasyondeki ¢ozeltilerin ab-
sorbanslar:i belirlenmen dalge boylarinda ckundu. Galigma iic kez
tekrarlanarak ortalamaleri kullenildi. Sonuglar tablo-52'de
goriilmektedir.

Tablo-52: 200 mg Asetaminofen ve 300 mg dipiron iceren tab-
letlerden hazirlanan seyreltmeler ve absorbans deger-

leri.
[+ (+]

v . Ta d (A:) A (A.)
(m1) | (Mg/m1) | (Me/m1) 1l . e
1.5 3.0114| 4.5171 0.2010 | 0.3970 0.1917
1.7 3.4129| 5.1194 0.2257 | 0.4460 0.2150
2.0 4.0152| 6.0228 0.2680 | 005290 0.2553
2,5 5,0190| 7.5285 0.3310 | 0.6547 0.3157
3.0 6.0228| 9.0342 0.3960 | 0.7820 0.37T70
3.5 7.0266]10.5399 0.4630 | 0.9130 0.4410
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Bu degerlerin (12), (13), (26), (27) nolu formiillerde yerine
konmasiyla tablo-53 ve tablo-54'de:.verilen sonuclar elde edil-

migtir.

Tablo-53: Aa/(Ai)l°e gore 200 mg esetaminofen ve 300 mg
dipiron igeren tabletlerde sonuglar.

‘ Bir tab- Bir tab-
Hazairlanan Bulunan letteki Hazirlanan Bulunan letteki
cayug/ml) ca9ug/ml) aset. °d9Mg/ml) cdyug/ml) dipiron

(mg) A (mg)

3.0114 3.0830 204.75 4,.5171 4.5814 304.27
3.4129 3.4664 203,13 5.1194 5.,1398 301.19
4.0152 4.1056 204.50 6.0228 6.1135 304.52
5.0190 5.0914 202.88 T.5285 T.5300 300.06
6.0228 6.0714 201.61 9.0342 9,0285 299.81
T7.0266 T.0784 201.47 10,5399 10.5763 30}.04
ia; 203,06 x.= 301.81

Saé 1.3854 = 2.0705

%95 Gilvenilirlik diizeyi icin t=2,57

Asetaminofen icin

Dipiron igin

M & 203.06%1.45

= +
/” g~ 301.81-2.17
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Tablo-54: Aa/(Ai)z’ye gére 200 mg asetaminoefen ve 300 mg
dipiron igceren tabletlerde sonuclar.

Bir tab~ Bir tab-~

Ha%lz}an?n Bu%u27nl) letteki H321r}an?n Bu%u27nl) letteki

c ml c m agset. c g/ml c m dipiron
3.0114 3.0929 205.41 4,5171 4.54T7 302.03
3.4129 3.4812 204.00 51194 5.0881 298,16
4,0152 44,1241 205.42 6.0228 6.0515 301.43
5.,0190 501085 203.57 T.5285 T-4745 297.85
6.0228 6.1035 202.68 95.0342 8.9227 296,30
T.0266 T7-1109 202.40 10.5399 10.4662 297.90
ia = 203091 id'—' 2980 94
Sa = 1.2997 Sd=2,2625

piron igin % 95-105 verilmektedir(269,270).

%95 Glivenilirlik diizeyi icin t=2.57
Asetaminofen igin

Dipiron icin

M= 203.91%1,36

M 45298.94%2.37

Bu sonuglari yiizdeye cevirdiZimiz zaman Aa/(Ai)l igcin
%101.53 asetaminofen ve %100.60 dipiron, Aa/(Ai)z icin %101.95
asetaminofen ve %99.65 dipiron bulunur.

Her iki isosbsorptif dalge béyu kullanilarsk elde edilen
sonu¢lar asetaminofen ve dipiron igcin farmekopede verilen si-
nirlare uymektadir. Farmekopede aseteminofen ig¢in %90-110, di-
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3.6, ASETAMINOFEN-ASPIRIN KARISTMININ ABSORBANS ORANI
YONTEMT ITE MIXTAR TAYINI

3.6.1, DENEY KOSULLARININ SAPTANMAST

3.6,1.1. Dalge Boyu Secimi

Egit konsantresyonde hazirlenan asetaminofen ve aspirin ¢6-
zeltilerinin 200-300 nm arasinde 0.1 N hidroklorik asit icinde
alinan spektrumunde aspirin 227.3 nm'de, asetaminofen 241.9 nm-
de maksimum ebsorbans gbtsterdi (sekil-62 ve gekil-63),

2
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Sekil~-62: Aspirinin ultraviole spektrumu (0.1 N HC1l'de).
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ki spektrumun ilist liste ¢izdirilmesiyle kesisim noktalari
yani esetaminofen ve aspirinin ayni absorbensi gosterdigi dal-
ge boylari 212 ve 228.4 nm olarak tespit edildi. Celigmalari-
mizde 228.4 nm'deki isoebsorptif dalge boyu kullemildi. isoab-
sorptif delge boyu ile aspirinin meksimum absorbans gtsterdigi
dalga boyu ¢ok yakin oldufu ig¢in, aspirinin meksimum absorbans
gasterdiéi dalge boyunda yapilen galigmalar iyi netice vermedi
ve deéerlehdirme dis1 birakildi.gekil-64),

3.601.2, Konsantrasyon Tayini

Stok asetaminofen ¢tzeltisi:

75 mg Asetaminofen 100 ml'lik bolom jojede %95°1ik etanoclle
hacmine temamlandi. Beg dekika ultrasonik banyoda tutularak tam
bir c¢oziinme saglandi. Bu g¢gtzeltiden alinan 10 ml, 100 ml*lik ba-
lon jojede O.l1 N hidrokiorik asitle hacmine tamamlandi. Bu se-
kilde hezirlenan stok asetaminofen c¢dzeltisinin komsantrasyonu
75 pg/mldir.

Stok espirin ¢Bzeltisi:

75 mg Aspirin 100 ml'lik balon jojede %95'1lik etanolle hac~
mine taememlendi. Beg dakika ulirasonik benyoda tutularak tam bir
¢coziinme saglandi., Bu ¢ozeltiden alinam 10 ml, 100 mi1flik belon
jojede 0.1 N hidroklorik asitle hacmine tamamlandi. Bu sekilde
hazirlanan stok aspirin ¢bézeltisinin komsantrasyonu 75 ug/ml’dir.

Yukaridaki gekilde hazirlanan stok ¢6zeltilerden 50 mltlik
balon jojelerde 0.1 W hidroklorik asitle bir seri seyreltme ya-
parak standart ¢6zeltiler hezirlendi. Bu ¢bzeltilerin 228.4 wve
241,9 nm'lerdeki absorbansleri tespit edildi. Calismalar fic kez
tekrarlenarak, lic degerin ortalamesi alindi. Elde edilen sonug~
lar teblo~55 ve taeblo-56'da gdrilmektedir.
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Tablo-55: Stok asetaminofen ve espirin ¢dzeltileriyle
hazirlanan seyreltmeler.

o Ves | Va Cog cqy Cas Ca

(m1) |(ml) (ug/ml) | (ug/ml) CostCa CaptCa
1 5 2 T-5 3.0 0.7143 0.2857
2 5 3 Te5 4.5 0.6250 0.3750
3 4 4 6.0 6.0 0.5000 0.5000
4 | 3 4 4.5 6.0 0.4286 | 0.5714
5 3 5 4.5 Te5 0.3750 0.6250
6 2 5 3.0 Te5 02857 0.7143

c_=asetaminofen konsauntrasyonu,

a

Teblo-56: 228.,4 ve 241.9 nm'lerdeki ebsorbemslar.

cas=aspirin konsantrasyonu

Ho 1 2 3 5 6
A

(24193 nm) | 0+3230 | 0.4217 | 0.4930 | 0.4623 | 0.5613 | 0.5353
A

(2285 nm)| 0+4877 | 0.5610 | 0.5620 | 0.4907 | 0.5657 | 0.4947

3:6.2. Olcl Efrisinin Hazirlesnmasi

Elde edilen sonuglar absorbans oranlari ytntemine gtre gra-
fige gegirildi ve em kiiglik kareler yontemine gtre doZru denk-
lemi hesaplandi. Grafik degerleri tablo~-5T7'de goriilmektedir,
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Tablo-57: Elde edilen absorbams deferleri. ile yapilan
hesaplamalar,

No 1 2 3 4 5 6

= fé 0.2857 | 0.3750 | 0.5000 | 0.5714 | 0.6250 | 0.7143

i Aa/Ai 0.6623 | 0.7517 | 0.8772 | 0.9421 | 0.9922 | 1.0821

Sekil-65°'te asetaminofenin relatif konsantrasyonlari absise,

ebsorbans oranleri ordinata yerlegtirilerek hazirlenan grafik
goriilmektedir,

2.0 ¢
Aa
AQ L

i 7=0.974Tx+0.3856

r=0.99399

0.0 | |

oo o08_‘s

Gaq-cas

Sekil-653 Aa/&i Degerlerine kargi asetaminofenin relatif
konsantrasyonlerinin grafigi.
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3.6.3. Standart Cézeltilerin Kontrolii

Yontemin uygulanmasi igin gerekli olan isoabsorptif dalge
boyundeki ebsorptivite katsayilari e=(4;/cq) 1000 formiiline go-
re hesaplandi ve tablo-58%de verildi.

Tablo-58: lsocabsorptif delga boyundeki ebsorptivite katsayisi.

No 1 2 3 4 5 6
Cp | 10.5 12.0 12.0 10.5 12.0 10.5
mi)

a 46.447 46,750 46.833 46,733 4T7.141 47.114

46.836

el

Onceki boliimlerde verilen (12), (13), (26), (27) nolu formiil-
lerde ilgili parametreler yerine konarsk yepilan hesaplamalarin
sonuglari teblo-59'da verilmigtir.

%95 Giivenilirlik diizeyi igim t=2.57

Asetaminofen icin P‘a=99°99i0°87
Aspirin igiy Jigg=100,00%0.85

Gortildiigi gibi bu yontem %71-28 oraninda aspirin ve %71-28
oraninda asetaminofen igceren karigsimlara uygulanebilmektedir.
Calisma konsantrasyon araligi aspirin ve esetaminofen icin 3-7.5
pg/mitdir,
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Tablo-59: Aa/Ai ile yapilen degerlendirmeler.

Hezirlenen|{ Bulunan % Heazirlanan{ Bulunan %
ca(p.g/ml) ca(pg/ml) Aset, cas(p.g/ml) cas(pg/ml) ASp.
3.0 2.9560 98,53 T«5 7.4569 99.43
4.5 4.,4990 99.98 Te5 T«4790 99.72
6.0 6.0520 100.87 6.0 5.9473 99.12
6.0 5.9818 99.70 4.5 4.4952 99.89
7.5 T.5169 100.22 4.5 4.5614 101.36
Ts5 T-54TT 100.64 3.0 3.0147 100.49
Eg=99-99 | X, ~100.00
Sg =0.8325 Sqg=0-8099

Yepilan Sl¢limlerin hassagiyetini saptamsk ameciyla ayna
konsantrasyondeki ¢dzeltiden (cagcaseﬁpg/ml olan 3 mnolu sey-
reltme) on kez hazirlanarsk absorbanslari tayin edildi ve
(26) nolu formiile gbre standart sapmasi hesaplandi(teblo-60).

Yontemin Beer Kanununa uygunlugu, karisimdaki asetaminofen
ve aspirin miktarlari saireyla sabit tutularek absorbans ve kon-
santrasyon erasinda ¢izilen grafifin lineer olmasiyla kanitlan-
d1, Bunun i¢gin stok asetaminofen ve stok aspirin c¢ézeltileriyle
bir seri seyreltme yaparak galisildi. Asetaminofen konsantras-
yonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve 8lglim sonuclari teblo~
6l'de, buna gdre gizilen grafikler ise sekil-66 ve sekil-6T7%de
verilmigtir.
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Tablo~-60: 6 mg/ml Aseteminofen ve 6 ug/ml espirin igeren
karisimin sbsorbansinin on kez tayini.

g o
0.498 0.558
0,490 0,565
0.491 0.563
0,485 0,572
0,498 0.560
0.500 0.559
0.497 0,560
0,498 0.566
0.485 0.558
0.488 0.559

Iaf09493 Ii=0.562

S=0.0058 5 =0,0045

Tablo~61: cawG ng/ml (sebit) iken somuglar.

Vas as . Ay Ay
(ml) (pg/ml)

1.5 2.25 0.429 0.386
2.5 3.T5 0.458 0.458
4.0 6,00 0.493 0.562
6.0 9,00 0.545 0.698
7.0 10.50 0.565 0.769
9.0 13.50 0,619 0.910
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Abs
0.7 - P

/K‘/b/ 1=0,9996

c.o | .
- 1ttt T

0.0 20.0
coNC (Aspirin)

Sekil-66: 241.9 nm'de c, sabit iken grafik.

Abs
1.0 .
r~=0.9999
7
O : 0 T T T T =1 - e T
0.0 20.0
conc(Aspirin)

Sekil-67: 228.4 nm‘de c, sebit iken grafik.
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Aspirin konsantrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve
6lglim sonuglari tablo-62'de, buna gdre ¢izilen grafikler ge-
kil-68 ve gekil-69'da verilmigtir. ‘

Tablo-62: cas=6‘pg/m1 (sabit) iken sgonuglar.

Va )

(n1) | (ue/m) ta E
1.5 2,25 0.256 0.394
265 3.75 0,345 0.451
4,0 6.00 0.493 0.562
6.0 9.00 0,674 0.701
7.0 10.50 0,782 0.784
9.0 13.50 0.957 0.918

Abs

r=0.9998

0.0 t 1 1 1 et
0.0 20.0

CONC (Asetaminofen)

Sekil-68: 241,9 nm‘de C,q Sabit iken grafik.
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Abs
1.0 &

'i/;/g// r=0.9996

0.0

0.0 T T 20.0
CoNC (Asetaminofen)

Sekil-69: 228.4 nm'de Cog Sabit iken grafik.

3.6.4, Yontemin Sentetik Karigsimlara "Jygulanmasi

75 mg Aspirin ve 75 mg asetaminofen tartilarak 100 mlflik
balon jojede %95f1lik etanolle hacmine tamamlandi. Ultrasonik
banyode bes dakika tutularak tam bir ¢dziinme seglandi., Bu ¢o-
zeltiden alinsn 10 ml, 100 mlflik balon jojede 0.1 N hidroklo-
ik asitle hacmine tamemlandi. Hazirlanan bu stok ¢dzeltisin-
deki aspirin ile agetaminofen konsantrasyonu egittir ve 75
pg/mltdir.

Stok ¢ozeltisinden 50 miflik balon jojelerde 0.1 N hidroklo-
rik asit ile seyrelterek hazirlanan alti farkli konsantrasyon-
daki ¢Ozeltilerin sbsorbanslari belirlenen dalga boylarinda o-
kundu. Galigma li¢g kez teltrarlanarak ortalamalari kullanildi.
Sonuglar tablo-63'de goriilmektedir.
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‘Tablo-63: 75 mg Aspirin ve 75 mg asetaminofen igeren karisim
ile hagirlanan sgeyreltmeler ve absorbans degerleri,

v Cas Ca A A,
(ml) (pg/ml) (ng/m1) & +
2.5 3.75 3.75 0.3077 03507
3.0 4,50 4450 0.3680 0.4200
3.5 525 5,25 0.4293 0.4890
4.0 6.00 6,00 0.4880 0.5597
4.5 6.75 6.75 0.5500 0.6293
5.0 7.50 7.50 0.6160 0.7037

Bu degerlerin (12), (13), (26), (27) nolu formiillerde yerine
konmasiyla tablo-64'de verilen sonuglar elde edilmiatir.

Tablo~64: 75 mg Aspirin ve 75 mg asetaminofen igeren sentetik
karigimlards sonuglar.

rlan 1 Karigim- Karigim-
eI BRI S = T
(mg) _ (mg)

3.75 33,7780 75.56 | 3.7098 T4.20

4,50 4,5135 75.22 | 4.4540 74.23

525 562735 75.34 | 5.1672 73.82

6,00 5.9622 7453 | 5.9880 74.85

| 6.75 6,7324 T4.80 | 6,7038 T4.49
i T.50 T+5497 75.50 | 7.4751 T4.75
= T5.16 Eo = T4.39

S 0.4094 Sgg=0:3841
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%95 Giivenilirlik diizeyi icgin t=2.57
Asetaminofen igin ‘pa;75016i0043
Aspirin igin ‘pas=q4,39to.4o

Bu sonug¢glari ylizdeye ¢evirdiZimiz zamen %100.21 asetaminofen,
%99.19 aspirin bulunur. Elde edilen sonug¢lar farmakope sinirla-
rina uymaktadir (269).

3.6:5. Gelistirilen ¥Yontem ile Literatiir ¥Yontemi Sonuclarinin

Kargilastirilmasi

A.G.Fogg ve arkadaglari asetaminofen-aspirin tabletlerindexi
mikter teyinini susuz ortamda 0.1 M tetra-n-butilamonyumhidroxsit
¢0zeltisiyle potansiyometrik titrasyon yaparak gergeklectirmig-
lerdir(139)., Bilinen ¢dzeltilerle olan g¢galismalarinda 5 konsamt-
ragsyon i¢in ortalama aspirin ylizdesi %97.82 (S=1.9348), asetami-~
nofen yiizdesl %102,16 (S5=1.7824) bulunmustur. Bu yontem 1{le ge-
ligtirdigimiz yontemin duyarliligi "F testi'ne gbdre mukayese edil-
di(tablo-65),

Tablo-65: F Testi sonuglari.

Agpirin Asetaminofen
Ng 5 5
Ny 6 6
S, 1.9348 1.7824
Sy 0.8099 0.8325
F 597079 4.5840
Py 5.1900 51900
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F ve Ft degerleri kargilastirildigi zaman asetaminofen tayi-
ni bakimindan iki yontemin duyaerliligi arasinda %95 olasilikla
dnemsenecek bir fark (F<<Ft) olmadigi halde, aspirin tayini ba-
kimindan (F)>F,) fark vardir.

3.7. ASPIRIN-DIPIRON KARISIMINTN ABSORBANS ORANI YONTEMI
T1LE MIKTAR PAYINI

3e7els DENEY KOSULLARININ SAPTANMAST

3s7T«1ls1. Dalga Boyu Secimi

Aspirin ve dipiron ¢dzeltilerinin 0.1 N hidroklorik asit i-
¢cinde alinan spektrumunda aspirin 227.3 nm'de, dipiron 256,.8
nm'de maksimum absorbans gdsterdi (gekil-62 ve zekil-41).

Egit konsantrasyonda hazirlenan ¢dzeltilerin spektrumlarinin
list liste ¢izdirilmesiyle isoabsorptif dalga boyu 240 nm olarak
tespit edildi (gekil-T70).
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Sekil-70: Isoabsorptif dalga boyu. (0.1 N HCl'de).

3.T.1.2, Konsantrasyon Tayini

Stok aspirin ¢dzeltisi:

100 mg Aspirin 100 ml'lik balon jojede %95'1lik etanolle hac-
mine tamamlandi. Beg dakika ultrasonik banyoda tutularak tam
bir ¢bziinme saglandi, Bu gdzeltiden alinen 10 ml, 100 ml‘®lik
balon jojede 0.1 N hidroklerik asitle hacmine tamamlandi. Bu
sekilde hazirlenan stok aspirin ¢ézeltisinin konsantrasyonu
100 pg/mltdir,
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Stok dipiron ¢Gzeltisis

100 mg Dipiron 100 ml'lik balon jojede 0.1l N hidroklorik a-
git ile hacmine tamamlandi. Beg dekike ultrasonik banyoda tutu-
larak tam bir ¢ozlinme saglandi. Bu ¢dzeltiden alinan 10 ml, 100
ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik asitle hacmine tamamlandi.

Bu gekilde hazirlanan stok dipiron ¢dzeltisinin konsantrasyonu
100 pg/ml'dir,

Yukaridaki sekilde hazirlanan stok ¢dzeltilerden 50 mi'flik
balon jojelerde O.1 N hidroklorik asitle bir seri seyreltme ya-
parak standart ¢dzeltiler hazirlandi, Bu ¢bzeltilerin 227.3,
240 ve 256,8 nm'lerdeki absorbanslari tespit edildi. Gali-ma-
lar li¢ kez tekrarlanarak, ili¢ degerin ortalamasi alindi. Elde e~
dilen sonuglar tablo-66 ve tablo-67'de goriilmektedir.

Tablo-66: Stok aspirin ve dipiron ¢dzeltileriyle hazirlaran

seyreltmeler,
V4 Vas Cq Cag °d Cas
No (ml) (ml) (pe/ml) | (pa/ml) | cgq*Cyg ©3*Cas
1 3 8 6 16 0.2727 0.7273
2 5 8 10 16 0.3846 0.6154
3 T T 14 14 0.5000 0.5000
4 8 6 16 12 0.57T14 0.,4286
5 9 5 18 10 0,6429 0.3571
6 13 5 26 10 0,7222 0.2778

cas=aspirin konsantrasyonu, cd=dipiron tonsantrasyonu
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Tablo—~6T: 227.3, 240 ve 256.8 nm'lerdeki absorbanslar.

A A A

No as i d
(227.3 nm) (240 nm) (256.8 nm)

1 0.8523 0.4883 0.2240
2 0.9230 0.5693 0.3267
3 0.,9113 00,6200 0.4247
4 0.8473 0,.6060 0,4617
5 0.7980 0,6160 0.5103
6 0.9427 0.7837 0.,7140

3:72s Olgii B¥risinin Hazirlanmasi
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¥=1.2146%40,8672

I':'_"O ° 9994

OJO 1 1 I | S . H % . c
6.0 0.8

as
C3*Ca5

Fekil-T1l: Aas/AiDeéerlerine kargi aspirinin relatif konsant-
rasyonlarinin grafigi.

Adl.o -
LV
y=1.0027x+0,1862
1=0.9999
0.0 , ,
) T s e e o G
0.0 0.8 d
Gd+cas

Sekil-T72: Ad/AiDeéérlerine kargi dipironun relatif konsant-~
rasyonlarinin grafigi,
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3.7.3, Standart Cozeltilerin Kontrolii

Yontemin uygulanmasi igin gerekxli olan isoabsorptif dalga bo-
yundeki absorptivite katsayilari a=(4A;/ cT).looo formiiliine gdre
hesaplandi ve tablo-69'da verildi.

Tablo-69: Isoabsorptif dalge boyundaki absorptivite katsayisi.

No 1 2 3 4 5 6
Crp

(peg/ml) 22 26 28 28 28 36
a 22,195 | 21.896 | 22.143 | 21.643 | 22.000 | 21.769
3 21.941

Onceki bdliimlerde verilen (12), (26), (27) nolu formiillerde

ilgili parametreler yerine konaraek yapilan hesaplamalarin sonug—~
lari tablo-70'de verilmintir,

%95 Glivenilirlik diizeyi igin t=2.57

Aspirin igin Pgg=9996¥0,92

Dipiron igin }g=99.98£0.69

Gorildiigii gibi bu yontem %27-72 oraninda dipiron ve %28-73
oraninda aspirin igeren karizimlara uygulenabilmeltedir. Galigma
konsantrasyon araligi dipiron ig¢in 6-26 pg/ml, aspirin igin
10-16 Pg/ml’dir.
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Tablo—?O:'Ad/Ai ve Aas/Ai ile yapilan degerlendirmeler.

Hazirlenan | Bulunan % Hazirlanan | Bulunan %
cd(pg/ml) cdﬁpg/ml) Dip. castg/ml) castg/ml) Asp.
6 6.0482 100.80 16 16,0912 100.57
10 10,0325 100.32 16 16.1094 100,68
14 14,0569 100.41 14 14.0194 100,14
16 15.8577 99.11 12 12,0747 100,62
18 17,9813 99.90 10 9.,9000 99,00
26 25,8225 99.32 10 9.8721 98.72
$4-99.98 Xy 99496
8406590 Sgq 08738

i

Yapilan Slglimlerin hassagiyetini saptemak amaciyla ayni lcon-
santrasyondaki g¢ozeltiden (cd=cas=l4‘pg/ml olan nolu seyreltme)
on kez hazirlanarak absorbanslari tayin edildi ve (26) nolu for-
miile gore standart sapmasi hesaplandi(teblo-71).

Yontemin Beer Kanununa uygunlugu, Xaricimdaki dipiron ve as-
pirin miktarlari sirayla sabit tutularak absorbans ve konsant-
rasyon arasinda ¢izilen grafigin lineer olmasiyla kanitlanda.
Bunun ig¢in stok dipiron ve stok aspirin ¢dzeltileriyle bir seri
seyreltme yaparaic ¢aligildi. Aspirin konsantrasyonunun sabit tu-
tuldugu seyreltmeler ve Gl¢iim sonuglari tablo-T2'de, buna godre

cekil-75'de veril-

¢izilen grafizler ise nekil-T3, gekil-T4 ve

migtir,
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Tablo-Tl: 14 Pg/m Dipiron ve 14 ug/ml aspirin igeren kari-
gimin absorbansinin on kez teyini,

Ags Ay Ay
0.909 0,623 0.423
0,912 0,620 0.423
0.913 0.617 0.428
0,910 0,617 0,430
0,915 0,620 0,421
0,917 0.626 0,420
0.912 0.620 0.420
0.910 0.618 0,429
0,909 0.615 0.432
0,906 0.624 0.421

Kas=0.9113 £;=0,6200 Id=o.4247
S =0.0032 S =0.0035 S =0,0046

Tablo-72: ¢, =10 pg/ml (sabit) iken sonuglar.

v C
(m) ( pgj/i m1) tas E *a
2 4 0,560 0.325 0.153
3 6 0.595 0377 0.208
4 8 0,629 0.411 0.259
5 10 0.668 0.463 0.311
Ll 14 0,740 0.542 0.413
12 24 0.928 0,765 0.672
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Abs

0.

r=0.9999

0.0 T '30.0
CONC (dipiron)
Sekil~T3: 22T7.3 nm'de Cos sabit iken grafik.
Abs
.8 - ////@/
r=0.9996
0.0 S E— Io—
0.0 30.0
CONC (dipiron)
Fekil~T4: 240 nm*de c sabit iken grafik,

as
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Abs

r=0,9999

o'OI R 1 i v T T lzolfo
conc (dipiron)

$ekil-T5: 256.8 nm'de ¢__ sabit iken grafik,

83

Dipiron konsantrasyonlarinin sabit tutuldugu seyreltmeler
ve 6l¢iim sonuglari tablo-T3'de, buna gore g¢izilen grafikler
cekil-T76, zekil-T7T7 ve cekil-78'de verilmigtir.

Tablo-73: c4=8 pg/ml (sebit) iken sonuglar.

v C

(m1) ( pg/&gl) Fas E ta
8 16 0.904 0.536 0.270
6 12 0.704 0.438 0.256
5 10 0,601 0,393 0.247
4 8 0.512 0.342 0.238
3 6 0,411 0.302 0,230
7l 4 0.318 0,244 0.221
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Abs

r=0,9998

oo T 2000
cong (aspirin)

Fek1l-T76: 227.3 nm'de cy gabit iken grafilc.

Abs
0.6

r=0.9994

O‘O‘r L T v " T 1201'0
conc (aspirin)

Sekil-T77: 240 nm'de ¥ sabit iken grafik.
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AAbs

r=0,9987

oo} L
0.0 20.0
conc (aspirin)

-
T

Tekil~-T78: 256,88 nm'de cq sabit iken grafik.

3.Te4o Yontemin Sentetik Karicimlara Uygulanmasi

75 mg Aspirin ve 75 mg dipiron tartilarak 100 ml'liz
balon jojede %95'lik etanclle hacmine tamamlandi. Ultrasonilk
banyode. onbeg dakika tutularak tam bir ¢bzlinme saglandi., Bu ¢&-
zeltiden slinan 10 ml, 100 ml?'lik balon jojede 0.1 N hidroklo-
rik asitle hacmine tamamlandi. Bu ge%ilde hazirlanan stok ¢dzel-
tisindeki aspirin ile dipiron konsantrasyonu esittir ve 75 pg/ml
dir.

Stok c¢dzeltisinden 50 ml'lik balon jojelerde 0.1 N hidroklo-
rix asit ile seyrelterex hazirlanan alti farkli konsantrasyon-
daki ¢dzeltilerin absorbanslari belirlenen dalga boylarinde o-
kundu. Galisma l¢ kez tekrarlanarak ortalamalari kullanildzi,
Sonuglar tablo-T4'de gorlilmektedir.
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© Tablo~T4: 75 mg Aspirin ve 75 mg dipiron iceren karisim ile
hazirlanan seyreltmeler ve absorbans degerleri.

v c C

(m1) ng7gl) ngﬁml) Fas E *a
5.0 T.50 T+50 0.4953 0.3380 0.,2300
6.0 9,00 9.00 | 0.5980 0.4080 0.2793
T.0 - 10,50 10.50 0.6937 0.4733 0.3233
8.0 12.00 12.00 | 0.8003 0.5467 0,3750
845 12.75 12.75 0.8423 0.5757 0.3927
9.0 | 13.50 13.50 | 0.8950 0.6120 0.4203

Bu degerlerin (12), (26), {27) nolu formiillerde yerine konme~
siyla tablo-75%de verilen somuglar elde edilmigtir.

Tablo-75: 75 mg Aspirin ve 75 mg dipiron igeren sentetik ka-
rigimlarda sonuglar,.

Hazirlanan Bulunan %Ziiglm- Bulunan g:i;glm-
Cag=Cq(pa/ml) | c,g(pe/ml) lagpirin | Sq(re/ml) lgipivon
(mg) (mg)

7.50 7.5869 T5.87 | 7.5937 75094
9,00 991627 76036 9.2422 T7.02
10,50 10,6289 75.92 | 10.6895 | 76.35
12,00 12,2404 76.50 | 12,4182 o TT.61
12.75 12,8727 75.72 | 12.9773 T6.34
13.50 13,6690 75.94 13.9246 7736
iﬁs’ T76.05 §d:‘76°77

5333093062 sd:096582
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%95 Giivenilirlik dlizeyi igin  t=2.5T7
&
Agspirin ig¢in Pog= 76,05%0,32

Dipiron igin Pg= T6.T7%0.69

Elde edilen sonuglar yiizdeye gevrildigi zaman %101.40 aspirin,

%102,36 dipiron bulunur ve bu deferler farmakope sinirlarina uy-
maktadir (270).

3.8, ASETANINOFEN-DIPIRON-XAFEIN KARTISIMININ ABSORBANS
ORANT YONTEMI ILE MIXTAR TAYINT

3¢8e1, DENEY KOSULLARININ SAPTANLIAST

368.1s1s Dalga Boyu Secimi

Esit konsantrasyonda (c¢=10 pg/ml) hazirlanan asetaminofen, di-
piron ve kafein ¢Gzeltilerinin %95'1ik etanol iginde alinan spek-
trumleri iist liste g¢izdirildi(sekil-79). Iscabsorptif dalge boyu-
nun hassas olarak teyini ig¢in, c¢alisme sirasinda hazirlanan ve
toplam konsantrasyonu 10 }ug/ml olan standart karigim ¢dzeltile-
rinin spektrumlari list liste alindi. Bu gekilde isoabsorptif dal-
ga boyu 265.4 nm olarak tespit edildi(gekil-80).

Maddelerin etanoldeki spektrumlari dnceki bsliimlerde mevcut ol-
dugu i¢in bu bbliimde tekrar verilmemistir. Asetaminofenin meksi-
mum absorpsiyonu 248.1 nm'de, kafeinin maeksimum absorpsiyonu ise
271.7 nm'de gergeklegmektedir (sekil-15, gekil-51, gekil-52),
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Sekil-80: Isoabsorptif dalga boyu (standart g¢dzeltilerle,e-
tanolde) .
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3e80.1.2. Konsantrasyon Fayini

Stok asetaminofen ¢dzeltisi:

100 mg Asetaminofen 100 ml'lik balon jojede %95'lik etanolle
hacmine tamamlandi. Beg dakika ultrasonik banyoda tutularak tam
bir ¢oziinme saglandi. Bu ¢dzeltiden alinan 2.5 ml, 100 ml'lik
balon jojede etanolle hacmine tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan
stok asetaminofen ¢ozeltisinin konsantrasyonu 25 pg/ml'dir.

Stok dipiron ¢odzeltisi:

88 mg Dipiron 100 ml'lix balon jojede etanolle hacmine ta-
mamlandil. Onbes dakika ultrasonik banyoda tutularak tam bir ¢o-
ziinme saglandi. Bu ¢dzeltiden alinan 5 ml, 100 ml'lik balon jo-

jede etanolle hacmine tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan stok
dipiron ¢dzeltisinin konsantrasyonu 44 mpg/ml'dir.

Stok kafein ¢ozeltisi:

100 mg Xafein 100 ml'lik balon jojede etanolle hacmine ta-
mamlandi. On dakika ultrasonik banyoda tutularak tam bir ¢o-
ziinme saglandi. Bu ¢dzeltiden alinan 2 ml, 100 ml'lik balon jo-

jede etanolle hacmine tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan gtok
kafein ¢6zeltisinin konsamtrasyonu 20 mg/mltdir.

Yukaridalki gekilde hazirlanan gtok ¢dzeltilerden 50 ml®lik
balon jojelerde etanolle bir seri seyreltme yaparar standart
¢ozeltiler hazirlandi. Bu gozeltilerin 248,1, 265.4 ve 271.7
nm'lerdeki absorbanslari tespit edildi. Caligmalar iig kez tek-
rarlanaralk, ilic degerin ortalamasi alindi. Elde edilen sonuglar
tablo-76 ve tablo-T7'de gorlilmektedir,
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Tablo-76: Stok asetaminofen, dipiron ve kafein ¢tzeltileriyle
hazirlanan seyreltmeler (dipiron konsantrasyonu sabit).

No Va ¥k va Ca Cx Cq
(ml) | (ml) (ml) (»g/ml) (mg/ml) | (Mg/ml)
1 10.6 | 0.75 5 5.3 0.3 4.4
2 10,0 1l.50! 5 540 0.6 44
3 9.2 2,501 5 4.6 1.0 4.4 |
4 8,0 | 4.00{ 5 4.0 1.6 4.4 3
5 | Te2 500 ! 5 3.6 2,0 4.4 i
6 6,0 6,50 5 ! 3.0 2.6 4.4 |
T 5.2 7.50 @ 5 L 2.6 C 3,0 . 4.4 |
8 . 4.0 9.000 5 | 2,0 | 3.6 | 4.4 |
9 | 3.2 10,00 j 5 1 1.6 4.0 | 4.4 |
10 i 2,01 11.50% 5 i 1,0 4,6 i 4,4

i
i
!

Tablo-TT7: 248.1, 265.4 ve 271l.7 nm'lerdeki absorbanslar.

| |
% No Aa Ai
| (248.1 nm) (265.4 nm)
1 0.6190 0.3530
2 0.5950 ©0.3530
3 0.5620 | 03507
4 0.5140 1 0.3490
5 0.4857  ° 0.3533
6 . 0.4373 ' 0.3530
7 | 0.4040 . 043490
8 . 0.3560 i 0.3477
9 i 0.3243 ;. 0.3470
10 0.2770 } 0.3483

A e e iy s e e

s et

Ay

(271.7 nm) ;

0.2480
0.2570
0.2643
0.2790
0.2923
0.3077
0.3150
0.3303
0.3410
0,3557

ST

|

t

E
!
}
!
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3,8.2. Olcii EZrisinin Hazirlanmasi

Elde edilen sonuglar absorbans oranlari ydntemine gore grafi-
gecirildi, Grafik degerleri tablo-7g'de gtriilmektedir.

cekil-8l'de asetaminofenin, gekil-82'de ise kafeinin relatif
konsantrasyonlari absise, ahbsorbans oranlari ordinata yerlesti-
rileres hazirlanan grafikler goriilmektedir. Grafiklerdeki doZru
denklemleri en kligiilk kareler yontemine gore hesaplanmastir.

Tablo-78: Elde edilen absorbans degerleri ile yapilan

hesaplamalar.

‘ ’ . 4 .
| | ca 1 Ay Cy A 4

No C tCa+Cy ; Ay -éa+cd+ck 'MK;- ‘éa+cd+ck
L1 0.53 | 1.7535 0,03 0.7025 0.44
2 0.50 | 1.6855 |  0.06 0.7280 | 0.44

3 0.46 | 1.6025 :  0.10 | 0.7536 | 0.44

4 0.40 | 1.4728 |  0.16 | 0.7994 | 0.44 |

5 0.36 | 1.3747 0.20 0.8273 | 0,44

6 0,30  1,2388 0.26 0.8717 |  0.44

7 0.26  1.1576 0.30 0.9026 g 0.44

8 0,20 1,0239 0.36 | 0.9499 |  0.44

9 0.16 , 0.9346 | 0.40 | 0.9827 .  0.44
10| 0.10 ' 0.7953 E 0.46 1.0212 - 0.44
l | i B e |
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¥=2,2239x+0.5767

r=0,9999

0.0 4 — SN Cc.
T T T i 7 'a
0.0 0.6

+C
Ca cd Cy

Sekil-81: Aa/Ai Degerlerine kars1i asetaminofenin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi.

Ak 2.0
Ay
1 ¥=0.7455x+0,6802
1
4 r=0,9998
0.0 e ck
C.0 0.5 ‘ga+cgvey

Sekil-82: Ak/Ai Degerlerine karsi kafeinin relatif kongant-
rasyonlarinin grafifi.
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3.8.3. Standart Cozeltilerin Kontrolil

Yontemin uygulanmasi ig¢in gerelcli olan isoabsorptif dalga bo-
yundaki absorptivite katsayilara a:(Ai/cT)QIOOO formiiliine gore
hesaeplandi ve tablo-79'da verildi,

Tablo-T9: Isocabsorptif dalga boyundaki absorptivite katsayisi.

No Crp a
(ng/ml)
1 | 10 35.300
2 ‘ 10 354300
3 10 35,070
4 10 34.900
5 10 35,330
6 ‘ 10 35.300
7 | 10 . 34,900
8 10 § 34,770
| 9 10 L 34,700
110 10 . 34.830
. 8=235,040 |
- ]

Onceki bslimlerde verilen (12), (26), (27), numarali formiiller—
de ilgili parametreler yerine %Zonarak yapilan hesaplamalarin sonug-
lari tablo-80 ve tablo-8l'de verilmistir.
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Tablo-80: Aa/Ai ile yapilan degerlendirmeler.

'—.i

i

]

|
|

Hazirlanan Bulunen %
caQMg/ml) ca(ﬂg/ml) Asetaminofen
503 563309 100.58
5,0 5,0228 ! 100,46
4.6 4.6166 ! 100,36
4.0 4,0133 i 100.33
3.6 3,6180 100.50
3.0 2.9993 | 99,98
2.6 2.6016 ! 100,06

s 2,0 1.9954 3 99,77
1.6 { 1.5937 99,61
1.0 i 0.,9771 97.7T1
ia = 99.94
meéa =O°§f§?M___*m,__
%95 Glivenilirlik diizseyi igin  t=2.26

Asetaminofen ig¢in

A= 1
/N o 99.94 0.60
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Tablo--sl:A.k/Ai ile yapilan deZerlendirmeler.

Hazirlanan Bulunan %
ckQHg/ml) ' ekgMg/ml) Kafein
0.3 0.3013 100.45
0.6 0.6459 107.65
1.0 0.9854 98.54
1.6 1.5925 99.53
2.0 1.9895 99.47 ;
2.6 2.5878 99.53 :
i
390 209713 99004 H
3.6 b 3.5898 ! 99.72
4.0 ' 4.0183 . 100.46
4.6 L 4.5467 | 98.84
o oo o g . !
Sk=206477 l'

%95 Giiven araliZi igin t=2.26

Kafein igin M, = 100.32%1.89

Dipiron konsantrasyonu, isoabsorptif dalga boyundali
toplam konsantrasyondan asetaminofen ve kafeinin tonsant-
ragyonlari gikarilarak (22) nolu formiile gdre hesaplandi.
Sonuglar tablo-82'de gériilmektedir.
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Tablo~g82: Dipiron i¢in sonuglar.

Hazirlanan Bulunan %
cd(fgjml) cdgMg/ml) Dipiron
4.4 4.4420 100.95
4.4 4.,4055 100.12
4.4 4,4066 100,15
4.4 4.3542 98,96
‘ 4.4 4.4753 1 101.71
| 4.4 4,4871 . 101.98
4.4 4,3871 | 99,71
| 4.4 | 4.3371T . 98.58
[ 4.4 42910 97.52
4.4 | 4.4163 1 100.37
’ = %.
Xd— 100.00

%95 Giiven araligi igin t= 2.26
Dipiron igin M= 100.00%0.,99

Goriildiigii gibi bu yontem %10-53 oraninda asetaminofen, %3-46
oraninda kafein ve %44 dipiron igeren karigimlara uygulanabil-
mektedir. Galisma konsantrasyonu dipiron icin 4.4 Mg/ml (sebit),
asetaminofen igin 1-5.3 Mg/ml, kafein igin 0.3-4.6 Mg/ml'dir,

Yapilan Olgimlerin hassasiyetini saptamak amaciyla ayni
konsantrasyondaki ¢dzeltiden (ca;B/Mg/ml, ck=2@6/Mg/ml ve
cd=4o4/vg/ml olan 6 nolu seyreltme)on kez hazirlanarak absor-
banslari teyin edildi ve (26) nolu formiile gdre standart sap-
masi hesaplandi (tablo-83).
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Tablo-83: B/Wg/ml asetaminofen, 2.6/Mg/ml kxafein ve 4.4
ﬁg/ml dipiron igeren karisimin absorbansinin
on kez tayini.

Ay Ay A,

0.435 0.353 0.310

0.437 0.358 0.310

0.429 i 0.357 0.305

0.440 | 0.350 0.302

0.441 | 0.350 0.311

0.439 | 0.351 0.307
; 0.440 ; 0.356 ! 0.309 :
| 0.435 | 0.352 . 0.311 ;
| 0.438 ; 0.351 | 0.308

0.439 | 0.352 | 0.304 |

A70.4373  E;=0.3530 | K=0.3077 |

| 5200035  $=0.0029 =0,0031

P e e

Yontemin Beer Kanununa uygunlugu, karigimdaki asetaminofen
ve kafein miktarlari sirayla sabit tutularak ebsorbans ve kon-
santrasyon arasinda ¢izilen grafigin lineer olmasiyla kanit-
landi, Bunun icin stok asetaminofen ve stok kafein g¢gdzeltile-
riyle bir seri seyreltme yaparak ¢alisildi. Asetaminofen kon-
sentrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve Jlglim sonuglari
tablo-847de, buna gbre ¢gizilen grafikler ise ~ekil-83, ge'til-~
84 ve gekil-85'de verilmi~tir.
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Tablo-84: cy=4.4 pg/ml ve Co=2+5 Pg/ml (sabit) iken

sonuglar.

v c

k k A A A
(ml) (ng/ml) a 1 k

1 0.4 0.340 0.218 0,168

3 1.2 0.355 0,252 0,206

5 2.0 0.365 0.284 0.247

8 3.2 0.378 0,336 0,300
11 4.4 0,399 0,388 0,360
15 6,0 0,419 0.459 0.434

b
0.5
I:O¢9978
0.0

_— ¥

CONC (KAFE IN)

cekil-83: 248.1 nm'de cq Ve oy sabit iken grafik.
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Abs
0.5

r=0,9999

o a

CONC(KA-EIN)

;ekil-84: 265.4 nm'de cq ve ¢, sabit iken grafik.

Abs
0.5 -

r=0.9999

0.0 R —
0.0 6.0
CONC {XAFETIND

Sekil-85: 271.7 nm'de Cq Ve ¢, sabit iken grafilk,
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Kafein konsantrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve
0l¢iim sonuglari tablo-857de, buna gore g¢izilen grafikler ise
5ekil-86, sekil-87 ve gekil-88'de verilmistir.

Tablo-85: cy=4.4 pe/ml ve €, =2 pg/ml (sabit) iken sonuglar.

v ' C
a a A A, A
(m1) (ng/ml) a * k
2 1.0 0,225 0,228 0,216
3 1.5 0,272 0.250 0.225
5 2,5 0.358 0,288 0,249
| T 3.5 0,448 0.329 0.270
} 10 5.0 0.584 0,387 0,305
15 745 0.814 0,495 0.360
Abs

r=0.9999

+ —— T
8 0
CoN© (asetaminofen)

0.

<

Fekil-86: 248.1 nm'de c4 Ve ¢y sabit iken grafik.
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Abs
0.5

=0,9997

0.C 8.0
CoNC (asetaminofen)

<ekil-8T7: 265.4 nm'de ¢; Ve ¢

. sabit iken grafik.

Ao
0.4 4

i

=0.9999

=

LR S

.o 8.0
CONC (asetaminofen)

Sekil-88: 271.7 nm’de ¢y Ve o sabit iken grafik.
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3:.8.4. Yontemin Tabletlere Uysulanmasi

lkemizde kullanilmakta olan ve her bir tabletinde 250 mg a-
seteminofen, 220 mg dipiron, 30 mg kafein ihtiva eden formiilas-
yon gsekli kullanildi. Gelistirilen yontem izlenerek miktar ta-
yinleri gergeklestirildi.

20 Tablet tartilarak (13.4 g) havaenda iyice toz edildi., Bun-
dan 134 mg tartilarak 100 ml'lik balon jojede etanolle hacmine
tamamlandi. Ultrasonik banyoda 20 dskika tutulduktan sonra bir
santrifiij tiipline alinarek 4000 rpm'de 20 dakika santrifiijlendi.
Berrak gozeltiden bir pipetle alinan 10 ml, 100 ml’lik balon jo-
jede etanolle hacmine tameamlandi. Hazirlanan bu stok g¢dzeltideki
asetaminofen konsantrasyonu 50 pg/ml, dipiron %onsantrasyonu 44
pg/ml, kafein konsantrasyonu 6 pg/ml’dir.

Stok ¢dzeltisinden 5 ml alinarak etanolle 50 ml'ye seyreltil-
di. Bu ¢0zeltiden alti kez hazirlanarak absorbanslari tayin edil-
di(tablo-86), Son ¢dzeltideki asetaminofen konsantrasyonu 5 ng/ml,
dipiron konsantrasyonu 4u4‘pg/ml, kafein konsantrasyonu 0.6 ug/ml
dir.
Tablo-86: 250 mg Asetaminofen, 220 mg dipiron ve 30 mg kafein
igeren tabletlerden hazirlanen ¢dzeltilerin absor-
bans degerleri.

ba Ay "
0.5450 043200 0.2317
0.5540 0.3217 0.2330
0.5497 0.3203 0.2317
0.5513 0.3213 0.2327
0.5460 0.3203 0.2320
0.5423 0.3223 0.2337
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Bu degerlerin (12), (22), (26), (27) nolu formiillerde yerine
konmasiyla tablo-87°de verilen sonug¢lar elde edilmigtir.

Tablo-8T: 250 mg Asetaminofen, 220 mg dipiron ve 30 mg kafein
igeren tabletlerde sonuglar.

Bir tab- Bir tab- Bir teb-
Bulunan letteki Bulunan letteki Bulunan letteki
ca(;ug/ml) aset. ck()ug/ml) kafein cd().lg/ml) dipiron
(mg) (mg) (mg)
4.6255 231.28 0.5378 26,89 3.,9691 198,46
4.T7286 236.43 0.5431 2715 3.9092 195.46
4,6837 234,19 05297 26,48 3.9276 196,38
4.6967 234.83 0.5412 27.06 3.9316 196,58
4.6365 231.82 0.5407 27,04 3.9638 198,19
4.5740 228,70 0.5540 27.70 4.,0701 203,50
Xg = 232,87 Ekz 27,05 Sc'd.—_ 198,10
Sa:. 28028 Sk= 0.3958 Sd= 2.,8822

%95 Glivenilirlik diizeyi icin  ©=2.57
Asetaminofen igin ,ua;23208732.94

Dipiron igin Ald=198e10‘°-'-3=02
Kafein igin A, =2T.05%0,.41

Bu sonuglari yizdeye cevirdigimiz zaman %93.15 asetaminofen,
%90.04 dipiron wve %96.17 kafein bulunur. Asetaminofen ve kafein
igin elde edilen sonucglar farmakope sinirlarina uydugu (269) hal-

de dipiron, Japon Farmekopesinde verilen %95-105 sinirina girme-
mektedir(270). Bu durumun yéntemimizden mi;, yoksa tabletlerden mi

kaynaklandigini aragtirmak amaciyla ayni tablet terkibini igeren
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karigim hazirlanarak tekrar tayin edildi.

Bir tablet igerigi olan 250 mg asetaminofen, 220 mg dipiron,
30 mg kafein, 74 mg nigasta, 77 mg avisel, 17 mg talk ve 7 mg
megnezyum stearat ihtiva eden karisim hazirlandi. Bundan 135
mg tartilarak 100 ml'lik balon jojede %95'lik etanolle hacmi~-
ne tamamlandi.Ultrasonik banyoda 20 dakika tutulduktan sonra
bir santrifiij tilipline alinarak 4000 rpm'de 20 dekike santri-
fiijlendi. Berrak ¢Ozeltiden bir pipetle alinan 10 ml, 100 ml-
1ik balon jojede etanolle hacmine tamamlandi. Hazirlanan bu
stok ¢bzeltisindeki asetaminofen konsantrasyonu 5O/Ag/ml, di-
piron konsantrasyonu 44/Ag/ml, kafein konsantrasyonu 6/“g/ml-
dir,

Stok ¢ozeltisinden alinan 5 ml, 50 ml'lik balon jojede e-
tanolle hacmine tamamlandi. Alti kez hazirlanan bu ¢ozeltiler=
de asetaminofen konsantrasyonu S/Ag/ml, kafein konsantrasyonu
0.6 Mg/ml, dipiron konsantrasyonu 4.4 M g/ml'dir. Bu alti ¢b-
zeltinin aebsorbanslari belirlenen dalga boylarinde okundu. Ca-
ligma l¢ kez tekrarlanarak ortalamalari kullanildi. Sonuglar
tablo-88'de goriilmektedir.

Tablo-88: Hazirlanan tablet karigimlarinin absorbanslari.

———y
A, Ay A

0.5900 0.3520 0.,2550
0.,5820 0,3500 0.2540
0.5893 003527 - 0.2557
0.5853 0.3527 0.2557
0.5900 0.3540 0.2567
0.5883 00,3520 0.2553

-
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Bu degerlerin (12), (22), (26), (27) nolu formiillerde ye-
rine konmasiyla tseblo-89'de verilen sonuglar elde edildi.

Tablo-89: 250 mg Asetaminofen, 220 mg dipiron ve 30 mg

kafein igeren tablet karisiminda sonuglar.

Bir tab- Bir tab- Bir tab-
Bu%un7n ) letteki Bu%ug7nl) letteki Bulug7n1) letteki
c g/ml aset. c m kafein c m dipiron
o/ (mg) kS (mg) a¥ (mg)
4.,9663 248,31 0.5960 29.80 4.4834 224,17
4.8784 243.92 0.6098 30.49 4.5004 225,02
4.9521 247,60 0.6046 30,23 4,5089 225.44
4.,9008 245,04 0.6046 30,23 4.5602 228,01
4.9515 247.57 0.6090 30.45 4.5422 227,11
4.,9445 j 247T.22 00,6075 30,37 4.4937 224.68
ia= 246.61 -ik: 30026 id 225974
Sa? 1.7242 Sk=0.2508 54 1.4984
%95 Giiven aralifi icim  t=2.57
Asetaminofen igin \a= 246,61%1.81

Kafein ig¢in

Dipiron icin

/‘k= 30.26%0,26

Sa

= 225,74%1,

57

Bu sonuc¢lari yiizdeye cevirdigimiz zeaman %98.64 asetaminofen,
%100.87 kafein ve %102.61 dipiron bulunur. Elde edilem sonuglar
farmakope smniriarina uymaktaedir.
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3¢9, ASETAMINOFEN-ASPIRIN-KAFELIN KARISIMININ ABSORBANS
ORANT YONTEMI I1LE MIXTAR TAYINT

30901, DENEY KOSULLARININ SAPTANMAST

309.1els Dalga Bovu Secimi

Esit konsantrasyonda hazirlanan (c=10 ug/ml) asetaminofen, as-
pirin ve kafein ¢ozeltilerinin 0.1 N hidroxlorik asit iginde ali-
nan spektrumlari iist iiste ¢izdirildi(gekil-89).

5 2
(] .
o o
T o

-~ T
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Sekil-89: Isoebsorptif dalga boyu (0.1 N HCl'de).
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Isoabsorptif dalge boyunun hassas olarak tayini igin, c¢alig-
me sirasinda haezirlenen ve toplam konsantrasyonu 16 ug/ml olan
standart karigim ¢Szeltilerinin spektrumlari tist iliste alinda.
Bu gekilde isoabsorptif dalgse boyu 260.5 nm olarak tespit edil-
di(sekil-90).,

Maddelerin O.1 N hidroklorik asitteki spektrumlari Snceki
boliumlerde meveut oldugu igin bu bSlimde tekrar verilmemistir,
Agetaminofenin meksimum absorpsiyonu 241.9 nm'de, aspirininki
227.3 nm'de, kafeininki ise 271.4 nm'de gergeklegmektedir(gekil
40, gekil-62, gekil-63).
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S$ekil-90: Isoabsorptif dalga boyu (standart g¢gbzeltilerle,
0.1 N HC1l'de).
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3.9.1.2. Konsantrasyon Tayini

Stok asetaminofen ¢dzeltisi:

100 mg Asetaminofen 100 ml'lik balon jojede %95'lik etanolle
hacmine tamamlandi. Be:; dakika ultrasonik banyoda tutularsk tam
bir ¢oziinme saglandi. Bu ¢dzeltiden alinan 5 ml, 100 ml'lik ba-
lon jojede 0.1 N hidroklorik asit ile hacmine tamamlandi. Bu
rcekilde hazirlanan stok asetaminofen ¢dzeltisinin konsantrasyo-
nu 50 png/mlfdir.

Stok aspirin g¢ozeltisi:

Stok asetaminofen ¢ozeltisiyle ayni =elkilde hazirlanan stok
aspirin ¢tzeltisinin konsantrasyonu 50 pg/ml'dir.

Stok kafein ¢6zeltisi:

100 mg Kafein 100 ml'lit balon jojede 0.1 N hidroklorit a~
gitle hacmine tamamlandikten sonra stok asetaminofen ¢ozeltisi
gibi hazairlandi. Stok kafein ¢&zeltisinin “onsantrasyonu 50

pg/mltdir,

Yukaridaki =eltilde hazirlanan stok g¢ozeltilerden 50 mlflik
balon jojelerde 0.1 N hidroklorik asitle bir seri seyreltme ya-
parak standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu g¢bzeltilerin 241.9,
260,5 ve 271.4 nm'lerdeki absorbanslari tespit edildi. Caliecma-
lar li¢ kez tekrarlanarak, li¢ deferin ortalamasi alindi. Elde
edilen sonuclar tablo-90 ve tablo-91'de goriilmektedir.
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Tablo- 90: Stok asetaminofen, aspirin ve kafein g¢ozeltileriyle
hazirlanan seyreltmeler(aspirin konsantrasyonu sabit).

v 'Vk Vas c C

a k cas
(ml1) (ml) (ml) (ng/ml) (ug/ml) (mg/ml)

1 6.0 2.0 8 6.0 2.0 8
2 505 205 8 505 245 8
3 5.0 3.0 8 560 3.0 8
4 4.5 3.5 8 4.5 3e5 8
5 4.0 4.0 8 4.0 4,0 8
6 3.5 4.5 8 3e5 4.5 8

Tablo~-91: 241.,9, 260.5 ve 271.4 nm’lerdeki absorbanslar.

No Aa Ai Ak
(241.9 nm) (260.5 nm) (271.4 nm)

1 0.5707 0.3280 0.2450
2 0.5520 0.3313 0.2670
3 0.5300 0.3323 00,2863
4 0.5017 0.3267 0.3030
5 0.4810 0.3290 0,3250
6 0.4570 0.3250 0.3380
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3.9.2. Olcii Efrigsinin Hazirlanmasi

Elde edilen sonuclar absorbans oranlari yontemine gore
grafige ge¢irildi.Grafik degerleri tablo-92 'de gdrilmektedir.

Sekil-91'de asetaminofenin, ge%il-92'de ise kafeinin relatif
konsentrasyonlari absise, absorbans oranlari ordinata yerlesti-
rilerex hazirlanan grafikler goriilmektedir. Grafiklerdeii dogru
denklemleri en kiiclik kareler yontemine gore hesaplanmigstir.

Tablo-L : Elde edilen absorbans degerleri ile yapilan

hesaplamalar.
No ca. Aa Cx Ak Cas
cas+ck+ca Ai °as+°k+°a Ai cas+ck+ca
1 0.3750 ‘1.7399 0.,1250 0.7470 0.5000
2 03437 1 1.6662 0.1563 0.8059 0.5000
3 03125 1.5949 0.1875 0.8616 00,5000
4 00,2812 1.5357 00,2188 0.9275 00,5000
5 00,2500 1.4620 0.2500 00,9878 0.5000
6 0.2188 1.4062 00,2812 1.0400 | 00,5000
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A, 2.0
i y=291404X*009321
=0.9992
ot
"‘.L/
] ,/4/,;/4/
L
_{,
¢
OO#%% oot b c+§~e-c
0.0 0.3 Tas ’k

Tekil-91: Aa/Ai Degerlerine karsi asetaminofenin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi.

2.0 ¢
A, 1
K y=1.8992x+0,5092
T&Oo9996
+ Gk
0.0 - G, _+C, +C_
0.0Q 0.4 ‘as" %k Ca

Sekil-92: Ak/Ai Degerlerine kargi kafeinin relatif kon-
santrasyonlarinin grafigi.
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3.9.3. Standart Cozeltilerin Kontroll

Yontemin uygulanmasi i¢in gerekli olan isocabsorptif dalga bo-

yundaki ebsorptivite katsayilari a:(Ai/cT).IOOO formiiliine gore

hesaplandi ve tablo-93'de verildi (cT=l6/ug/ml, sabit).

Tablo-~93.: Isoabsorptif dalga boyundaki absorptivite katsayisi.

No 1 2 3 4 5 6
a | 20.500 20,706 20,769 20,419 20.562 20.313
a | 20.544

Onceki boliimlerde verilen (12),(22),(26),(27) nolu formiiller-

de ilgili parametreler yerine konarak yapilan hesaplamalarin
sonuglari tablo~94 vetablo-95 ‘de verilmistir.

Tablo-94: Asetaminofen ve aspirin i¢in sonug¢lar
(hazirlanan cas=8}ug/mlgsabit)

Hazirlanan | Bulunan % Bulunan %
cagug/ml) caﬂpgjml) Aset. castg/ml) Asp.
6.0 6.0256 100.43 T.9410 99.26
565 55309 100.56 8,0762 100.95
5.0 5.0088 100,18 8.1649 102,06
45 4.4845 99.66 T.9154 98.94
4,0 3.9647 99.12 8.0141 100.18
3s5 3.5041 100,12 T7.8942 98.68
X =100.01 Xgg= 100,01
S~ 0.5356 Sgg 1-3108
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Tablo~95: Kafein igin sonu¢lar.

Hezirlanan Bulunan %

ck(pg/ml) ck(pg/ml) Kafe
2.0 1.9991 99.95
2¢5 2,5193 100,77
3.0 3.0013 100,04
3.5 3.5025 100,07
4,0 4.,0356 100.89
4,5 4,4214 98.25
Sk::O ° 9441

%95 Glivenilirlik diizeyi i¢in  t=2.57

Asetaminofen igin 1 =100.01%0.56
Aspirin icin Jog=100601£1.37

Kafein ic¢in pk=99.99i0¢99

Gorildligi gibi bu yontem %22-37 oraninde aseteminofen, %50
aspirin ve %12-28 oraninde kafein igeren karisimlara uygulana-
bilmektedir. Caligma konsantrasyonu aspirin igin 8 ug/ml(sabit),
asetaminofen igin 3.5~6 pg/mi, kafein igin 2~4.5 pg/ml'dir.

Yapilan Olgiimlerin hassesiyetini saptamak amaciyla ayni kon-
santrasyondaki g¢tzeltiden (ca=6 pg/ml, c, =2 pg/ml, Cgg=8 pg/ml
olan 1 nolu seyreltme) on kez hazirlanarak absorbanslari tayin
edildi ve (26) nolu formiile gire stendart sepmesi hesaplendi

(teblo~96) .
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Tablo-96: 6 pg/ml asetaminofen, 2 ug/ml kafein ve 8 pg/ml
espirin igeren karisimin absorbansinin on kez

tayini.

Ag Ay Ay
0.569 0,330 0.249
0,567 0.326 0.242
0.576 0.328 0.250
0,572 0.327 0.240
0,565 0.329 0.242
0.576 0.330 0245
0.570 0.325 0.248
0.573 0,326 0.242
0,567 0333 0.249
0,572 0,326 0.243

Ka;o.5707 Ii=o.3280 Ik=o,2450
8=0.0038 S=0.0025 S=0.0037

Yontemin Beer Kanununa uygunlugu, karigimdaki asetaminofen
ve kafein miktarleri sireyla sabit tutularak absorbans ve kon-
sentrasyon erasinda ¢izilen grafigin lineer olmasiylsas kanit-
landi. Bunun igin stok asetaminofen ve stok kafein g¢gozeltile-
riyle bir seri seyreltme yaparak c¢aligildi. Asetaminofen kon-
santrasyonunun ssbit tutulduBu seyreltmeler ve 8lglim sonuglari
tablo-97'de, buna gire ¢izilen grafikler ise gekil-93, sekil-
94 ve gekil-95%'de verilmigtir,



-207-

Pablo-97: ca§=8‘pg/ml ve ca;S‘ug/ml (sabit) iken

sonuglar,
v c
k k A A A,
(ml) (ng/ml) & 1 <
2 2 0,505 0.284 0,239
3 . 3 0.515 0,320 0.286
4 4 0,530 0,360 0.337
5 5 0.549 0.394 0.388
6 6 0.560 0,432 0.437
T T 0.580 0.471 0,489
Abs
0.6

r=0.9959

an, L s i ! I I 3 -

i |
T L T ¥ T ¥ 3 T 1

0.0 7.0
CONC(KAFETN)

Sekil=~93: 24199_nm'de Cas V€ Cg gabit iten grafik,
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Abs

r=0.9998

CONC(KAFEIN)

‘Sekil-94: 260.5 nm'de Cog VO C, Sebit iken grafik,

Abs

I':O,9999

040 1 ] L I { i 4% H FJ

CONC(KAFEIN)

Sekil-95: 271.4 nm'de C,g Ve Cy sabit iken grafik.
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Aspirin ve kafein konsantrasyonunun sabit tutuldugu sey-
reltmeler ve §l¢ilim sonuglari tablo-9g'de, buna gdre ¢izilen
grafikler ise geiril-96, gekil-97 ve gekil-98°'de verilmigtir,

Tablo-98: cas=8‘pg/ml ve ck=31pg/ml (sabit) iken

sonuglar,
v c
a a A A A
(ml) | (ug/ml) a i k
3 3 0.390 0,257 0.255
4 4 0.451 0.286 0,269
5 5 0,515 0,320 0.286
6 6 0,576 0.352 0,303
T T 0.644 0.385 0.314
8 8 0.708 0,421 0.332
Abs
r=0,9999

0.0 | ., 4 4
0.0 8.0

Conc{asetaminofen)

gekil-96: 241,9 nm'de c,g Ve ¢, sabit iken grafik.
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Abs
0.5 .

=0,9996

0.0 ,

i l L L L H ) 5
T Lo t T T T ¥

0.0 8.0

Conc(asetaminofen)

Sekil-97: 260.5 nm'de ¢__ ve ¢, sabit iken grafik,

as

Abs

T r2009986

0.0 ettt

0.0 8.0
Conc{asetaminofen)

Sekil-98: 271.4 nm'de ¢__ ve Ci sabit iken grafik.

as



-211~

3094 YOontemin Sentetik Karisimlara Uysulanmasi

100 mg Aspirin, T5 mg asetaminofen ve 25 mg kafein tartilarak
100 ml’lik belon jojede etanolle hacmine tamamlendi, Ultrasonik
banyoda yirmi dakika tutularak tem bir ¢dziinme saglandi. Bu ¢o-
zeltiden alinan 10 ml, 100 ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik
asitle hacrnine tamamlendi. Hezirlanan bu stok ¢dzeltideki aseta-
minofen konsantrasyonu 75 pg/ml, aspirin konsantrasyonu 100 pg/ml,
kafein konsentrasyonu 25 pg/ml'dir.

Stok ¢bzeltisinden 4 ml alinarak 0.1 N hidroklorik asitle 50
ml'ye seyreltildi. Bu ¢dzeltiden alti kez hazirlanasrak absorbans-
lari tayin edildi (tablo-99). Son ¢Bzeltideki asetaminofen kon-
sentrasyonu 6 pg/ml, aspirin konsantrasyonu 8 ug/ml, kafein kon-
santrasyonu 2 pg/ml'dir.

Tablo-99: 100 mg Aspirin, 75 mg asetaminofen ve 25 mg kafein
igeren sentetik karigimdan hazirlanan ¢dzeltilerin
absorbans degerleri.,

Aa Ai Ak
0.5710 0,3203 0.2433
0.5700 0,3203 0.2437
0.5710 0.3200 0.2410
0.5733 0.3220 0,2450
0.5687 0.3180 0.2403
0.5703 0.3217 0.2427
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Bu deZerlerin (12), (22), (26), (27) nolu formillerde yerine
konmasiyla tablo-100'de verilen sonug¢lar elde edilmistir.

Teblo-100: 100 mg Aspirin, 75 mg asetaminofen ve 30 mg kafein
igeren sentetik kerigimlarda sonug¢lar.

Karigim- Karisim- Karisim-
Bulu§7n ) daki Bu%u§7zl) da.kiin Bul?ng? 1 daki ;s
c_(ug/ml). agset. c kafe c m aspirin
a'l (mg) L (mg) e/ (mg)
6.1959 TT.44 2.0556 25.69 T«3394 91.74
6.1731 77,16 2,0658 25.82 73520 91.90
6.2022 T7.53 2,0005 25,01 T+3736 92,17
6,2122 T77.65 2,0770 25.96 To3845 92,31
6.1923 T7.40 2.0087 25,11 T+2780 90.97
6.1503 76.87 2.0219 25.27 74869 93.59
XK= T7.34 T = 25.48 Kogm 92.11
Sa;0.2825 Sk:0.3980 Sas:0.8619
%95 Giivenilirlik diizeyinde  t=2.57

Asetaminofen ig¢in

Aspirin igin

Kafein ig¢in

Pg=TT034%0,30
Jgq=92411%0,90
iy =25 48%0, 42

Bu sonuglari ylizdeye gevirdigimiz zeman %103.12 asetaminofen,
%92 .11 agpirin ve %101.92 kafein bulunur. Elde edilen sonuglar
farmakope Sinirlarina uymakxtadir (269).
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39,5, Gelistirilen Yontem ile Literatiir Yontemi Sonuclarinin

Karsilastirilmasi

A.El-Shanawany ve arkadaglari asetaminofen-aspirin-kafein ige-
ren tabletlerde yliksek basingli sivi kromatografisi yontemiyle
kantitatif analiz gergeklestimmislerdir. Internal standart olarak
salisilami@&, mobil faz olarak pH'si 2.7'ye eayarlanmig metanol-su
(3:7) karisimi kullenmislardir. Bilinen ¢8zeltilerle olan ¢alisma-
larinda (deney sayisi 6) asetaminofen %99.93 (S=0.799), kafein
%100.,92 (S=1.495), aspirin %100.25 (S=0,368) bulunmugtur(1l94). Bu
yontem "iki ortalamanin karsilastirilmasi® ve "F testi'ne gbdre, ge~
ligtirdigimiz yontemle mukayese edildi. Literatiir yonteminde her
lic maddenin konsantrasyonu degigtirilebildigi halde, bizim ydntemi-
mizde aspirin konsantrasyonu sabit tutulmustur. Bu nedenle karsi-
lagtirmalar asetaminofen ve kafein ig¢in yepilmigtair,.

"iki ortalamenin kargilastirilmasi yontemi''ne gire:

Asetaminofen icin:

Na=6 55=0.799 Ea;99¢93
Nb=6 Sb=0.5356 Eble0,0l
(Literatiir yéntemi "a" ile, gelistirdigimiz yontem *b" ile belir-
tildi.)
%95 Gilvenilirlik dlizeyi igin t=2.23
Bolim (2.7.3.)'de verilen (28) ve (29) nolu bagintilar kullanila-
rek agagidaki sonuglar elde edildi.

1 1
Sp:.°096802 $ tospo ‘T"‘"N"‘ =008757 H

a b

xafxb\ =0.08

0,08<<O.8757 oldugu igin %95 olagilikla iki ydntem arasinda aget-
eminofen tayini bakimindan Snemsenece’x bir fark yoktur.
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Kafein icin:

Na=6 | S&=1° 495 Xa3100.92 t=2.23
Nb=6 Sb-_'O 9441 X-b=-99 «99

Bu degerler (28) ve (29) nolu baZintilarda yerine konuldu.

1 1 - -
Sp=le2503 9 tospe "‘ﬁ;* N‘b 2196097 9 |xa.-x‘b |=Oa93

0,93< 1.6097 oldugu ig¢in %95 olasilikla ikl ydntem arasinda
kafein tayini bakimindan Onemsenecek bir fark yoktur.

"P Testi"ne gbre:

(30) Nolu formiile gére hesaplanan P degeri ile tablodan bu-
lunen Ft degeri karsilastirilarak, iki ydntemin duyarliliga
mukayese edildi (tablo-101),

Tablo~101:F Testi sonuclari.

Asetaminofen Kafein
N =Ny 6 6
S, 0.799 1.495
Sy 0,5356 0.9441
F 2.,2254 2.5075
P 5,05 5.05

Her ii madde igin F{F, oldupundan %95 olsilikla iki yon-
temin duyarliligi arasinda tnemsenecek bir fark yoktur.
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3,10, ASETAMINOFEN-ASPIRIN~-DIPIRON KARISIMININ ABSORBANS
ORANI YONTEMI ILE MI(PAR TAYINI

3.10,1, DENEY XOSULLARININ SAPTANMASI

3.,10.1.1. Dalga Boyu Secimi

Esit konsantrasyonda hazirlanan (c=15 ug/ml) asetaminofen, as-
pirin ve dipiron ¢8zeltilerinin O.1 N hidroklorik asit ig¢inde ali-
nan spektrumlari list liste ¢izdirildi (sekxil-99).

- =
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o 200 sy I 320
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Sekil-99: Isoabsorptif delga boyu (0.1 N HCl'de).



~216-

isoabsorptif dalga boyunun hassas olarak tayini ig¢in, calig-
ma sirasinda hazirlanan ve toplam kXonsantrasyonu 20‘pg/m1 olan
standart karisim ¢ozeltilerinin spektrumlary list liste alindi. Bu

gekilde isoabsorptif dalge boyu 240 nm olarak tespit edildi(ge-
kil-100).

Maddelerin 0.1 N hidroxlorik asitteki spektrumlari dnceki
boliimlerde mevcut oldufu ig¢in bu boliimde tekrar verilmemigtir,
Asetaminofenin maksimum absorpsiyonu 241.9 nm'de, aspirininki

227,3 nm'de, dipironunki ise 256.8 nm'de gergeklesmektedir(sekil
41, sekil-62, gekil-63).

o
-y 1

S0

e
9

SRR

5ekil-100: Igoabsorptif dalga boyu (standart g¢bzeltilerle,
0.1 N HCl'de).



21T~

310.,1.2. Konsantrasyon Tayini

Stok asetaminofen ¢Ozeltisi:

100 mg Asetaminofen 100 ml‘*liik balon jojede %95'1lik etanolle
hacmine tamamlandi. Bes dakika ultrasonik baenyoda tutularak tam
bir ¢oziinme saglandi. Bu ¢dzeltiden alinan 5 ml, 100 ml'lik ba-
lon jojede O.1 N hidroklorilk asitle hacmine tamamlandi. Bu ge-
kilde hazirlanan stok asetaminofen ¢tzeltisinin konsantrasyonu
50 Pg/ml'dira

Stok agpirin ¢ozeltisi:

Stok asetaminofen ¢dzeltisiyle ayni sekilde hazirlandi, fark-
11 olarak ikinci seyreltmede 10 ml alindi. Stok aspirin ¢ozelti-
sinin konsantrasyonu 100 pg/ml'dir.

Stok dipiron ¢dzeltisi:

100 mg Dipiron 100 ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik a—
sitle hacmine tamamlandiktan sonra stok asetaminofen ¢ozeltisi
gibi hazirlandi. Stok dipiron ¢6zeltisinin konsantrasyonu 50
pg/mlldir,

Yukaridaki scekilde hezirlenan stok ¢dzeltilerden 50 mlflik
balon jojelerde 0.1 N hidroklorik asitle bir seri seyreltme ya-
parak standart ¢odzeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin 227.3,
240 ve 256,.8 nm'lerdeki absorbanslari tespit edildi. Galigmalar
iic kez tekrarlanarak, ii¢ degerin ortalamasi alindi. Elde edilen
sonuglar tablo-102 ve tablo-103'de gtriilmelktedir.
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Tablo-102: Stok asetaminofen, aspirin ve dipiron ¢dzeltileri
ile hazirlanan seyreltmeler(asetaminofen konsentras-

yonu sabit).

No Vas Va Vo Cag c3 Cq

(ml) (ml) (ml) | (ng/ml) (pg/m1) | (pg/ml)
1 1.5 14 3 3 14 3
2 2,0 13 3 4 13 3
3 265 12 3 5 12 3
4 3.5 10 3 7 10 3
5 4,0 9 3 8 9 3
6 4.5 8 3 9 8 3

Tgblo~103: 227.3, 240 ve 256.8 nm'lerdeki absorbanslar.

No Aas Ai Ad
(227.3 nm) (240 nm) (256,.8 nm)
1 0.5367 0.5643 00,5030
2 0.5653 0,5640 0.4813
3 05930 0.5657 0.4593
4 0.6470 0.5663 0.4157
5 0.6713 0,5633 0.3923
6 00,7013 0.5663 0.3720
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3610.2, Olgii Egrisinin Hazirlanmasi

Elde edilen sonuglar absorbans oranlari yontemine gdre gra-
fife gecirildi. Grafik deZerleri teblo-~104'de gtriilmektedir.

Sekil-101'de agpirinin, gekil-1l02'de ise dipironun relatif
konsantrasyonlari absise, absorbans oranlari ordinata yerleg-
tirilerek hazirlanan grafikler goriilmektedir. Grafiklerdeki
dogru denklemleri en kiiglik kareler yontemine gdre heseplanmig-
tar,

Tablo-104: Elde edilen absorbans degerleri ile yapilan he-

gaplamalar.
No Cag Ags Ca Ag Cq
Cpag™CqtCq Ai CogtCatCy Ai Cag™Cq*Cq
1 0.15 0.9511 0,70 0.8914 0.15
2 0,20 1.0023 0.65 0.8534 0.15
3 0.25 1.0483 0,60 0.8119 0.15
4 0.35 1.1425 0.50 0.7341 0.15
5 0.40 1.1917 0.45 0,6964 0.15
6 0.45 1.2384 0.40 0.6569 0.15
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Abs
2.0 -
A -
_Iﬁg . ¥=0.9535x+0,8097
i +
i £=0.9999
T __C%as
0.0 4+ttt CagqtCqte
0.0 0.5 Sl o

Sekil-101: A.as/Ai Degerlerine karsi aspirinin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi.

y=0.7824x+0,3437

=0.9999

- S
0.0 0.7 Cog™CqtCq

Sek11-102: Ad/Ai Degerlerine kar-i dipironun relatif
konsantrasyonlarinin grafigi,



-221-

3.10.3. Standart Gozeltilerin Kontroll

Yontemin uygulenmasi ig¢in gerekli olen isoabsorptif dalga bo-
yundaki absorptivite katsayilari az(Ai/cT).IOOO formiiliine gdre
hesaplandi ve tablo-105'de verildi (°T=20 ng/ml, sabit).

Tablo-105: isoabsorptif dalga boyundaki absorptivite katsayisi.

No 1 2 3 4 5 6

a | 28,215 28,200 28,285 28,315 28,165 28,315

28+249

ol

Once'<i bdlilmlerde verilen (12), (22), (26), (27) nolu formiil-
lerde ilgill parametreler yerine konarst yapilan hesaplamalarin
sonuglari tablo-106 ve tablo-107'de verilmistir,

Tablo-106: Aspirin ve asetaminofen i¢in sonuglar.
(hazirlanan cg=3 pg/ml, sabit)

Hazirlanan | Bulunan % Bulunan %
caS(Pg/ml) cas(pg/ml) Asp. ca(pg/ml) Aset,
3 2.,9623 98.74| 3.0299 100,99
4 4,0328 100,82 | 229260 97.53
5 5,0111 100.22| 3.,0309 101,03
7 6.9969 99.95| 3.0469 101,56
8 | 7.9887 | 99.86| 2.9628 98.76 |
9 ‘l, 9.,0131 Aj, 100.14| 3.0088 100,29
X o= 9995 %,=100,02
S,4=0.6838 Sg=1.5632




Tablo—~10T7: Dipiron igin sonug¢lar.
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Hazirlensan Bulunan %
cdgug/ml) cd(pg/ml) Dipiron
14 13.9837 99.88
13 13,0065 100,05
12 11.9835 99,86
10 10,0029 100,02
9 8,9890 99.87
8 8,0248 100.31
Ed=100900
Sd=09173l

%95 Glivenilirlik diizeyinde t=2,57

Aspirin ig¢in Pgg=99.95%0.72

Dipiron igin pd;lO0.00iO.lB

Asetaminofen igin 4”3?1OO°02i1°64

Gorildigu gibi bu yontem %15-45 oraninda aspirin, %40-T70 ora-
ninda dipiron ve %15 asetamimofen igeren tari~imlara uygulena-
bilmextedir. Galizma kongantrasyonu aspirin ig¢in 3-9 ug/mil, dipi-
ron igin 8-14 pg/ml, asetaminofen ig¢in 3 ug/ml (sabit)'dir.

Yapilan olg¢limlerin hassasiyetini sgaptama'c amaciyle ayni kon-
santrasyondaci ¢dzeltiden (cas=5 pg/ml, cd=12 pg/ml, cagB pg/ml
olan 3 nolu seyreltme) on kez hazirlanarak absorbanslari tayin
edildi ve (26) nolu formiile gbore stendart sapmasi hesaplandi
(tablo-108).
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Tablo-108: 5 pg/ml aspirin, 12 pg/ml dipiron ve 3 ug/ml
asetaminofen ig¢eren karisimin absorbansinin
on kez tayini.

Aas Ai Ad
0.593 0.564 0.459
0.594 0.567 0,460
0.592 0.566 0.459
0.593 0,560 0,455
0,590 0.562 0.467
0.595 0,569 ! 0.458
0.598 0.569 | 0.462
0,590 0.562 0,462
0.592 0,565 0.456
0.593 0.573 ; 0.455

E__=0.5930 E;=0.5657 | KE,=0.4593 |
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Teblo-109 : ¢ =3 mg/ml ve cy=10 pg/ml (sabit) iken

sonuglar.
v c ,
as as A A
(ml) (}lg/ml) as i d
265 265 0.447 0.471 0.399
4,0 4,0 0.513 0.503 0,403
55 565 0,532 0537 0.410
Ts0 Te0 0,649 0,569 0.417
9.0 9.0 0,743 0,610 0.424
11.0 { 11.0 0,832 0,658 0.435
|
Abs
0.9 +
Iv-;#./
1 /ﬂf
r=0.9999
0.0 |, e+
0.0 20.0
CONC@ASPIRINY

Sekil-103: 227.3 nm'de C, Ve Cy sabit iten grafil:,
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Abs

r=0.9998

-+

Il i L Fl ——]
1

L ¥ I 1201.0
CONC (ASPIRIN)

Sekil~104: 240 nm'de c, Ve ¢y gsabit iken grafik,

Bbs
0.5 +

r=0,9966

0.0 L

CONC (ASPIRIN)

Sekil-105: 256.8 nm'de ¢, Ve Cy4 sabit iken grafik.
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Aspirin komsantrasyonunun sabit tutuldugu seyreltmeler ve
Olclim sonuglari tablo-110'da, buna gore ¢izilen grafikler ise
gekil-106, s5ekil-107 ve gekil-108'de verilmistir.

Tablo-110: °3?3APg/ml ve °as’74pg/m1 (sabit) iken

sonuglar.
v c
d d A A A
(ml) ) (Pg/ml) as i d
T.0 T.0 0.592 0,503 0,337
8¢5 865 0,625 0.538 0.379
10,0 10.0 0.649 0,569 0.417
12.0 12.0 0,687 0,618 0.477
15,0 15.0 0.747 0,633 0.552
20,0 20.0 0.340 0.797 0,637
Abs
0.9 +

! o 10,9998

0.0 bbb oo i
0.0 20.0
CONC(dipiron)

Sekil-106: 227.3 nm'de c, Ve ¢, sebit iken grafil,



~-227~

Abs

=0,9999

040 i- e oy J]

0.0 ] ' '20.0
CONC(dipiron)

B W ol e
1] 1 T

vekil-107: 240 nm'de Cq V€ Coo sabit iken grafil.

Abs

=0,9998

L i3 1 L 4
1 1 1 T L4

0.0 20.0
CONC(dipiron)

Sekil-108: 256.8 nm'de ¢c_ ve C,

a 3

sabit iken grafik.
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3.10.4, Yontemin Sentstik Karisimlara Uygulanmasi

70 mg Aspirin, 100 mg dipiron ve 30 mg asetaminofen tartila-
rak 100 ml?lik balon jojede etanolle hacmine tamamlandi. Ultra-
gonik banyoda yirmi dakika tutularak tsm bir ¢Ozlinme saglandi,
Bu ¢bzeltiden alinan 10 ml, 100 ml'lik balon jojede 0.1 N hid-
rokxlorik asitle hacmine tamamlandi, Hazirlanan bu stok ¢ozelti-
deki aspirin konsantrasyonu 70{pg/m1, dipiron konsantrasyénu
100 yg/ml, agsetaminofen konsantrasyonu BO‘pg/ml'dir.

Stok ¢ozeltisinden 5 ml alinarax 0.1 N hidrokxlorik asitle 50
ml'ye seyreltildi. Bu ¢8zeltiden alti kez hazirlanarsk absorbans-
lari tayin edildi (tablo-111), Son ¢dzeltideki aspirin <onsant-—
rasyonu 7 pg/ml, dipiron komsantrasyonu 10 mg/ml, asetaminofen
konsantrasyonu 3 pg/ml'dir,

Tablo-11l1l: 70 mg Aspirin, 100 mg dipiron ve 30 mg asetamino-~
fen igeren senteti% tari;imdan hazirlanen ¢dzelti-
lerin absorbans degerleri.

Aas Ay Ay
0.6637 0.5790 0.4243
0.6660 0.5803 0.4250
00,6707 05320 04257
0.6693 0,5820 04267

P 0,6700 0.5813 0.4240
" 0.6720 0.5837 0.4280 !
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Bu degerlerin (12), (22), (26), (27) nolu formiillerde yerine
konmasiyla tablo-112'de verilen sonuglar elde edilmistir.

Tablo-112: 70 mg Aspirin, 100 mg dipiron ve 30 mg asetamino-
fen igeren sentetik kari~imlarda sonuglar,

Xarigim- Karigim-— Karigim-
Bul%ng7 ; daki Bu%u27n N gaki Bu%ug7n ) deki
c ml) aspirin c ml ipiron c_{(pg/ml aset.
as (mg) &t (mg) ® (mg)
Te2352 7235 10,1935 101.93 3.0676 30.68
T.2815 72.81 10.2050 E 102.05 3,0558 30.56
74049 74.05 10.2102 | 102,10 L 2.9874 29.87
T«3529 73653 10,2555 i 102,55 2.9941 29,94
T+ 4000 74,00 10,1442 | 101.44 3.0335 30.33
7.4021 T4.02 10.2878 | 102,87 2.9728 29,73
Xpg= 13046 f x4=102,16 X = 30.18
i
8,4=0:7229 | S4=0.4986 8,=0.3932
i
%95 Glivenilirlit diizeyinde t=2,57
Aspirin ig¢in Apas=?3°46t0°76
Dipiron ig¢in ‘pd=102,16*0.52
Asetaminofen igin ‘Pe?30°18i0°41

Bu sonuglari yiizdeye gevirdifimiz zaman %104.94 aspirin, %102.16
dipiron ve %100.60 asetaminofen bulunur. Elde edilen sonug¢lar far-
makope sinirlarina uymaktadir (269).
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3,11, ASPIRIN-DIPIRON-KAFEIN KARISIMININ ABSORBANS ORANI
YONTEMI ITE MIXTAR TAYINT

3,11.,1., DENEY KOSULLARTNIN SAPTANMAST

3,11.1.1s Dalga Boyu Secimi

Egit konsentrasyonda hazirlanan (c=15 pg/ml) aspirin, dipiron
ve kafein g¢6zeltilerinin 0.1 N hidroklorik asit ic¢inde alinan
spektrumlari: ist liste ¢izdirildi (gekil-109).
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Sekil-109: Isoabsorptir dalga boyu (0.1 N HCl'de).
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Isoabsorptif dalga boyumun hassas olarak tayini ig¢in, c¢alig-
mag sirasinda hazirlanan ve toplam konsantresyonu 20 pg/ml olan
standart karigipdzeltilerinin spektrumlari iist liste alindi, Bu

sekilde isoabsorptif dalga boyu 240 nm olarak tespit edildi(ge-
kil-110).

Maddelerin 0.1 N hidroklorik asitteki spektrumlari onceki
b6liinlerde mevcut oldugu igin bu bsliimde tekrar verilmemigtir.
Aspirinin meksimum a sorpsiyonu 227.3 nm'de, dipironunki 256.8
nm'de, kafeininki ise 271.4 nm'de gergeklegmektedir(gsekil-40,
gekil-41 ve sekil-62).
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Sekil~110: Isoabsorptif dalga boyu (standart ¢ozeltilerle,
0.1 N HCl'de),
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3.11.1.2. Konsantrasyon Tayini

Stok aspirin ¢dzeltisi

100 mg Aspirin 100 ml'lik balon jojede %95'1lik etanolle
hacmine tamamlandi. Beg datika ultrasonik banyoda tutularak
tam bir ¢dzilinme saflandi. Bu ¢dzeltiden alinan 5 ml, 100 ml’
1lik balon jojede 0.1 N hidroklorik asitle hacmine tememlandai,
Bu gekilde hazirlanan stok espirin ¢dzeltisinin konsantrasyo-
nu 50 pg/ml'dir.

Stok dipiron ¢Ozeltisi:

100 mg Dipiron 100 ml'li% balon jojede O.1l N hidrotlorik
agitle hacmine tamamlandiktan sonra yukaridaexi sekilde hazir-
landi, Stok dipiron g¢dzeltisinin 'tonsantrasyonu 50 pg/ml’dire

Stoz kafein ¢dzeltisi:

Stok dipiron ¢Ozeltisiyle ayni sekilde hazirlandi., Stok ka-—
fein ¢Ozeltisinin konsantrasyonu SO‘pg/ml’dir.

Yukaridaxi gekilde hazirlanan stot ¢dzeltilerden 50 ml'lik
balon jojelerde 0.1 N hidro'rlorik asitle bir seri seyreltme
yeparak standart ¢dzeltiler hazirlandi. Bu ¢dzeltilerin 227.3,
240 ve 256,8 nn'lerde<i absorbanslari tespit edildi. Galisma-
lar li¢ kez tekrarlanarak, lig degerin ortalamasi alindi. Elde e-
dilen gonug¢lar teblo-113 ve tablo-1l4fde gdriilmektedir.
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Tablo-113: Stok aspirin, dipiron ve ¥afein ¢dzeltileriyle

hazirlanan geyreltmeler (kafein konsantrasyonu
sabit).
No Vas 73 Vi Cos 4 Cyc
(m1) (ml) (m1) | (pg/ml) |(pg/ml) | (ng/ml)
1 564 12,6 2 5.4 12,6 2
2 6.4 11.6 2 6.4 11.6 2
3 Te2 10.8 2 ? Ts2 10.8 2
4 9.0 9.0 2 2.0 9.0 2
5 10.8 Te?2 2 10.8 Te2 2
6 12,6 5.4 2 12.6 54 2

Tablo-114: 227.3, 240 ve 256.8 nm'lerdeki absorbanslar.

No Aas Ai Ad
(227.3 nm) (240 nm) (256,8 nm)
1 0.5433 0.4473 0.4190
2 0.5700 0.4470 0.3970
3 0.5900 04450 0.3760
4 0.6433 0.4473 0.3390
5 0.6913 0.4473 0.2983
6 0.7403 0.4467 0.2573
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3.,11.2. Olcii Egrisinin Hazirlanmasi

Elde edilen sonuglar absorbans orani yontemine gdre grafige
ge¢girildis Grafik degerleri tablo-ll5'de gorillmektedir.,

Sekil-1l1llt*de aspirinin, gekil-11l2'de ise dipironun relatif
konsantrasyonlari absise, absorbans oranlari ordinata yerleg-~
tirilerek hazirlanan grafikler goriilmektedir. Grafiklerdeki
dogru denklemleri en kiiglik kareler ydntenine gtre hesaplanmig-
tir.

Teblo-115: Elde edilen absorbans degerleri ile yapilan

hesaplamalar.
|
Yo Cas Aos 4 _fg_ ®x {
Caa™Cq*Cxk Ai Cag™Cq*Ca Ai Cag™Cq*Cy |
E |
1 0.27 1.2146 | 0.63 0.9367 0,10 !
2 0.32 1.2752 ' 0.58 0.8881 : 0,10
31 0.36 1.3258 :  0.54 0.8449 | 0,10 ;
4 | 0.45 1.4382 | 0445 0.7579 0.10 |
5 0.54 1.5455 |  0.36 0.6669 0.10
6 | 0.63 1.6573 | 0.27 045760 0.10 |
- |
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=1o2295X*008828
r=0,9999
50 ] ‘ __Cas
oo o7 %as™®a*Ca

Sekil-111: AaS/Ai Degerlerine karsi aspirinin relatif
konsantrasyonlarinin grafigi,

y=1.0013x+0,3061

r=0,9999

1 c
d
—— | C FC . 1o
0.0 0.7 Cas "d*Ca

Sekil-112: Ad/Ai Degerlerine karsi dipironun relatif
konsentrasyonlarinin grafigi.



-236-

3.11.3., Standart Qozeltilerin Kontrolii

Yontemin uygulanmasi i¢in gerekli olan isoabsorptif dalga bo-

yundaki absorptivite katsayilari a:(Ai/cT).lOOO formiiline gbre
hesaplandi ve tablo-1l6'da verildi (cT-_-2O ng/ml, sabit).

Tablo-116: Isoabsorptif dalga boyundaki absorptivite katsayisi.

No 1 2 3 4 5 6
& 22.365 22.350 229250 22@365 220365 220335
a 22,338

Onceki bdlimlerde verilen (12), (22), (26), (27) nolu formiil-
lerde ilgili parametreler yerine %onarask yapilan hesaplamalarin
sonuglary: tablo~11l7 ve tablo-118'de verilmigtir.

Tablo-117: Aspirin ve kafein ig¢in sonuglar,
(hazirlanan ck;Z pg/ml, sabit)

Hazirlenen | Bulunen % Bulunan %

casgpg/ml) cas(pgjml) Asp, ck(pg/ml) Kaf.
5e4 5.4038 100.07 2.0095 100.48
6.4 6.3865 99.79 | 1.9931 99,66
7.2 7.1778 99.69 | 2,0238 101.19
9.0 9.0455 100,50 | 1.9435 97.17
10.8 10.7930 99.93 | 2.0158 100.79
12,6 12,5969 99.97 | 2.0102 100.51
' ias’ 99,99 Ek’ 99,97
sas=O°2830 Sk=lo4593
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Tablo-118: Dipiron igin sonuglar.

Hazirlanan Bulunan %
cd(pg/ml) cd(pg/ml) Dipiron
12,6 12.6108 100,08
11.6 11.6311 100,26
10.8 10.7196 99.25
9.0 9,0352 100.39
Toe2 T-2153 100,21
564 5.3902 99.82
xd=100e00
S4=0.4159
%95 Glvenilirlik diizeyinde t=2.57
Aspirin igin Jlgg=99-99%0.29
Dipiron ig¢in pd;100,00i0.44
Kafein igin pk;99.97i1053

Gorildligi gibi bu yontem %27-63 oraninda aspirin, %27-63 ore-
ninde dipiron ve %10 kafein igeren karisimlara uygulanabilmekte-
dir. Geligme konsentrasyonu aspirin ig¢in 5.4-12.6 ng/ml, dipiron
igin 5.4-12.6 pg/ml, kafein igin 2 pg/ml (sabit)‘dir.

Yapilan Olglimlerin hassasiyetini saptamak amaciylas ayni kon-
sentrasyondaki gézeltiden (c_ =5.4 pg/ml, cd=12°6 pg/ml, ¢y =2
pg/ml olen 1 nolu seyreltme) on kez hazirlanarak absorbanslari
tayin edildi ve (26) nolu formiile gdre standart sapmasi hesap—
landi (tablo-119).



-238-

Tablo-llg: 5¢4 pg/ml Aspirin, 12.6 pg/ml dipiron ve 2 pg/ml
.+ kafein igeren karigimin absorbansinin on kez ta-

yini.
Aas Ai Ad
0.543 0,450 0.422
0.547 0.444 0.417
0.538 0.448 0.420
0.545 0.443 0,415
0550 0,450 0,422
0.539 0.448 0.421
0.547 0.449 0.410
0.545 0.444 0.421
0.540 0.449 0.420
0.539 0.448 0,422
A =0.5433 Ki=0°4473 Kd=004190
S=0,0041 S=0.,0026 S5=0,0039

Yontemin Beer Kanununa uygunlugu, karigimdaki aspirin ve di-
piron miktarlari sirayla sabit tutularax sbsorbans ve konsant-
rasyon arasinde ¢izilen grafigin lineer olmasiylae kanitlendi,
Bunun igin stok ¢bzeltilerle bir seri seyreltme yaparak ¢aligil-
di.Aspirin konsantrasyonunun sabit tutuldufu seyreltmeler ve 81—
¢lim sonuglari teblo-120'de, buna gdre ¢izilen grafikler ise sge-
kil-113, gekil-114 ve gekil-115'de verilmi~tir,
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Tablo-120: cas=8‘pg/ml ve ck=2‘pg/ml (sebit) iken

sonuglar.,

v c

d d A A A
(m1) | (pe/mi) os 1 4
4.5 4,5 0.519 0.327 0,219
T.0" T-0 0.570 0,386 0.288
8,0 8,0 0,586 0.408 0,312
11.0 11,0 0.648 0.479 0,393
14.0 14.0 0.695 0.540 0,470
18,0 18.0 0.777 0.630 0,580

Abs
r=009993

$ekil-113: 227.3 nm'de g

$
T s

—_ i
¥ 1

20.0

CONC(dipiron)

]

ve ¢, sabit iken grafik.
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Abs
0.7 +

o.o e L f 3 4 5 !

] [ v 1 T ) L 1

20.0
CONC(dipiron)

Sekil-114: 240 nm'‘de Cag

Abs

1 1 [}
4 T T

'20.0
CONG(dipiron)

Sekil-115: 256.8 nm'de Cy

r=0,9998

ve Cy sabit ikem grafik.

r=0,9999

g e Sy gabit iken grafilk,
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Dipiron konsantrasyonunun sabit tutulduZu seyreltmeler ve
0l¢im sonug¢lari tablo-121'de, buna gore ¢izilen grafikler ise
sekil-116, gexil-117 ve gekil-118'de verilmisgtir.

Tablo-121: c4=9 pe/ml ve ck=2lpg/m1 (sabit) iken

sonuglar.
Vas Cas Aas A, Ad
(ml) (ng/ml) 1
4 4 0.412 0,327 0.314
5 5 0.454 0.344 0.318
i T 0.552 0.396 0.329
9 9 0.640 0.440 0,336
11 il 0.735 0.493 0.345
13 13 [ 0.821 0.532 0.350

Abs

r=0.9999

T
r

0.0 ‘ 20.0
CONC(ASPIRIN)

Sekil-116: 227.3 nm'de ¢y ve ¢, sabit iken grafik.
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Abs

r=009991

0.0

0'01 T L T T T T 1201.0
CONC (ASPIRIN)

Sekil-11T7: 240 nm'de Cq Ve oy sabit iken grafix.

fbs
0.4

r=0,9949

. i I—|
\

0,0 —t ) -l I} ! - 2. J. L 4
1 1 L} ¥ ) ¥ ) t L] 1

0.0 20.90
CONC (ASPIRIN)

$ekil-118: 256.8 nm'de ¢y Ve ¢, sabit iken grafik.
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3011l.4. ¥YOntemin Sentetik Karigsimlara Uygulanmasi

90 mg Aspirin, 90 mg dipiron ve 20 mg kafein tartilarek 100
ml?lik balon jojede etanoclle hacmine temamlandi. Ultrasonik
banyodea yirmi dakika tutularsk tam bir ¢dzlinme saglandi. Bu ¢i-~
zeltiden alinan 10 ml, 100 ml'lik balon jojede 0.1 N hidroklorik
esitle hacmine tamamlandi. Hazirlenan bu stok ¢Ozeltideki aspi-
rin konsantrasyonu 90 pg/ml, dipiron ronsantrasyonu 90 ug/ml,
kafein konsantrasyonu 20 pg/ml‘dir.

Stok ¢bdzeltisinden 5 ml alinarak 0.1 N hidroklorik asitle 50
mlfye seyreltildi. Bu ¢Ozeltiden alti kez hazirlanarsk absorbansg-
lari tayin edildi (tablo-122). Son ¢dzeltideki agpirin konsant-~
rasyonu 9’pg/ml, dipiron konsantrasyonu 9 ug/ml, kafein konsant-
resyonu 2 pg/ml'dir,

Tablo-122: 90 mg Aspirin, 90 mg dipiron ve 20 mg kafein igeren
gentetic karisimden hazirlanen ¢dzeltilerin absor—
bans degerleri.

Aos Ay Ay
0.6550 0.4500 0.3360
0,6620 0.4560 0.3433
0,6607 0.4533 0.3390
0.6620 0.4547 0.3413
0.6563 0.4503 0:3367
0.6617 0.4543 0.3400
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Bu degerlerin (12), (22), (26), (27) nolu formiillerde yerine
tonmasiyla tablo-123°'de verilen sonug¢lar elde edilmistir,

Tablo-123: 90 mg Aspirin, 90 mg dipiron ve 20 mg kafein
igeren sentetit karigimlarda sonuclar,

Karigim- Karigim- Karigim-

Bul%ng? 1) daki Bu%ug?nl) gaki Bu%ug7n ) daki
c_.(pg/ml) aspirin c m ipiron c ml) | kafein

- (ng) | &F (ng) | &V (mg)
9.3844 93.84 8.8637 88.64 1.8969 18,97
9,4464 94.46 9.1079 91.08 1.8593 18.59
9.4859 94,86 8.9527 89.53 1.8542 18.54
9.4882 94.88 9.0363 90,36 1.8309 18,31
9.4221 94,22 8.,8909 89,91 1.8455 18.45
9.4902 94,90 8,9837 89.84 1.8636 18,64
¥ = a4 82 = — aa aa | T _ 10 eo
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4, TARTISMA VE SONUG

ikili veya ii¢clii karisimlarda yanyana kantitatif analiz i-
¢in gesitli tekniklerle spektroskopik tayinlerin geligtiril-
digi calismalar 1960'l1i yillarda baglamasina ragmen yakin za~
mana kadar spektrofotometrik yontemle yapilan caligmalarda
karigimin komponentleri ya ekstraksiyon ve kromatografi gibi
yontemlerle ayrildiktan sonra ultraviole spektrofotometresin-
de okunarak, ya da gegitli reaktiflerle renklendirdikten som-
ra kolorimetrik olarak tayin edilmistir.

Analjezik ila¢ karisimlarinin mikter tayinleri en fazla
kromatografik yontemlerle, 6zellikle de yilksek basing¢li siva
kromatografisiyle yapilmistir. Yiksek basingli sivi kromatog-
rafisi hassas bir yontem olmakla beraber kolon, pompa, slizme
kitleri ve pahalil solventler gerektirir. O nedenle son yillar-
da ¢egsitli ila¢ ¥arisaimlarinin yanyana kXantitatif analizi ig¢in
ultraviole spektroskopisiyle yapilan ¢alismalarin sayisinda
artma goriilmextedir, Cihazde gegitli modifikasyonlarin yapildi-
g1 veya spektroskopik kanunlardan yeni bagintilarin tiretildizi

bu aragtirmalarda oldukga iyi ger: kazanim degerlerine ulasil-
mistair.

iste bu ¢alismada da ililkemizde kullanilmakta olan, ikili ve-
ya licll madde karigimi igceren analjezit tabletler ig¢in ultravi-
ole spektrometrisinden yararlanarak, absorbans oranlari teknigi
ile kantitatif teyin yapilmasi amaglanmistir. Gelistirilen yon-
tem tabletlere uygulandigi zaman iyi bir geri kazanim saglan-
migtir. Ayrica yontemimiz degigik oranlarda analjezik maddeler
iceren bazl sentetik karigimlara da uygulanabilmektedir.

Calismada kullanilacak solvent segiminde solvermtin maddeyle
etkilesmemesinden sonra dikkate alinan en Onemli ©zellik ucuz,
kolay bulunur ve nontolisik olmasidir.
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Agspirin-Kafein Karisimi:

Aspirin-kafein %arigimi igin solvent olarak %95°1ik etanol
tercih edilmistir. Karigimda kafein ylizdesi %50-6.98, aspirin
ylizdesi %93.02-50 tutulmugtur. CGlnki bu deferlerden itibaren
kafein ylizdesi artarken, aspirin ylizdesinin azaldigi konsant-
rasyonlarla yapilan 8lgiimler sonucunda, daha farkli egim ve ka-
yim deferine sahip olan ikinci bir dogru elde edilmigtir,

Analjezik etikili farmasttik preparatlardaki kafein ylizdesi~
nin diisiik tutuldugu gdz oniine alinaralc ¢galigmalar her iti madde
i¢in belirlenen ylizde araliklari iginde gergeklestirilmistir.
Tespit edilen iki isoabsorptif dalga boyunda (220.4 ve 241.4
nm) ve kafeinin meksimum absorbans godsterdigi dalgse boyundae ga-
lisilmigtir. Elde edilen sonuglar tablo-124'de gdriilmektedir.

Tablo-124: Iki isoabsorptif dalga boyunda sonuglar.

220.4 nm 241.4 nm
Syafein 1.0368 2,3351
Pyarein ! 100,12%0,80 99,93%1.80
(%95)
Sgspirin 0.5773 2,1876
Ragpirin 100,00%0,44 100,00%1.68
(%95)




-247-

Goriildiigi gibi 241.4 nm'nin %ullanildigi galismada standart
sapma deferleri daha yiikse'ctir. Iki dalga boyundaki standart
sapma degerlerinin mukayesesi icin P testi uygulandifinda elde
edilen sonuglar tablo-125'de gdriilmeictedir.

Tablo-125: F Testi sonuglari (N,=N,=9).

1=No=

Sl 32 P Ft
Kafein 1.0368 2.3351 5.0725 3.44
Aspirin 0.,5773 2.1876 14.3593 3.44

Her iki madde ic¢in F:>F% oldugundan, iki isoabsorptif nok-
tanin tullanimi bakimindan %95 olasilikla Onemsenece’t bir fark
vardir.

Sonug olarak, eger spestrofotometremiz 220.4 nm'de yeterin-
ce hassas bir okuma yapabiliyorsea, ¢aligmalarin bu isoabsorp-
tif dalgsa boyu tullanilarak yapilmasi tercih edilmelidir.

Yontemin literatlir yontemiyle (116) karsilagtirilmasaiyla
ortalamalar arasinda Onemli bir fark olmadigi, fakat aspirin
tayininde duyarliliklar arasinda Snemsenecek bir fark oldugu
ve 0zellikle 220.4 nm'nin 'mllenildigi ydntemimizin oldukga
hassas oldugu gbrilmiigtir.

Tabletlerde yapilan analizin,literatiir yonteminde birinci
tiirev ultraviole spektrofotometrisi ile yapilan ansliz ile
(170) mukayese edilmesiyle de paralel sonuglar alinmig, 220.4
nm'nin kullanildigi Slg¢limlerde duyarli bir tayin yapildiZi ve
literatir yontemiyle %95 olesilikla dnemli bir fark gosterme-
digi belirlenmisgtir.
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Ayrica tablet yapiminda kullanilan diZer maddelerin yon-
temi etkilemedigi goriilmiigtiir.

Asetaminofen~-Kafein Karisimi:

Asetaminofen~kafein karigimi i¢in solvent olarak distle
su tercih’edilmigtir. Tespit edilen iki isoabsorptif dalga
boyu (221.2 ve 259.7 nm) ile maddelerin maksimum absorbans
gosterdikleri dalga boylarinda ¢alisilmistir. Elde edilen
gonuglar tablo-126'da gdriilmektedir.

Tablo-126: Iki isoabsorptif dalga boyunda sonuglar.

r_i 221.2 nm 259.7 nm
Skafein 00,9400 1.,2138
)lkafein 100e14t0552 A 99094i0067
(%95)

Saset. 0.9113 0,.7009
Paset 99,96%0,.50 100.,02%¥0,39
(%95)

iki isoabsorptif dalga boyunun kullanildigi &lgiimlerin
duyarliligi F testi ile mukayese edilmis ve anlamli bir fark
gorilmemistir (tablo-127).
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Tablo-127: F Testi sonuglari (N1=N2=15)

Sl 82 P Ft
Kafein 0.9400 1.2138 1.6674 2.49
Asetasminofen 0.9113 0.7009 1.6905 2.49

F<:Ft oldugu ig¢in %95 olasilikla kafein ve asetaminofen
tayini bekimindan iki isoabsorptif dalga boyunun kullanilma-
s1 arasinda onemsenecek bir fark yoktur.

Tabletlerde yapilan analizin literatiir yonteminde birinci
tiirev ultraviole spektroskopisi ile yapilan analizle kargi-
lastirilmasiyla(l72) iki yontemin duyarliligi arasinda %95
olasilikle bir fark olmadigi goriilmiistiir.

Ayrica tablet yapiminda kullanilan diger maddelerin yon-
temi etkilemedigi de gtzlenmistir.

Dipiron-Kafein Karisimis

Dipiron-kafein karisimi igin solvent olarak 0.1 N hidro-
klorik asit tercih edilmigtir. Glinkli dipiron bu solvent ic¢in-
de 257 nm'de maksimum absorbans degeri gdstermigstir. Fakat
deneysel ¢aligma sirasinda bu dalga boyunun kullanildigi ta-
yinlerden elde edilen degerlerle en kiigiik kareler ydntemine
gore cizilen grafikte no%ktalarin iyi bir dogrusallik gdster-
medigi ve r degerinin l'den saptifi gdzlenmigtir. O nedenle
tespit edilen iki isoabsorptif dalga boyu (235.1 ve 255.2 nm)
ile, kafeinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda ca-
ligilmigtir. Elde edilen sonuglar tabla-128°de verilmigtir,
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Tablo-128: fki isoabsorptif dalga boyunda sonuglar.

235.1 nm 255.2 nm

Syafein 0,9702 0.9037

Pkéfein 100.,00%0,54 100,02%0,50
(%95)

S4ipiron 1.0367 1.0926
Paipiron 100,08%0,57 100,11%0,60 {
(%95)

Goriildligi gibi her iki isoabsorptif dalga boyunun kulla-
n1ldigy dSlgiimlerde duyarliliklar ve ortalamalar birbirine gok
yakindir,.

Yontemin hazirlanan tablet karigimlarina uygulanmasiyla
elde edilen sonuglar da her iki isoabsorptif dalga boyunun
kullanildigyi Slgiimler de g¢gok yakin sonuglar vermektedir ve

farmakopede dipiron ile kafein i¢in verilen sinirlara uymakta-
dir.

Ayrica tablet yepiminda kullanilan diger yardimci maddele-
rin yontemi etkilemedizi gizlenmisgtir.

Gerek literatiirlerde, gerekse farmakopelerde (268,265,270)
dipiron-kafein igeren tablet veya karigimlarin analizine rast-
lanmadigi igin bu boliimiin mukayesesi yapilmamigtair.
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Aseteminofen-Dipiron Karisimi

Asetaminofen-dipiron karigimi igin solvent olarak %9571ik
etanol tercih edilmigtir. Tespit edilen iki isoabsorptif dal-
ga boyu (223.5 ve 270.5 nm) ile asetaminofenin maksimum ab-
sorbans gosterdigi dalga boyunda ¢alisilmistir, Elde edilen
sonu¢lar table-129'dg goriilmektedir.

Tablo-129: Iki isoabsorptif dalga boyunda sonuglar.

223.5 nm 270,5 nm
! N
! Saseta 009051 2.2927 il
88t1,
Paset. 100,010, 50 99.88£1.27
(495)
i
i ]
’ i [s
sdipiron 1.6420 2.,0285 |
|
x o 1, i
Pdipiron 100.00%0,91 100,041,112 i
| (%95)

Tiei isoabsorptif dalga boyundaki Slgilimlerin duyarlilif:
P testi ile mukayese edilmistir (tablo-130).



-252-

Tablo-130: F Testi sonuglari (N1=N2=15)

817 S, P P,
Asetaminofen 0,9051 2.2927 6.4165 2.49
Dipiron 1.6420 2.0285 1.5262 2.49
O

Asetaminofen igin F:XEt oldugundan iki isoabsorptif
dalga boyunun kullanimi agisindan dnemsenecek bir fark var-
dir ve duyarliligin daha yilksek oldugu 223.5 nm'deki ta-
yinler tercih edilmelidir.

Dipiron igin F<F,C oldufunden iti isoabsorptif dalga
boyunun kullanimi agisindan Onemsenecek bir fark yoktur,

Yontem tabletlere uygulandiginda her iki isosbsorptif
dalga boyunda elde edilen sonu¢lar farmakope sinirlarina
uymaektadir, Tablet yapiminda kullanilan diger maddelerin yon-
temi etkilemedigi tespit edilmistir.,

Asetaminofen—-Aspirin Karisimi:

Asetaminofen-aspirin karigimi ig¢in solvent olarak O.1 N
hidroklorik asit tercih edilmigtir. Tespit edilen isoabsorp-
tif dalga boyunda (228.4 mm) ve asetaminofenin maksimum absor-
bans gosterdifi dalga boyunda ¢aligilmigtir. Aspirinin maigi-
mum absorbans gosterdigi dalge boyunda yepilan ¢aligmalar so-
nucunda, en kiigilk kareler ydntemine gore gizilen grafikte nok-
talearin iyl bir dofrusallik gdstermedigi ve hesaplanan geri
kazanim degerlerinin farmekope sinirlarina girmedigi gdriilmiig-
tlir; o nedenle bu-dalga boyunda yapilan galigmalar deZerlen-
dirme disi: birakilmigtir. Elde edilen sonuglar tablo-131l'de
goriilmektedir.,
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Yontemin, literatiirde susuz titrimitrik yontemle yapilen bir
galigma ile mukayasesinde (139), iki yontemin duyarliligr ara-
sinda asetaminofen tayini bakimindan ©dnemsenecek bir fark olma-
d1g1i halde, aspirin tayini bekimindan az da olsa farklilik var-
dir,

Asetaminofen-aspirin karigimi i¢in geligtirilen ytntem sen-
tetik karigimlara tatbik edilmigtir ve elde edilen sonuglar
farmaltope sinirlarina uymektadir. Ulkemizde bu karigimin prepa-
ratlari bulunmadigi igin yontem tabletlere uygulanamamigtair,
Farmakopede (269) asetaminofen-aspirin tabletlerinde kantitatif
analiz i¢in verilen yilikse't basingli sivi kromatografisi meto-
dunda internal standart olaraic benzoilx asit, mobil faz olarak
tetrametilamonyum hidroksit pentahidrat-su-metanol-asetonitril-
glasiyel asetik asit karigimi kullanilmaktadir. Farmakope yon-
temiyle kargilagtirildiginda, geligtirdigimiz yontem dsha basgit
ve ekonomiktir.

Tablo-131: Asetaminofen-aspirin karigsiminda sonuglar.

S p(%95)
Asetaminofen 0.8325 99.99%0,.87
Aspirin 0,8099 100,00%0.85
i

Agpirin-Dipiron Karisimi:

Aspirin-dipiron karigimi ig¢in solvent olarelc her i%i madde-
nin de uygun dalga boylarinda maksimum absorbans gdsterdigi 0.1
N hidroklorik asit ¢dzeltisi tercih edilmigtir. Maddeler igin
belirlenen dalga boylarinda ve iscabsorptif dalge boyunda (240
nm) caligilmigtir. Elde edilen sonug¢lar tablo-132fde goriilmek-
tedir.
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Tablo-132: Aspirin-dipiron karigiminda sonuglar.

S n(%95)
Aspirin 0.8738 99.96%0,92
Dipiron 0.6590 99,98*0,69

Aspirin-dipiron karigimi igin geligtirilen yontem sentetil
karigimlare tatbik edilmigtir ve elde edilen sonuglar farmako-
pede her bir maedde i¢in wverilen sinirlara girmektedir. Bu ka-
rigimin preparati bulunmedigi igin yontem farmasctik lirlinlere
uygulaenamamigtir, Gerek literatiirlerde, gerekse farmakopelerde
(268,269,270) aspirin-dipiron igeren karigim veya preparatla-
rin analizine rastlanmadigi ig¢in bu b&limiin mukeyesesi yapilma-
migtir.

Agsetaminofen-Dipiron-Kafein Karigimi:

Agetaminofen-dipiron~-kafein karigiminda solvent olarak %95!
lik etanol tercih edilmigtir. Tespit edilen iscabsorptif dalga
boyunda (265.4 nm) ve kafein ile asetaminofenin maksimum absor-
bens gosterdikleri dalga boylarinda g¢eligilmigtir. Elde edilen
sonuglar teblo-133'de gorilmektedir ve farmakope sinirlarina
uymektadir. Karigimdaici kafein ylizdesinin dliglik tutuldugu kon-
santrasyonlarda cgaligmalar 6zel bir dikkat gerektirmektedir.
Clinkii yapilacak gok kiigiik hatalar bile g¢izilen dogrunun egim we
kayim deferlerini etkilemekte, dolayisiyla bu konsantrasyonlar—
daki geri kazanim degerleri ortalama deZerden sapmaktadir.

Bu yvntemde dipiron ylizdesi tabletteki oranda (%44) sabit

tutularak, degigen asetaminofen ve kafein ylizdeleriyle ¢aligil-

mistir.
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Tablo-133: Asetaminofen-dipiron-kafein karigiminda sonug¢lar.

S p(%95)
Asetaminofen 0,8465 99.94+*0,60
Dipiron 1.3845 100.00%0,.99
Kafein 2.6477 100,.,32%1.89

Gerek literatlirde gerekse farmakopelerde (268,269,270)
asetaminofen-dipiron-kafein igeren tablet veye 'tarigimlarin

analizine ragtlanmadigi igin bu b8liimiin mukayesesi yapilma-
mistir,

Agsetaminofen-Aspirin-Kafein Karisimi:

Asetaminofen -~aspirin-kafein karisiminda solvent olarak 0.1
N hidroklorik asit tercih edilmigtir. Asetaminofen-aspirin ka-
rigiminda belirtilen nedenlerden dolayi, aspirinin maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyunda galisilmamistir. Aspirin
kongsantrasyonlarinin sabit tutuldufu bu ydntemde, tespit edilen
igoabsorptif dalga boyunda (260.5 nm) ve asetaminofen ile kafe-
inin maksimum absorbans gdsterdikleri dalga boylarinda galigil-
migtir. Elde edilen sonuglar tablo-134'de goriilmektedir ve far-
makope sinirlarine uymaktadir.

¥ontemin, literatiirde verilen yliksek basingli sivi kromatog-
rafisi yontemiyle (194) mukayesesinde, iki ydntemin duyarlilik-
lary ve ortalamalari arasinda onemsenecek bir fark olmadiZi
gorilmiigtiir,
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Tablo-134: Asetaminofen-aspirin-kefein karigiminde sonuglar.

S J(%95)
Aseteminofen 0,5356 100,01%0,56
Aspirin 1.3108 100,01%1,37
Kafein 0.9441 99.99%0,99

Asetaminofen-aspirin-kafein karigimi ig¢in geligtirilen
yontem sentetik karigimlara tatbik edilmigtir ve elde edi-
len sonuglar farmakope sinirlarina uymaktadir. Ulkemizde bu
karigimin preparatlari bulunmadiZi i¢gin yontem tabletlere
uygulanmamigtir, Farmakopede (269) asetaminofen-aspirin-kafe-
in tabletlerinde kantitatif analiz i¢in verilen yliksek ba-
singli sivi kromatografisi metodunda internal standart olarsek
benzoik asit,mobil faz olarak metanol-su-glasiyel asetik asgit
karisimi kullanilmaktadir. Gelistirdigimiz yontem farmakope
yontemine gdre daha basit ve ekxonomiktir,

Asetaminofen-Aspirin-Dipiron Karisimis

Asetaminofen-aspirin-dipiron karigimi ig¢in solvent olarak
0.1 N hidroklorik asit tercih edilmigtir. Isoabsorptif delgs
boyunde ve aspirin ile dipironun maksimum absorbens gister—
dikleri dalge boylarinda ¢alisilmistir; bu nedenle de ktari-
gimdalki asetaminofen jylizdesi sabit tutulmugtur. Deglgen aspi-

rin ve dipiron yiizdeleriyle elde edilen sonug¢lar tablo-1l35'de
gorilmektedir,
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Tablo-135: Asetaminofen-aspirin-dipiron %arigiminda sonuglar,

S  n(%95)

Agetaminofen 1.5632 100.02%1,.64
Aspirin 0,6838 99.95%0,72
Dipiron 0.1731 100,00%0,18

Bu g¢galigma aspirin ylizdesi sabit tutularak yapildigi zaman,
en kiiglik kareler yontemine gdre dipiron ig¢gin ¢izilen grafifin
ynil degigmekte ve asetaminofen konsantrasyonuyle orentili ol-
maktadir. ¥Yontemin uygulanabilmesi igin dipironun maksimum ab-
sorbans gosterdigi dalga boyunda,asetaminofenin konsantrasyonu
diigiik bir degerde (%15) ssbit tutulmugtur.

Ayrica dipiron ylizdesi sabit tutuldugu zaman da, asetaminofen-
aspirin karigsiminda belirtilen nedenlerden dolayi, aspirinin
maksimum absorbans gtsterdigi dalga boyunda galigilamamaktadir,

Asetaminofen—-aspirin-dipiron i¢in geligtirilen bu ydntem
gentetik karigimlara tatbik edilmigtir ve elde edilen sonuglar
farmakopede her bir madde igin verilen sinirlara girmektedir.
Bu karigimin preparaeti bulunmadigi igin ydntem farmasstik iiriin-
lere uygulanmamigtir, Literatiirlerde ve farmekopelerde asetami-
nofen-agpirin dipiron karigiminin analizine rastlanmamigtair.

Aspirin-Dipiron-Kafein Karigimis

Aspirin-dipiron-kafein karigiminda solvent olarak 0.1 N hid-
roclorik asit tercih edilmigtir. Kafein ylizdesi sabit tutularak,

agpirin ve dipironun meksimum absorbans gdsterdikleri dalga boy-
larinda ve isoabsorptif dalga boyunda ¢aligilmigtir. Elde edi-
len sonug¢lar tablo-136'da goriilmektedir.
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S p(%95)
Aspirin 0.2830 99.99%0.29
Dipiron 0.4159 100,00%0.44
Kafein 1.4593 99.97*1.53

Aspirin-dipiron~kafein igin geligtirilen bu ydntem sentetik
karigimlara tatbik edilmigtir ve elde edilen sonug¢lar farmako-
pede her bir madde i¢in verilen sinirlara girmektedir. Litera-

tiirlerde ve farmakopelerde aspirin-dipiron-kafein karisiminin
analizine rastlanmamigtir.

Uclii karigimlarin herhangi bir ayirma islemi uygulanmadens
ultraviole gpektrofotometrik ydntemle kantitatif tayinlerine
oldukge az rastlanmektadir. Literatiirde kargilagilan bu tip ca-~
ligsmalarda ya karmagik matematiksel bagintilardan yararlaniimig,
ya da spektrofotometreyle kombine halde kullanilan bilgisayar-
larden yararlanarakx ¢alisma kosullari tespit edilmis ve gesitli
parametreler degerlendirilmigtir. Bu sebeplerle ultraviole spekt-
rofotometrisiyle absorbans oranlari tekmigini kullanarak gercek-—
lestirdigimiz bu g¢aligmalar ikili ve Ugli %arisimlarda yanyana

tayin imkani saglayan basit ve hassas bir yontemdir.
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5.0ZET

Bu ¢aligmada ikili ve liglii madde karigsimlari igeren
analjezik ilaglarde herhangi bir ayirma uygulanmaksizin,
absorbans oranlari teknigi kullanilarak, dogrudan spekt-
rofotometrik yontemle miktar tayinleri yapilmistir. Ha-
z1rlanan standart g¢Ozeltilerle maddelerin maksimum ab-
sorbans gosterdigi dalgae boyunda ve isoabsorptif dalga
boyunda g¢aligilmigs ve elde edilen deZerlerin birbirine
orani alinarak relatif konsantrasyonlara karsi grafige
gegirilmistir. Gizilen lineer dogrular en kiiciik kareler
yontemine gdre degerlendirilerek dogru denklemi ¢ikaril-
migtir; egim ve intersept degerleri ilgili formiillerde
yerine konarak analizler gergeklestirilmistir. Her bir
karisimdaki ¢aligma ig¢in standart sapmalar hesaplanmis
ve yontem tabletlerde tayin ig¢in uygulanmigtir. Piyasa
ornekleri ile yapilan g¢aligmalarda tablet yapiminda kul-
lanilan diger maddelerin yontemi etkilemedigi saptanmas
ve elde edilen sonuglarin farmakope sinirlarina girdigi
gﬁrﬁlmﬁ§tﬁre Ayrica gegitli analjezik karigimlar igin
de yontem geligtirilmigtir. Galisilan on adet karisim-
dan dort tenesi literatiir yontemiyle mukayese edilmig-
tir. Farmakope ve literatiirlerde diger karigimlarin besg
tanesi i¢in herhangi bir kantitatif analize rastlanma-
migtir.

Aspirin~kafein karigimi i¢in g¢aligme xonsantrasyon
araligi, aspirin igin 10-20 ng/ml, kafein ig¢in 1.5-10
pg/ml?dir, Yéntem %6.98-50 oraninda kafein ve %50-93,.02
oraninda aspirin igeren karigimlara uygulanabilmektedir.
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Asetaminofen-kafein karisiminda ¢alisma = konsantras-
yon araligi asetaminofen i¢in 1-18 Mg/ml, kafein igin
1—17/Ag/ml’dir. Yontemin %5.56-94.74 oraninda asetamino-
fen ve %5.26-94.44 oraninda kafein igeren karisimlar i-
¢in uygun oldugu saptanmigtir.

Dipiron-kafein karigiminda ¢alisma konsantrasyon ara-
1181 dipiron ig¢in 2-24 Mg/ml, kafein igin 1-18 Mg/ml'dir,
Yontem %10-96 oraninda dipiron ve %4-90 oraninda kafein i-
geren karigimlarda gegerlidir.

Asetaminofen-dipiron karisiminda konsantrasyon arali-
g1 asetaminofen ig¢in 2-8 Mg/ml, dipiron igin 2-16 Mg/ml'dir.
Yontem %11-80 oraninda asetaminofen ve %20-89 oraninda dipi-
ron iceren karigimlarda analiz ig¢in uygundur.

Asetaminofen-aspirin karigiminda konsantrasyon araligi
asetaminofen ve aspirinin her i%isi icin 3~7.5 pg/mltdir .
Yontem %71-28 oraninda asetaminofen ve aspirin igeren ka-
rigimlara uygulanabilmektedir.

Aspirin-dipiron karigiminda g¢alisma konsantrasyon ara-
1181 aspirin i¢in 10-16 pg/ml, dipiron ig¢in 6-26 ug/ml'dir.
Yéntemin %28-73 oraninda aspirin ve %27-72 oraninda dipi-
ron igeren karigimlar igin uygun oldufu tespit edilmistir.

Asetaminofen~dipiron-kafein karigiminda ¢aligma konsant-
rasyon eraliZi dipiron igin 4.5 pg/ml ile sabit olup, aset-
aminofen igin 1-5.3 pg/ml, kafein igin 0.3-4.6 pg/ml’dir.
Yontem %10~53 oraninda asetaminofen, %3-46 oraninda kafein
ve %44 (sabit) dipiron igeren karigimlarda gegerlidir.
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Asetaminofen—aspirin-kafein karigiminda ¢aligma konsant-
rasyonu aspirin igin 8 pg/ml ile sabit olup, asetaminofen i-
¢in 3.5-6 ug/ml, kafein ig¢in 2-4,.5 pg/ml'dir. Yontem %22-37
oraninda asetaminofen, %12-28 oraninda kafein ve %50 aspirin
(sebit) igeren karigsimlarin analizi ic¢in uygundur.

Asetaminofen~aspirin-dipiron karisiminda konsantrasyon
araligl aspirin igin 3-9 mg/ml, dipiron ig¢in 8-14 pg/ml olup,
agetaminofen igin 3‘pg/m1°de sabittir. Yontem %15-45 oranin-
da aspirin, %40-70 oraninda dipiron ve %15 asetaminofen (sa-
bit) igeren karigimlarin analizinde kullanilabilir.

Agpirin-dipiron-kafein karigsiminde kafein konsantrasyonu
2 pg/ml'de sabit tutulmugtur, aspirin ve dipiron konsentras-
yonlari 5.4-12.6 ug/ml'dir. Yontem %27-63 oraninda aspirin ve
dipiron, %10 kafein igeren karigimlarda gegerlidir.
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6. SUMMARY

In this study, the absorbancy ratio technique was applied
to the analysis of binary and ternary mixtures. The analysis
was carried out without prior seperation of the components of
the mixture and was applicaeble to commercial preparations
containing analgesic drugs.

A series of standard golutions were prepared. The study
was carried out at two wavelengths ie the wavelength at the
maximum absorbance of the compounds and the isoabsorptive
wavelength. Graphics were plotted using the absorbance ratio
values at these wavelengths versus the relative concentra-
tions of compounds. The linear plots were evaluated using
the smallest squares method and & line equation was obtained.
The guantitative analyses were performed using the related
formulaes from the slope and intercept values cealculated.

The standard deviations were calculated for each mixture
used. The procedure was employed for the assay of the commer-
cial tablets. It was found, in the studies with tablet combi~
nations, that the ingredients in the formulation did not af-
fect the procedure. It was alsc demonstrated that the values
obtained are within the limits of pharmacopoeia. Good recove-
ries of the drugs were obtained in the analysis of commercial

preparations. This procedure was also applied to the analysis
of five synthetic analgesic mixtures.
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Out of ten mixtures analysed, four were compared with
the previous quantification methods in the literature. The
literature search showed that there was no quantitative
agsey method available for other five mixtures.

The concentration range used for aspirin-caffeine mixtu-
re was as follows: 10-20 pg/ml for aspirin, 1.5-10 ug/ml for
caffeine., The procedure can be applied for the mixtures con-
taining 6.98-50% caffeine and 50-93.02% aspirin,

The concentration range used for acetaminophen-caffeine
mixtures was as follows: l—lBlpg/ml for acetaminophen, 1-17
pg/ml for caffeine. The procedure can be applied for the
mixtures containing 5.56-94.74% acetaminophen and 5.26-94.44
> caffeine.

The concentration range used for dipyrone-caffeine mixtu-
re was as follows: 2-24 ng/ml for dipyrone, 1-18 ug/ml for
caffeine. The procedure can be applied for the mixtures con-
taining 10-96% dipyrone and 4<90% caffeine.

The concentration range used for acetaminophen-dipyrone
mixture was as follows: 2-8‘pg/ml for acetaminophen, 2-16
yg/ml for dipyrone. The procedure can be applied for the
mixtures containing 11-80% acetaminophen and 20-89% dipyrone.

The concentration range used for acetaminophene-aspirin
mixture was as follows: 3-7@5‘yg/m1 for acetaminophen, 3-7.5
pg/ml for aspirin. The procedure can be applied for the mix-
tures containing 28-71% acetaminophen and 28-71% aspirin.

The concentration range used for aspirin-dipyrone mixture
was as follows: 10-16 ug/ml for aspirin, 6-26 ug/ml for di-
pyrone. The procedure can be applied for the mixtures conta-
ining 28-73% aspirin and 27-72% dipyrone.
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The concentration range used for the mixture of acetami-
nophen-dipyrone-caffeine was a constant value and is 4.4
pg/ml for dipyrone, 1-5.3 pg/ml for acetaminophen and 0.3-
4.6 pg/ml for caffeine. The procedure can be applied for

the mixtures containing 10-53% acetaminophen, 3-46% caffeine
and 44% dipyrone.

The concentration range used for the mixture of acetami-
nophen-aspirin-caffeine was a constant value and is 8 ug/ml
for aspirin, 3.5-6 ug/ml for acetaminophen and 2-4.5 ug/ml
for caffeine. The procedure can be applied for the mixtures
containing 22-37% acetaminophen, 12-28% caffeine and 50% as-
pirin.

The concentration range used for the mixture of acetami-
nophen-aspirin-dipyrone was a constant value and is 3 ug/ml
for acetaminophen, 3-9 pg/ml for aspirin and 8-14 ug/ml for
dipyrone. The procedure can be applied for the mixtures con-
taining 15-45% aspirin, 40-70% dipyrone and 155 acetaminophen.

The concentration range used for the mixture of aspirin-
dipyrone-caffeine was a constant value and is 2 ug/ml for
caffeine; 5.4-12.6 ug/ml for aspirin and 5.4-12.6 ug/ml for
dipyrone. The procedure can be applied for the mixtures con-
taining 27-63% aspirin, 27-63% dipyrone and 10% caffeine.
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