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ONSOz

Rilmenidin’in kimyasal adi; N-(disiklopropilmetil)-4,5-dihidro-1,3-oksazol-2-amindir.
Antihipertansif 6zellikli bir okzazolin olan Rilmenidin, gerek meduller gerekse periferal
vazomotor yapilar Uzerinde etkilidir. Bu ¢alismada, Rilmenidin tayini igin basit, hizli,
guvenilir, UV tlrev spektroskopisi ile yeni bir yontem gelistiriimistir. Optimum sartlarin
saglanmasi amaciyla, ¢ozucu, turev derecesi, dalga boyu araligi segimi yapiimigtir.
llacin etken maddesinde beklenilenden daha az miktarda etken madde bulunmasi
gibi meydana gelecek olan degisiklikler hastanin saghgini tehlike altina atabilecegi
icin degisen cevre kosullarindaki ila¢ etken maddelerinde olabilecek degisiklikler
bozundurma calismalari ile incelenmistir. Bu calisma da Rilmenidin etken maddesi
asidik ve bazik bozunmaya ugratilarak bozunma yuzdesi gelistirilen UV tlirev
spektroskopisi ile analiz edilerek hesaplanmistir. Ayrica gelistirilen UV tarev
spektroskopisi yontemi ile Rilmenidin’in farmasotik tablet preparatlarda miktar
tayinine uygulanmig ve bu yontem dogruluk, kesinlik, geri kazanim yonunden valide
edilmistir.

Bu calisma; NKU-BAP birimi tarafindan desteklenen NKUBAP.00.GA.16.026
numaral bir arastirma projesidir
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OZET

Hipertansiyon veya yuksek tansiyon, bazen arteriyel hipertansiyon, atardamarlardaki
kan basincinin yukseldigi kronik bir tibbi durumdur. Bu basing artigi sonucu, kalp
kanin damarlarda dolasimini saglamak i¢in normalden daha fazla ¢calismak zorunda
kalir. Kan basinci iki, sistolik ve diyastolik olgimu igermekte olup bunlar kalp
kaslarinin kalp atislari arasinda kasilmasi (sistol / blylk tansiyon) veya gevsemesine
(diyastol / kuguk tansiyon) baghdir. Dinlenme halinde normal kan basinci, buyuk
tansiyon 100-140 mmHg (en yuksek nokta) ve kiicik tansiyon 60—90 mmHg (en alt
nokta) arasinda seyreder. Yuksek tansiyon, tansiyonun surekli 140/90 mmHg ve
Uzerinde bir seviyede olmasidir. Hipertansiyon birincil (surekli) hipertansiyon veya
ikincil hipertansiyon olarak siniflandirilir. Vakalarin yaklasik %90-95’i "birincil
hipertansiyon" olarak siniflandiriimis olup bu, altta yatan herhangi belirli bir sebep
olmadan kan basincinin ylksek olmasi anlamina gelir. Bobrekleri, atardamarlari,
kalbi veya endokrin sistemini etkileyen diger durumlar ise vakalarin geri kalan %5-
10’luk dilimini olusturur (ikincil hipertansiyon). Gunumuzde hipertansiyon tedavisinde
kullanilan ve genel olarak antihipertansif ilaglar olarak anilan cesitli ilagc tedavisi
siniflandirmalari bulunmaktadir

Rilmenidin’in kimyasal adi; N-(disiklopropilmetil)-4,5-dihidro-1,3-oksazol-2-amindir.
Antihipertansif 6zellikli bir okzazolin olan Rilmenidin, gerek meduller gerekse periferal
vazomotor yapilar Uzerinde etkilidir. Imidazolin reseptérlerine, serebral alfa-2-
adrenerjik reseptorlerden daha fazla afinite gostermesi nedeniyle alfa-2 agonistlerden
ayrilir [1].

Rilmenidin’in farmasoétik preparatlarda miktar tayini icin, tlrev spektroskopisi
yontemine dayanan hizli,duyarli ve ekonomik yeni spektrofotometrik ydntemin
geligtiriimesi amaclanmistir. Ayrica gelistirilen yontem, rilmenidin’in farmasoétik
preparatlarda miktar tayinine uygulanacak , dogruluk, kesinlik ve geri kazanim
yoninden valide edilmesiplanlanmaktadir.



ABSTRACT

Hypertension (HTN) or high blood pressure, sometimes called arterial hypertension,
is a chronic medical condition in which the blood pressure in the arteries is elevated.
Blood pressure is summarised by two measurements, systolic and diastolic, which
depend on whether the heart muscle is contracting (systole) or relaxed between
beats (diastole). This equals the maximum and minimum pressure, respectively.
Normal blood pressure at rest is within the range of 100-140mmHg systolic (top
reading) and 60—-90mmHg diastolic (bottom reading). High blood pressure is said to
be present if it is often at or above 140/90 mmHg.Hypertension is classified as either
primary (essential) hypertension or secondary hypertension; about 90-95% of cases
are categorized as "primary hypertension” which means high blood pressure with no
obvious underlying medical cause. The remaining 5-10% of cases (secondary
hypertension) are caused by other conditions that affect the kidneys, arteries, heart
or endocrine system.

Rilmedine’s chemical formule is N-(dicyclopropylmethyl)-4,5-dihydro-1,3-oxazol-2-
amine. Rilmenidine, an oxazoline compound with antihypertensive properties, acts on
both medullary and peripheral vasomotor structures. Rilmenidine shows greater
selectivity for imidazoline receptors than for cerebral alpha2-adrenergic receptors,
distinguishing it from reference alpha2-agonists [1].

In this study, for derivative spectroscopic method, we will analyse the derivatives of
UV/VIS spectra curves of Rilmenidine The developed methods will be applied to
riimenidin pharmaceutical preparations and the results will be statistically
compared.In addition, the developed methods were validated for linearity, precision,
accuracy and recovery.



1.1. Rilmenidin molekiuli hakkinda genel bilgi

Rilmenidin, (N-(disiklopropilmetil)-4,5-dihidro-1,3-oksazol-2-amin) [1]
H
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Sekil 1: Rilmenidin kimyasal yapisi

Farmakolojik dzellikleri incelendiginde, Farmakoterapétik grup: imidazolin reseptor
Agonistleridir

Etki mekanizmasi;antihipertansif 6zellikli bir okzazolin olan Rilmenidin 1 mg, gerek
meduller gerekse periferal vazomotor yapilar (zerinde etkilidir, imidazolin
reseptorlerine, serebral alfa-2-adreneljik reseptérlerden daha fazla afinite géstermesi
dolayisiyla alfa-2 agonistlerden ayrilir. Rilmenidin 1 mg, genetik olarak hipertansif
sicanlarda, doza bagimli olarak antihipertansif etki gdsterir. Alfa-2 agonistleri ile
gorulen santral norofarmakolojik etkiler, hayvanlarda sadece antihipertansif etki
dozlannin Uzerindeki dozlarda goérulur, 6zellikle sedatif etki daha az belirgindir.
Farmakodinamik etkiler; Rilmenidin 1 mg, normal tedavi dozlarinda kardiyak
fonksiyonlari degistirmemekte, tuz ve su retansiyonuna neden olmamakta, metabolik
dengeyi bozmamaktadir. [2]

1.2. UV Tiurev Spektroskopisi

x badimsiz, y bagimh degisken olmak uUzere, bir fonksiyonun herhangi bir
noktasindaki tirevi dx/dy“dir. Absorpsiyon spektrumlari s6z konusu oldugunda tirev
dA/dA olacaktir. Spektrumun her bir noktasindaki tlirev degerleri hesaplanip dalga
boyunun bir fonksiyonu olarak grafige gegirildiginde 1. tlrev absorpsiyon spektrumu
elde edilir. Buna benzer sekilde 2..,3..,..n. tlrev spektrumlari sirasiyla d2A/dA2,
d3A/dA3, dnA/dAn dederleri ile dalga boylari arasinda olusturulabilir. Sekil 1"de basit
bir pikin 1. 2. 3. ve 4. turev spektrumlari verilmigtir. Pikin birinci turevi alindiginda
yukselen bolgeler pozitif, inen bdlgeler negatif pikler olusturmakta, donum
noktalarinin bulundugu dalga boylarinda ekstremumlar olusmakta, orijinal pikteki
ekstremumlarin karsiligi olan dalga boylarinda ise tlrev egrisi sifirdan gegmektedir.
Orijinal spektrumdaki bir pike karsilik n. Tirev spektrumunda n+1 adet pik olugsmakta,
tirevin derecesi arttikga pikler keskinlesmekte ve daralmaktadir



Turev derecesi arttikga spektral ayrintilarin aydinlatiimasinda yararlanilir, bu durum
da saflik testleri ve piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla ayiricilik (rezollisyon)
artmaktadir. Bundan teshiste 6nemlidir. Orijinal spektrumda bulunan omuzlar tek
saylli turev spektrumlarinda ekstremumlara dontusmektedir.

Orjinal spektrumda absorpsiyon maksimumunun bulundugu dalga boyunda 2. tlrev
spektrumunda bir minimum, 4. tirev spekrumunda bir maksimum ortaya ¢ikmakta, 1.
ve 3. tlrev spektrumlari ise bu dalga boyunda sifirdan gegcmektedir.

Bu durumdan ise g¢akigsan piklerin ¢ozimlenmesinde vyararlanilir. $ekil 2°de
goéruldugu gibi iki maddenin absorpsiyon pikleri Ust Uste geldigi zaman orijinal
spektrumda kuguk pik omuz seklinde gorulir. Bu omuzdan tek dereceli tirev
spektrumlarinda olugan ekstremumlar her iki maddenin digerinin etkisi olmaksizin
nicel tayinine olanak saglar. Bu durum eser analizlerde onemlidir.

Absorpsiyon spektrumunda herhangi bir dalga boyunda Lambert Beer yasasi gecerli
ise n. dereceden tlrev spektrumunda tlrev absorbansi, Dn asagidaki esitlik ile
verilebilir.

Dn=dnA/An=(dne/An)I.C
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Goruldagua gibi Lambert-Beer yasasinin gegerli olmasi kosuluyla tlirev absorbans
degerleri ile derisim arasinda dogrusal bir iligki vardir. Tarev spektrofotometrisi ile
kantitatif analizin temelini bu esitlik olusturur. Direkt spetrofotometride derisim ile
absorbans arasinda olusturulan kalibrasyon egrileri tlrev spektrofotometrisinde
standart c¢ozeltilerin derisimi (C) ile karsilik olan turev absorbans degerleri (Dn)
arasinda cizilir.

Turev absorbans degerlerinin olgulmesinde ¢esitli teknikler uygulanmaktadir:.

1.Tanjant Teknigi: Birbirini izleyen iki maksimum ya da iki minimuma ortak teget
cizilir. Bu tegetin aradaki ekstremuma olan uzaklgi ordinata paralel olarak olgultr. Bu
teknik, dogrusal bir zemin oldugu zaman daha tatminkar sonuglar verir ve zeminin
spesifik olmayan etkilerinin elimine edilmesinde ya da azaltiimasinda yararhdir.

2.Pik-Pik Teknigi: Birbirini izleyen iki ekstremum arasindaki uzaklik, ordinata paralel
olarak olculdr. Bu teknik genellikle zemin absorbansinin giderilmesinde, ¢ok bilesenli
karisimlarin kantitatif analizinde kullaniimaktadir.

3.Pik-Sifir Teknigi: Peak-zero ya da zero-crossing teknigi olarak adlandirilan bu
teknik pik tepesinin absise olan uzakhginin ordinata paralel olarak oélgtlmesidir. Cok
bilesenli karigimlarin analizinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Zemin etkisinin
giderilmesinde yarari olmaz.

4.Pik-Pik Orani Teknigi: Birbirine komsu iki pikin orani alinir. Bu teknik ikili
karisimlarin kantitatif analizinde kullaniimaktadir.

UV-Tiurev Spektrofotometrisinin Avantajlari ve Kullanim Alanlari

Maksimum Absorpsiyon Dalga Boyunun Kesin Olarak Belirlenmesi: Ozellikle
genis  absorpsiyon  bantlarinin  bulundugu  absorpsiyon  spektrumlarinda
absorpsiyonun maksimum oldugu dalga boyunun kesin bir sekilde saptanmasinda 1.
tirev spektrumu c¢ok vyararlidir. Orijinal spektrumda Amax‘un bulundugu dalga
boyunda 1.tirev egrisi sifirdan gececedi i¢cin bu dalga boyu ¢ok daha kesin bir
sekilde kolayca saptanabilir.

Rezollisyonda Artis: Turev spektrumlarinin ikinci avantaji da orjinal spektrumda zor
gorilebilen spektral ayrintilarin ortaya gikmasi yani ayiriciigin artmasidir. Bunun igin
cift sayilh tirev spektrumlari daha avantajlidir. ClinkU orjinal spektrumda bulunan
maksimum ve minimumlar bu spektrumlarda yine ayni dalga boylarinda birer
ekstremum halinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde turev spektrumlarinin alinmasi ile
spektral ayrintilarin netlestiriimesi tanima, saflik testleri ve eser analizde ¢ok yararh
olmaktadir.

Teshis: Ozellikle absorpsiyonu goriinir bolgede olan renkli maddelerin absorpsiyon
spektrumlarinin genis bantlar halinde oldugu ig¢in bu spektrumlar maddenin
karakterizasyonu ve saptanmasinda oOnem tasimaz. Buna karsin orijinal
spektrumdaki omuzlarin turev spektrumlarinda, 6zellikle yuksek dereceli olanlarda
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ekstremum haline donuigmesi, piklerin sayisinin artmasi ve keskinlesmesi ile spektral
ayrintilar ortaya cikar ve infrared parmak izi spektrumlarina benzeyen spesifik
spektrumlar elde edilir. Bu sekilde absorpsiyon spektrumlari birbirine ¢ok benzeyen
benzer kimyasal yapidaki bilesiklerin tlrev spektrumlarinin alinmasi bunlarin
farkhlandiriimasina olanak saglar.

Saflik Kontroli: Turev spektrumlarindaki spektral ayrintilar maddelerin saflik
testlerinde de avantaj saglamaktadir. Eser miktardaki safsizliklara ait kuglk
absorpsiyon pikleri tirev spektrumlarinda daha kolay saptanabilen pikler haline
donusur. Test edilen numune spektrumlarinin, saf maddenin ayni kosullarda
kaydedilen turev spektrumlariyla karsilagtirlmasiyla ham madde, ara urin ve nihai
urtnlerde saflik kontroll yapilir.

Eser Analiz: ilag maddeleri, besinler vb. maddelerde bulunabilen eser miktardaki
safsizliklarin ~ saptanmasi  ve  miktarlarinin  tayin  edilmesi de tlrev
spektrofotometrisinin bir bagka uygulama alanidir.

Karigimlarin Bir Arada Analizi: Turev Spektrofotometrisinin oldukga yaygin bir
kullanim alani da absorpsiyon bantlari ¢akisan ve bu sebeple bir 6n ayirma
yapmaksizin dogrudan tayin edilemeyen karigimlarin es zamanli analizidir. Bu
analizlerde pik-sifir, pik-pik ve pik-pik orani teknikleri kullaniimaktadir. Her Gg¢ teknikte
de kalibrasyon egrileri, derisim ile bu parametrelerden biri arasinda hazirlanir.
Burada o6nemli nokta standart ve bilinmeyen c¢ozeltilerin spektrumlarinin ayni
enstrimantal parametrelerle alinmasidir.

Bulanik Cozeltilerde Nicel Analiz: Bulanik ¢ozeltiler ve suspansiyon veya
emulsiyon seklindeki c¢ozeltilerde spektrofotometrik oOlgimlerin yapilmasi zordur.
Ozellikle ultraviyole alanda i1sin sagiimasi sebebiyle analitin spektrumu kuvvetli ya da
zayif bir zemin absorpsiyonu ile ortistr. Bulanikhgin sebep oldugu genis bantl
zemin absorpsiyonu dalga boyu ile hafif bir degisim gosterir. Tlrev spektrumlarindaki
karakteristik pikpik mesafeleri degerlendirilerek bulanikligin spektrum Gzerindeki bu
olumsuz etkisi yok edilebilir.

Matriks Etkisinin Giderilmesi: Turev spektrumlari alinmasi ile orjinal spektrumdaki
keskin spektral 6zellikler kuvvetlenmekte buna karsin genis ve yaygin bantlar daha
da basiklagsmaktadir. Bu oOzellik analit piki ile c¢akisan degisken zemin
absorpsiyonunun duzeltimesine ve bu sekilde matriks etkisinin gideriimesine olanak
saglar[3-4]

1.3.Turev spektroskopik yontemle yapilan literatiir galigmalari

Ketoprofen iceren jel ve ampullerde, jel ve ampul katki maddeleri yaninda Ketoprofen
tayini  gerceklestiriimigtir. Bu amagla UV  Spektrofotometrisi, UV  Tlrev
Spektrofotometrisi ve HPLC ydntemleri kullaniimistir. Jellerde Ketoprofen'm UV
Spektrofotometrisi ile tayini 255 nm ve 268 nm (1. turev, n=5)'de ¢bzlicu olarak
metanol kullanilarak gerceklestirilmistir. Jel katki maddeleri Karboksipolimetilen ve
Trietanolamin'in spektrofotometrik girisimleri gézlenmemistir.
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Ampullerde Ketoprofen'm UV Spektrofotometrisi ile tayini 261 nm ve 276 nm (1.
tirev, n=5)'de ¢6zlcul olarak pH 6.5 tampon ¢o6zeltisi kullanilarak gergeklestirilmigtir.
Ampul katki maddeleri benzil alkol ve Arjinin'in  spektrofotometrik girigsimleri
g6zlenmemigtir. Jel ve ampullerde HPLC ile Ketoprofen tayininde HP ODS hipersil
kolon (10 cm x 3.9 mm i¢ ¢ap, 5 j.im pargacik boyutlu) ve Asetonitril : Fosfat tamponu
(40:60) karisimi mobil faz olarak kullaniimig, UV-visible dedektér 261 nm'ye
ayarlanmigtir. Elde edilen sonuglar, ortalamaistandart sapma olarak, jellerde UV
spektrofotometrisi ile 25.10 + 0.29, UV tirev spektrofotometrisi ile 24.46 + 0.13,
HPLC ile 24.78 £ 0.31, ampullerde UV spektrofotometrisi ile 100.16 + 0.75, UV turev
spektrofotometrisi ile 99.92 + 0.55, HPLC ile 99.3 + 1.23'dir ve sonuglar belirtilen
miktarlarla uyumludur. Onerilen ydéntemlerle dogruluk ve kesinlik agisindan uygun
sonuglar elde edilmistir. [5]

Ambroksol igeren tabletler, suruplar ve pediatrik suruplardaki etken madde miktari,
direkt UV spektroskopisi ve UV tlrev spektroskopisi yontemleriyle tayin edilmigtir.
Tabletlerde tayinler, 10-35 ug/mL derigsim araliginda 245 nm'de ve birinci tirev 255
nm'de gergeklestiriimistir. Suruplarda ve pediatrik suruplarda ise girisime neden olan
koruyucular mevcuttur. Suruplarda Ambroksol tayini, 33-88 ug/mL derisim araliginda
308 nm'de ve birinci turev 256.4 nm'de gergeklestirilmistir. Suruplarda koruyucu
olarak bulunan ve Ambroksol girisimi nedeniyle direkt yontemle tayin edilemeyen
paraben igin segilen dalga boyu, birinci tirev 277,2 nm ve derigim arahgdi 3,88-11.64
ug/mL'dir. Pediatrik suruplarda da ayni yontem izlenmis, Ambroksol, 33- 88 ug/mL
derisim araliginda 308 nm'de ve birinci tirev 265 nm'de tayin edilmigtir. Pediatrik
suruplarda koruyucu olarak bulunan benzoik asit igin tayinin yapildigi dalga boyu
birinci turev 244,6 nm ve derisim arah@ 5,1-15,3 ug/mL'dir. Onerilen yontemlerin
islerligi, geri kazanim c¢alismalariyla kontrol edilmistir. Tum c¢alismalarda ¢dzucu
olarak distile su kullaniimigtir. Sonuglar dogruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik ve
hassasiyet agisindan istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. [6]

Bu calismada etken maddesi Piroksikam olan jel preparatlarda Piroksikam ve jellerde
koruyucu olarak bulunan benzil alkol tayini bir arada gergeklestiriimistir. Piroksikam,
etanol - pH 7.8 fosfat tamponu (10:90) karisimi iginde direkt UV spektroskopisi (354.4
nm) ve 2.tirev spektroskopisi yontemiyle (258.6 nm, n=5) tayin edilmistir. benzil alkol
tayini ise normal spektrumdaki girisim nedeniyle 2.tirev spektroskopisi (261.8 nm,
n=5) yontemi ile gerceklestiriimistir. Sonuclar, istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

[7]

Flukonazol igeren kapsuller, I.V. solusyonlar ve guruplardaki etken madde miktari
direkt UV spektroskopisi ve UV tlrev spektroskopisi yontemleriyle tayin edilmigtir.
Kapstller ve 1.V. sollsyonlarda tayinler, direkt UV spektroskopisi yontemiyle 261.6
nm.de, ayrica 2. tirev (n=5) 274 nm.de gergeklestiriimistir. Suruplarda ise girisime
neden olabilecek katki maddeleri incelenmis ve girisimin olmadigi uygun turev
derecesi ve dalga boyu, girisime neden olan madde bilinmemesine karsin gelistirilen
bir deneysel yontemle 1. tirev (n=9) 271.6 nm. olarak belirlenmig ve bu kosullarda



4.0x10"* M-1.5x10"3 M derisim araliginda miktar tayini yapilmigtir. Tim ¢aligmalarda
¢Ozlcu olarak distile su kullaniimistir. Sonuglar dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik ve
hassasiyet agisindan istatistiksel olarak degerlendirilmigstir. [8]

Omeprazole“un farmasoétik preparatlarda analizi igin yeni bir uv tarev spektroskopik
metot geligtiriimis ve yapilan galismada ikinci turev spektrumu 200-400nm, N=9,
AAN=31.5 dalga boyu araliginda meydana geldigi ve 0.2-40.0 pg mi-1
konsantrasyonlarindan ikinci turev alinarak elde edilen 6Igl egrisi grafigi cizilmistir.
Geligtirilen metot 5 farklh ticari kapsul farmasaétik preparatina uygulanmigtir. Standart
sapma degerleri 5 farkl ticari preparat icin 1,87-4,55% olarak bulunmus.Bulunan
datalardan biri literatlrde verilen polarografik metot verilerinden biri ile kiyaslanmig ve
istatiksel olarak aralarinda bir fark olmadigi gézlemlenmigtir [9]

Yapilan bir diger ¢alismada , turev spektroskopi ve zero crossing turev spektroskopi
ile yeni yontem gelistirerek es zamanli olarak tablet formundan Cefixime and
Ofloxacin“in miktar tayinine dayanmaktadir. Yapilan analizlere goére Cefixime and
Ofloxacin sirastyla birinci tiirevi 270.5nm ve 296.7 nm“de gérilmustir. Ikinci metotla
yapilan zero crossing tlrev spektroskopisi dlgiimlerinin absorbansi ise Cefixime and
Ofloxacin sirasiyla 257.11 ve 284.07 nm okunmustur.Beer kanununa gore yapilan
hesaplamalar sonucunda miktar tayini sonuglari Cefixime igin 5-30 ug/mL ve
ofloxacin igin ise 4-26 ug/mL oranlarinda etken madde miktari saptanmistir. Bulunan
sonuglar F ve t testi icin gecgerli araliklarda bulunmus ve iki metot gezi kazanim
calismalari yapilarak istatiksel olarak valide edilmistir. [10]

Bu calismada es zamanli olarak HMG Co-A reductase inhibitorli clopidogrel
bisulfat‘in iki metotla analizi incenmis. 37 vicut sicakliginda ; pH 1, 4 (mide pH ,1),
pH 7.4 (kan pH ,1) and pH 9 (bagirsak pH ,1 ) gibi degisen pH araliklarinda UV/VIS
spektrofotometre kullanarak HMG Co-A reductase inhibitorli clopidogrel bisulfat‘in
miktar tayini yapilmigtir. Clopidogre*nin girisim yapan dalga boylarini ayirmak icin
zero-crossing'li tirev spektroskopi metodu kullaniimistir.Bir diger metot olan ters faz
yuksek basingli sivi kromatografisi metodu ile ayni kosullarda analiz edilmis ve ikKi
metot birbiri ile kiyaslanmistir. [11]

herhangi bir dnayirma teknigi kullanmadan tlrev spektroskopisi ile sarimsak , yesil
biber ve findikda bulunan askorbik asit miktar tayinine bakilmigtir.Metot pik —pik
teknigine dayanarak 2. ve 3. Turevleri incelenmigtir. Degigsik ¢ozuculerle ¢aligiimis ve
en uygun olarak 10% Trikloroasetik asit ¢dzlcu olarak segilmistir.Sarimsak igin ikinci

tlrev absorpsiyon spektrumlari sirasiyla 253.2nm ,256.4 nm , yesil biber ve findik igin
Uguncu tlrev absorpsiyon spektrumlari sirasiyla 256.4 ve 261.6nm bulunmustur. 2.0-

10.0 ug ml-1 konsantrasyon araliklarinda olgu egrisi ¢izilmis ve diger metotlarla bu
bitkiler Uzerinde yapilmis askorbik asit miktar tayini sonuglari ile bulunan sonuglar
istatiksel olarak kiyaslanmistir.Standart ilave metodu ile geri kazanim degerlerine
bakilmistir. [12]



DENEYSEL KISIM
2.1.0PTiMUM KOSULLARIN SAGLANMASI

2.1.1.UYGUN GOZUCUNUN BELIRLENMESI

Rilmenidin (RIL) etken maddesi ile tiirev spektrofotometrik yéntem gelistirmede énce
uygun c¢oOziuciyu belirlemek igin su, etanol ve metanol ile UV/Vis spektrumlarina
bakildi. En yuksek absorbans degeri metanol ile bulundu. Sudaki rilmenidin
¢cOzeltisinin cizilen absorpsiyon spektrumu 201 nm de maksimum absorpsiyon
gOstermistir. Ancak bu dalga boyunda ¢alismak ¢ok hassas olmadigi icin rilmenidin
dihidrojen fosfat dnce baz haline getirildi ve daha sonra baz hali organik ¢ozicuye
alinarak daha hassas analiz yapilmasi hedeflendi.

Stok ¢ozelti hazirlanmasi: 50 mg rilmenidine esdeger miktarda rilmenidin dihidrojen
fosfat tuzu hassas olarak tartildi. 10 mL’lik balon jojede hacmine saf suyla
tamamlandi.

Seyreltik stok ¢o6zelti: Hazirlanan stok ¢ozeltinin su ile seyreltiimesiyle 500 pg/mL
konsantrasyonda rilmenidin ¢ozeltisi hazirlandi.

2.1.1.1. Rilmenidin etken maddesini baz haline ¢evirmek icin uygun c¢o6zicu
secimi

Rilmenidin dihidrojen fosfatin 100 pg/mL suda hazirlanmis ¢ozeltisinden 1 mL alindu.
Uzerine hazirlanan 0,1 M NaOH ve 0,1M NH3 cozeltilerinden ayri tiplere 1 mL ilave
edildi. 2 dakika girdap karistiricida karistirildi. Daha sonra 5 mL diklorometan
cOzeltisi ilave edilerek 2000 devirde 2 dakika santrifij edildi. Daha sonra bu
cOzeltilerin  maksimum absorbans gdsterdikleri dalga boyunda spektrumlari alindi.
En ylksek absorbans degeri sekilden de goruldigu gibi 0,1 M NaOH c¢ozeltisinde
saglandi.
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Sekil2: Rilmenidin 0,1 M NaOH ile dénustirilmis bazina ait spektrum
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Sekil 3: Rilmenidin 0,1 M NHs ile donusturidlmus bazina ait spektrum

Rilmenidin tuzu halinde bulunan bir etken madde oldugu i¢in dnce maddenin baz
hale donusturiimesi ve sonra tayin yapillmasi gerekmektedir. Seyreltik stok
¢ozeltiden1 mL kapakh cam tiplere alindi. Uzerine 0,5 mL 0,1 M NaOH c¢ozeltisi

eklendi.
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Girdap karistirici ile 1 dakika karistirildi, Uzerlerine 5 mL etilasetat, diklorometan ve
kloroform co6ziculerinden eklendi, 2 dakika girdap karistiricida karistirildi ve santrifij
edildi. Ayrilan organik fazlara susuz sodyum sulfat ilave edildi. Organik fazin 4,5
mL’si alinarak hazirlanan blank ¢ozeltisine karsi UV spektrofotometrede spektrumlari
alindi. Uygun organik ¢oziclu yuksek absorbans gdsterdigi icin diklorometan olarak
belirlendi.

2.1.2.UYGUN TUREV SEGiMi

500 pg/mL RIL c¢ozeltisinin spektrumu alindiktan sonra 1.,2.,3..tiirevleri her bir tiirev
igin sirasiyla AA=2, 4, 8 ve 16nm olucak sekilde alindi. Uygun turev 1.tlrev ve uygun
genlikte AA=2 nm segcildi. 50-250 pug/mL konsantrasyon araliginda olacak sekilde
2.1.1.de anlatildigi gibi hazirlandi. Bu ¢o6zeltilerin her birinin 6nce spektrumu daha
sonra AA=2 nm ,de 1. 2., 3. tUrevleri alindi. Bu turev spektrumlarina érnekler Sekil 7,
8, 9'de verildi.

En uygun tirevin 1.tirev oldugu gézlemlendigi icin calismalar 1.tlrevle yuritalda. Iki
pik arasindaki dalga boylari 223,20-230,20 nm okundu. 50-250 pg/mL aralgindaki
¢Ozeltilerin alinan tlrevleri peak to peak yontemi ile uzaklik mesafeleri belirlendi.
Herbir konsantrasyona ait olan pik uzakliklari Excel’de grafige gecirilerek ol¢u edrisi
grafigi cizildi. Bu grafikten LOD, LOQ, korelasyon katsayisi, edim ve intercept
degerleri hesaplanmigstir. Tablo 1’ de bu degerler gosterilmistir.

2.1.3.0LCU EGRISININ GiZILMESI

500 pg/mL rilmenidin etken maddesi su ile hazirlandi. Konsantrasyon arahgi 50-250
Mg/mL olacak sekilde cesitli hacimlerde kapakli tlplere hazirlanan rilmenidin
¢Ozeltisinden eklendi. Daha sonra tzerine 0,5 mL 0,1M NaOH c¢ozeltisi ilave edildi.
UV/Vis spektrofotometrede spektrumlari alindi.  Spektrumlari  sekil 2 de
gosteriimektedir. Olgli egrisi grafigini cizmek igin spektrumlari alinan rilmenidin
cozeltilerinin AA=2 nm’de 1. Tirevleri alindi. iki pik arasi uzakliklari o6lcllerek
Excel'de grafige gegirildi. Ol egri grafikleri Sekil 6'de gosterilmektedir.

10
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Sekil 4. 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki

spektrum grafikleri
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Sekil 5. Rilmenidinin absorbans degerlerine gore gizilen dl¢u egrisi grafigi
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Sekil 6. Rilmenidinin 1. tlrev degerlerine gore cizilen Olgu egrisi grafigi

Tablo 1. Rilmenidinin 6I¢t egrisi parametreleri

RIL
Konsantrasyon araligi 50-250 pg/mL
LOD 0,97 ug/mL
LOQ 2,9 ug/mL
Regrasyon esitligi 0,0024x+0,2362
Egim 0,0024
intercept 0,2362
Korelasyon katsayisi 0.9997

12
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Sekil 9. 200 ug Rilmenidin 3.tlrev grafigi

2.2.FARMASOTIK TABLET PREPARATLARDA MIKTAR TAYiNi

Eczaneden Hyperium 1 mg tablet preparat alindi. 30 tablet tartildi ve toz haline
getirildi. Bir tabletteki etken madde miktarina esdeger olucak sekilde alinarak 500
pMg/mL Hyperium tablet ¢ozeltisi hazirlandi. Ultrasonik banyoda 30 dakika bekletildi.
500 ug/mL Hyperium tablet c¢ozeltisinden degdisik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin spektrumlari ve AA=2nm“de 1.tarevi alindi. Alinan turevler,
peak to peak yontemi ile uzaklik mesafeleri belirlendi. Cizilen dl¢l egrisi grafiginde iki
pik arasi yukseklikler yerine konularak konsantrasyonlar bulundu. Konsantrasyon
degerlerinden geri kazanim degeri ortalama olarak 105,61% *3.61 olarak bulundu.

2.3.DEGRADASYON CALISMASI
2.3.1.Asidik degradasyon

0.05 g Rilmenidin etken maddesi 5ml 0,1M HCI ile oda sicakliginda 8 saat bekletildi.
Bu ¢ozeltinin spektrumu alindi. Spektrum ve AA=2nm’de 1l1.tarevi alindi. Bozunma
yuzdesi; bozundurulmamis ve bozundurulmus rilmenidin etken maddeleri peak to
peak yontemine gore iki pik arasi uzaklik ol¢uldu. Bozundurulmamig rilmenidin
mesafesi 100 olarak kabul edilerek asidik degradasyonla bozundurulmus rilmenidinin
Olclilen mesafesi ile kiyaslanarak yizde bozunma miktari hesaplandi. Asidik
degradasyonla 29% bozundugu saptandi. Tablo 2’de sonuglar gosterilmektedir.
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Sekil 10. Asidik degradasyon sonucunda olusan rilmenidinin spektrumu

2.3.2.Bazik degradasyon

0.5 g RIL etken maddesi 5ml 0.1IM NaOH ile 1 saat bekletildi. Bu ¢ozeltinin
spektrumu alindi. Spektrum AA=2nm“de 1.tirevi alindi. Bozunma yizdesi;
bozundurulmamis ve bozundurulmus rilmenidin etken maddeleri peak to peak
yontemine gore iki pik arasi uzaklik 6lgtldl. Bozundurulmamis rilmenidin mesafesi
100 olarak kabul edilerek bazik degradasyonla bozundurulmus rilmenidinin 6lgulen
mesafesi ile kiyaslanarak ylzde bozunma miktari hesaplandi. Bazik degradasyonla
hemen bozundugu saptandi. Tablo 3'de sonuglar gosterilmektedir.
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Sekil 11. Bazik degradasyon sonucunda olusan rilmenidinin spektrumu

2.3.4.0ksidatif degradasyon

0.5 g RIL etken maddesi 5ml 3% H202 ilave edildi. Hemen bozunma gézlendi. Bu
¢ozeltinin spektrumu alindi. Spektrum AA=2nm“de 1.tlrevi alindi. Bozunma ylzdesi;
bozundurulmamis ve bozundurulmus rilmenidin etken maddeleri peak to peak
yontemine gore iki pik arasi uzaklik élg¢uldl. Bozundurulmamis rilmenidin mesafesi
100 olarak kabul edilerek degradasyonla bozundurulmus rilmenidinin olgulen
mesafesi ile kiyaslanarak ylzde bozunma miktari hesaplandi. Oksidatif
degradasyonla 100% bozundugu saptandi. Tablo 3’de sonuglar gésteriimektedir.
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Sekil 12. Oksidatif degredasyon sonucunda olugan rilmenidinin spektrumu
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Tablo 2. Bozundurma sonucu absorbans ve tirev spektrumundaki degigimleri

Bozundurma
0,1 MHCI 1.tirev | 0,1 MHCL 0,1 M
degeri absorbans |%bozunma| NaOH |%3H202
Hemen | Hemen
BASLANGIC 0,145 0,562 0 bozundu | bozundu
1 SAAT
SONRA 0,135 0,525 6,6
2 SAAT
SONRA 0,130 0,473 10
4 SAAT
SONRA 0,121 0,469 16,55
6 SAAT
SONRA 0,121 0,469 16,55
8 SAAT
SONRA 0,103 0,400 29

2.4.METOD VALIDASYONU

Metod validasyonu ICH rehberine gore gerceklestirildi.

17




2.4.1. Lineerlik
Olgli egrisinden lineerlik Tablo 1’de gosterildigi gibi R2=0,9997 bulunmustur.

2.4.2.GUnigi — gunler arasi 6lgiim

Ayni gunde ug kez ve gunler arasi ug¢ farkl ginde hazirlanan ¢ozeltilerin spektrumlari
alindi. Bu spektrumlardan AA=2 nm'de 1.tlrevleri alindi. Peak to peak yontemine
gore iki pik arasi uzaklk ol¢uldu.Bu degerler kendi aralarinda gun i¢i ve gunler arasi
olarak bagil standart sapma (RSD)% ve bagdil ortalama hata (RME)% dedgerlerine
bakildi. RSD% 50,150,250 pg/mL rilmenidin konsantrasyonlari igin sirasiyla 0,38;
2,16; 1,88 olarak bulundu.

Tablo 3. Gln igi gunler arasi konsantrasyon degerleri

Gunigi
konsantrasyon(ug/mL)
250 150 50
Bulunan 250,24 150,74 50
Konsantrasyon
(ug/mL) 249,51 150,68 50,62
248,7 147,13 48,65
250,5 146,38 49
251,78 151,23 51,44
249,68 156,4 50,23
Ortalama 250,07 150,43 49,99
Standart Sapma 0,96 3,26 0,94
Degisme katsayisi
(%RSD) 0,38 2,16 1,88
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Giinler arasi

konsantrasyon (ug/mL)

250 150 50
Bulunan 249,7 149,15 50,02
Konsantrasyon
(ng/mL) 250,23 149,65 50,35
249,3 149,21 50,67
248,7 150,71 50,27
250 150,78 51,18
250,1 148,16 51,75
Ortalama 249,67 149,61 50,71
Standart Sapma 0,53 0,85 0,59
Degisme katsayisi
(% RSD) 0,21 0,56 1,16

2.4.3.Standart ilave etme yontemi ile geri kazanim hesaplanmasi

Geri kazanim % degderi asagida yazilan formilden hesaplandi.

% geri kazanim= [(C2-C1)/C3].100
C1: dlgulen 6rnek derigimi

C2: dlgulen 6rnek +standart derigimi
C3: 6rnege eklenen standart derigimi

Geri kazanim ylUzde degeri; 99,33+0,21 bulunmustur.

3.SONUCLAR

Eczacilik alaninda yapillan  kapiler elektroforez, = HPLC,gaz
kromatografisi ,spektroflorimetrik ve spektrofotometrik yontemlerle ilag etken
maddelerinin miktar tayinlerine yonelik pek ¢ok ¢calisma mevcuttur. Ancak Rilmenidin
etken maddesi ile ilgili yapilan tarev spektrofotometri ve bozundurma g¢aligsmalarina
literatlirde rastlanmamaktadir. Bu ¢alisma da Rilmenidin etken maddesi asidik, bazik
ve oksidatif bozunmaya ugratilarak bozunma ylzdesi de@erleri incelenmis ve
geligtirilen UV Tlrev spektroskopisi yontemi farmasoétik tablet preparatlara
uygulanarak Rilmenidin miktar tayini yapiimigtir. Ayrica Rilmenidin etken maddesinin
degisik konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinin gun i¢i ve gunler arasi okumalari
yapilarak validasyonu saglanmistir.
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