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OZET

Bu tez ¢aligmasinin ilk bolimiinde kloramfenikoliin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile, spektral
ozellikleri; direkt ve indirekt tayin yontemleri ile piyasada satiimakta olan farmasétik
preparatlann genel tayin yontemlerinin bir dokiimii yapildi. Bu boliimde ayrica antibiyotik
olarak kullamlan kloramfenikoliin farmakolojik 6zellikleri hakkinda genel bilgi verilerek toksik
etkileri lizerinde durulmustur.

Cahigmanin ikinci béliimiinde, kadmiyum iizerinden indirekt atomik absorpsiyon spektrometrik
kloramfenikol tayin yonteminin optimum kosullan incelendi. Bunun igin kloramfenikol referans
standardi 0.05 N hidroklorik asitli ortamda metalik kadmiyum ile yarim saat karbondioksid
gaz1 atmosferi altinda kaynatildi. A¢iga ¢ikan kadmiyum (II) iyonunun atomik absorbans: 228.8
nm de 6lgillerek kloramfenikol miktarina gegildi. Absorbans ile 0.3-1.5 pg/mL kloramfenikol
(0.313-1.564 pg/mL kadmiyum (II) iyonu) konsantrasyonu arasinda 6lgii egrisi hazirlandi.
Regresyon analizi ile dogrunun denklemi A= 0.186c + 8.578x10° (r = 0.9992) olarak
hesapland.

Calismanin tigiincii béliimiinde, kiyaslama yontemi olarak uygulanan, amin {izerinden indirekt
visibl bolgede spektrofotometrik kloramfenikol tayin yonteminin optimum kosullan incelendi.
Buna gore indirgenme sonucu elde edilen ¢ozeltideki amin grubu hidroklorik asitli ortamda
sodyum nitrit ile diazolama ve o-naftilamin ile kenetlemeden sonra olugan renkli ¢ozeltinin
533.0 nm de absorbansi yarim saat iginde olgiilerek kloramfenikol miktar tayini yapildi. 10-50
pg/mL konsantrasyon arah@inda 6l¢ii egrisi hazirlandi. Regresyon analizi ile dogru deklemi
A=0.0110c + 0.029 (r=0.9983) olarak hesaplandi.

Atomik absorpsiyon spektrometrik yontem ile visibl bolge spektrofotometrik yontem piyasada
sattlan kloramfenikol kapsiill ¢rneklerinin miktar tayinlerine uygulandi. Her iki yontemin
sonugclan istatistiksel olarak kargilagtinldi. Her iki yéntem arasinda ortalamalar ve prezisyon
yoniinden anlamh bir fark olmadif: g6zlendi.



ABSTRACT

In the first part of this thesis; the chemical, physical and spectral properties and direct and
indirect determination methods of chloramphenicol in commertial pharmaceutical formulations
are reveiwed. In this section a general information about the pharmaceutical properties of

chloramphenicol and toxic effects is also given.

In the second part of this thesis, optimum conditions of the indirect atomic absorption
spectrometric determination method over cadmium were investigated. Accordingly,
chloramphenicol reference standard was boiled half an hour in 0.05 N hydrochloric acidic
medium with cadmium metal in carbon dioxide atmosphere. The amount of chloramphenicol
was calculated by measuring absorbance of released cadmium (II) ions, at 228.8 nm. A
calibration graph was plotted between absorbance and cadmium concentrations in the range of
0.3-1.5ug/mL chloramphenicol (0.313-1.564 pg/ml. cadmium). The linear equation of the
calibration graph was calculated by regression analysis as A= 0.186¢ + 8.578x107 (r= 0.9992).

In the third part of this thesis, as a method of comparison, optimum conditions of indirect
visible spectrophotometric determination method of chloramphenicol over amine was
investigated. Accordingly; the diazo compounds was occurred in hydrochloric acidic medium
by adding sodium nitrite with the amine and then coupling with o-naphtylamine to get
coloured solution. The amount of chloramphenicol was calculated by measuring absorbance of
the resultant colour at 533.0 nm in half an hour. A calibration graph was plotted between
absorbance and cadmium concentrations in the range of 10-50 pg/mL . The linear equation of
the calibration graph was calculated by regression analysis as A= 0.0110c + 0.0209
(= 0.9983).

The atomic absorption spectrometric method and the visible spectrophotometric method were
applied to the determination of chloramphenicol in commercial capsule formulations. The
methods were compared statistically with each other. There are no significiant difference

between the means and precisions of these two methods.



1. GIRIS ve CALISMANIN AMACI

Ik sentezlenen antibiyotik olan kioramfenikol tifodaki etkinligi ve geniy spektrumu nedeniyle
hemen kullamlmaya baglanmig olsa da kisa siirede bazi agir hematolojik bozukluklara neden
oldugu belirlenmigtir. Bundan dolayt kloramfenikolin hem miktar tayini hem de wvuciit

sivilarindaki konsantrasyonunun belirlenmesi énem tagimaktadir.

Bu ¢aligmada kloramfenikoliin kadmiyum (II) iyonu iizerinden indirekt olarak tayin yonteminin

optimum kogullarinin incelenmesi ve piyasada mevcut preparatlara uygulanmasi amaglanmigtir.

Miktar tayininde uygulanan atomik absorpsiyon spektrofotometre yontemi; kloramfenikolin
etanoldeki ¢ozeltisinin, 0.0SN hidroklorik asitli ortamda metalik kadmiyum ile yanm saat
karbondioksit gazi atmosferi altinda kaynatilmas ile agi3a ¢ikan kadmiyum (II) iyonunun 228.8
nm deki atomik absorbansinin dl¢iilmesine dayanmaktadir.

Yontem, piyasada bulunan kloramfenikol kapsiil 6rneklerine uygulanmigtir. Kapsiiller ayrica
visibl bolge spektrofotometrik yontem ile analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglar F ve t testi ile
kiyaslanmugtir.



2. GENEL BOLUM (Abduliah, 1986)

2.1. Kloramfenikol Hakkinda Genel Bilgi

2.1.1.Kimyasal ve fiziksel dzellikleri

2.1.1.1. Kimyasal ismi

e D(-)- threo-2-Dikloroasetamido-1-p-nitrofenil-1,3-propendiol.

e D(-)- threo-N-Dikloroasetil-1-p-nitrofenil-2-amino-1,3-propendiol.

e D(-)- threo-2,2-Dikloro-N-[ B-hidroksi-o-(hidroksimetil) -p-nitrofeniletil }-asetamid.

e D(-)- threo-2,2-Dikloro-N-[2-hidroksi-1-(hidroksimetil) ~2-(4-nitrofenil)etil]-asetamid

2.1.1.2. Formili

Actk Formiilii

7
OzN‘@' |CH— CH— NH— C—CHClL

OH

Kapal Formiilii
C1iHi2Cl: N>Os

2.1.1.3. Molekiil agirh@
323.13 g/mol.

2.1.1.4. Elementel birlegimi
%40.88 C, %3.74 H, % 21.95 Cl, % 8.67 N, %24.76 O.



2.1.1.5. Gériinag, renk ve koku

Beyazdan kirli beyaza veya yesilimsi beyaza kadar dedigen renklerde, acims: tattadir. Su ve
etilendikloriirde igne gseklinde veya uzunlamasina yiizeyler halinde kristallenir (EN: 150.5-
151.5°C).

2.1.1.6. Optikge aktifligi
[alp? :-25.5° (etil asetat), [a]p> : +18.6° (etanoldeki c= 4.86) (Merck Index, 1989).

2.1.1.7. GézUnGruga
Kloramfenikol 25°C’deki ¢oziniirlidii; suda 2.5mg/mL, propilen glikolde 150.8 mg/ml. dir.

Eterdeki ¢oziiniirliigii %50, asetamitteki ¢6ziintirliydi %5°tir. Metanol, etanol, butanol, etil
asetat, asetondaki ¢oziiniirliigii oldukga iyidir. Sudaki ¢ozeltileri nétraldir. Notral ve asidik
¢ozeltileri sicakta kararlidir (Szulczewski ve Eng, 1975). Negoro ve Associates (1957)
tarafindan bazi sulu ¢ozelti kangimlanndaki kloramfenikoliin ¢oziiniirliga tayin edilmigtir.
Kostenbauder ve Heguchi (1956) kloramfenikoliin N,N,N',N'-tetrametilftalamitlerin sulu
gozeltilerinde ¢6zinirliigini incelemiglerdir. Jammes ve Leach (1970) kloramfenikol’iin
sudaki ¢oziniirliBiiniin boraks ilavesi ile artifini gozlemlemiglerdir. Bu artisin borat iyonu ile
antibiyotik arasinda kompleks olusumuna bagh oldufu belirtilmigti. pH 3-9 aralifinda
kloramfenikoliin ¢oziiniirliigiinde anlamh bir degisiklik olmadif halde Higuchi ve Marcus
(1954) kuvvetli asitlerde ¢oziiniirliikte bir artigin olduunu goézlemlemiglerdir.

2.1.2. Spektral ozellikleri

2.1.2.1.UV spektrumu
Kloramfenikoliin metanoldeki UV absorpsiyon spektrumu 274 nm deki maksimumu ve 235

nm deki minimumla tanimlanmugtir. Kloramfenikoliin spektrumu suda 278 nm (E %1, 1 cm,
298), 0.1 N sodyum hidroksit de 276 nm (E %1, 1 cm, 200), 0.1 N H,SO, de 278 nm (E %1, 1
cm, 284) de bir maksimum gostermigtir. UV spektrumu kloramfenikoliin sulu ¢ozeltilerindeki
pH degisimlerinden anlamh olarak etkilenmez. Sulu borat tamponu (pH 9.0) ile olusturdugu
kompleks nedeniyle maksimum 278 nm den 284 nm ye kayar (Szulczewski ve Eng, 1975).
Kloramfenikoliin UV spektrumu $ekil 2.1°de goériilmektedir.
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SEKIL 2.1. Kloramfenikoliin metanoldeki gozeltisinin UV spektrumu.

2.1.2.2.IR spektrumu
KBr’de alnan IR spektrumunda esas pikler 1682, 1061 ve 1351 veya 1526¢m.™ olarak rapor

edilmigtir. Ilgili gruplar ve frekanslan Cizelge 2.1. de, spektrum ise $ekil 2.2. de verilmistir.

FREKANS (cm™) ILGILI GRUPLAR

3230, 3520 OH ve NH’in bagh oldugu H genlimi
3100 aromatik C-H gerilimi
1700, 1570 C=0 gerilimi amid 1bandi, amid 2 band
1530, 1360 N-O gerilimi (ArNO,)
1070 C-0 gerilimi (primer alkol)
850 C-N gerilimi (ArNO,)

CIZELGE 2.1. IR spektrumunda ilgili gruplar ve frekanslari.




DALGABOYU

] 4 5 6 7 8 9 10 N 1213141516
100 = . ; — - v > —p——ny ey lw
30
lso
G 70

E
C 60
I 150
p 140
E 1 30
N 120
If . 110
0
X 0

3500 3000 2500 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 625
DALGASAYISI

SEKIL 2.2. Kloramfenikoliin KBr’deki IR spektrumu.

2.1.2.3. NMR spektrumu
BC NMR1 bir damla CDCl; igeren DMS-ds ¢oziiciisiinde oda sicakliginda elde edilmistir. I¢

standart olarak TMS kullamlmigtir. Sonuglar Cizelge 2.2. ve Sekil 2.3.de goriilmektedir.
Kloramfenikoliin D,0 varhginda DMSO-ds ¢oziciisiinde elde edilen 'H NMR spektrumu
Sekil 2.4. de kimyasal kaymalar ise Cizelge 2.3 de verilmigtir.

KIMYASAL KAYMA () MULTIPLISITE KARBON NO
56.71 dublet 2
60.18 triplet 3
66.35 dublet 1
68.95 dublet Cs
122.76 dublet 2
127.17 dublet 3
146.31 singlet 1
151.12 singlet 4
163.33 singlet Ca

CIZELGE 2.2. '*C NMR’1nda kloramfenikole ait kimyasal kaymasi, multiplisitesi ve spektral gruplar1.
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SEKIL 2.3. Kloramfenikoliin DMSO-ds + bir damla CDCls’teki 1> C NMR’1
a: Proton decoupled; b: Off- resonance
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SEKIL 2.4, Kloramfenikoliin 'H NMR’1
a: DMSO-ds’da; b: DMSO-ds + D,O




KIiMYASAL MULTIPLIiSITE PROTON GRUBU KARBON

KAYMA (9) NO
a 343
] multiplet -CH, OH 2
b. 3.47
a. 3.97
1 multiplet CH-N 1
- b.3.98
a.4.93 triplet -CH, OH 1
b. degisti - - -
a. 5.12
1 triplet CH OH 1
b. 5.08
a. 5.98 dublet CH OH 1
b. degisti = - -
a. 6.47
] singlet -COCHCL 1
b. 6.40
a. 7.60 H
] dublet O:N. 2
b. 7.58
H

a. 8.15 H
] dublet ON 2
b. 8.13
H
a. 8.25
] dublet -NH 1
b. degisti

CIZELGE 2.3. Kloramfenikoliin 'H NMR’mndaki kimyasal kayma, multiplisite ve ptoton guplartyla karbon
numaralan. a;: DMSO-ds’da ; b: DMSO-d; + DO




2.1.2.4. Kitle spektrumu
Kloramfenikoliin EI kiitle pektrumu Sekil 2.5. de goriilmektedir. Spektrumda molekiiler iyon

piki bulunmamaktadir. Onerilen fragmantasyon semast Sekil 2.6 da, CI kiitle spektumu ise
Sekil 2.7 de verilmistir. Bu spektrumda molekiiler iyon yerine, m/e 305’te (MH" -18) baz piki
bulunmaktadir,

1000 133 - 26 416,
o [
]
-4 60 S
m.r‘ =
J 70 170 s
<] 106 18 136
- ' -
51 160
YO A
I RAARE RAAARNEALS RAARE
MIE 40 0 80 100 120 140 160 180
100.0-] - 28416,
1
|
%0.0-1 L
g L
1 291 |
197, 195 2 221 227 239245251 253 269
MIE 200 220 240 260 280 300 320

SEKIL 2.5. Kloramfenikoliin EI kiitle spektrumu.
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SEKIL2.6. Kloramfenikoliin 6nerilen fragmantasyon semas
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SEKIL 2.7. Kloramfenikoliin CI kiitle spektrurmu.

2.1.3. Sentezi

Ik kez sentezlenen antibiyotik olarak farkli streptomysis zincir yapilarindan izole edilmistir.
Basit yapida olmasi laboratuvar ve ticari anlamda kolaylikla sentezlenmesine olanak saglar.
Onemli bir sentez yontemi benzaldehidin nitroetanol ile streo izomer karigimi bir aldol {iriini
verecek sekilde baz katalizli kondensasyonunu igerir. Uriintin katalitik rediksiyonu bir amidol
verit Bunun threo izomeri optik izomerlere ayrilir. (-) izomerinin dikloro asetilkloriir ile
muameleden sonra bir baz ilavesi sonucu amid elde edilir. Daha sonra hidroksil gruplar
asetanhidrid ile korunarak tiriin nitrolanir. Koruyucu gruplarin bir baz ilavesi ile uzaklagtiriimas:

sonucu kloramfenikol elde edilir. Bu sentezin semas: Sekil 2.8. de verilmistir (Controulis et al
1949).

“9
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SEKIil.2.8, Kloramfenikoliin sentez semasi
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1947°de Streptomyces Venezualae’den izole edilmis genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Daha
sonra aplastik anemiye neden oldufu i¢in tiirevi olan tiamfenikol kullaniimaya baglanmigtir.
Kloramfenikol tek bagina kullamldif1 zaman aplastik anemi riski nedeniyle veriliginden itibaren
kan tablosu kontrol edilmeli, tedavi siiresi uzatilmamali ve tedavi tekrarlarindan sakinilmalidsr.
Kloramfenilkoliin tercih edildigi enfeksiyonlar; menenjit, beyin apsesi, tifo, tifus, anaerobik
enfeksiyonlardur.

Kloaramfenikol giiniimiizde sentez yoluyla elde edilmektedir. Ilk sentezlenen antibiyotik
ozellifint tagimaktadir. Antibiyotik etkisi p- pozisyonundaki nitro grubundan gelmektedir.
Antibiyotikler i¢inde en fazla lipofilik (yagh ortamlardan kolaylikla gegebilen) olan
antibiyotiktir.

Kloramfenikol ve tirevinin ¢éziinirliigiini artirmak i¢in esterlestirme yapilir. Bu esterler inaktif
haldedirler fakat organizmada aktif kloramfenikole déniigiirler. Duyarh bir kiiltiir ortami igin
MIK (minimal inhibitor konsantrasyonu) 1-4 pg/mL’dir. Kloramfenikol gram (+) ve gram (-)
bakteriler gibi olduk¢a degigik mekanizmalara etkilidir.

Kloramfenikol ve tiirevi ribozamal tek bir reseptore (50 S) baglanarak ve polipeptit zincirinin
uzamasini inhibe ederek, protein sentezini bloke eden bakteriyostatik bir antibiyotiktir (Di
Palma,1989; Dokmeci, 1992; Kayaalp, 1995). Kloramfenikol plazma proteinlerine %40-60
oraninda baglamr. Tim organizmaya dagiir ve plezantaya gecer. Hiicre igine girer ve
karaciger, bobrek, akciBer ve dalakta toplanir.

Kloramfenikol oral yolla alindiktan sonra barsak mukozasindan %100’e yakin oranda absorbe
edilir ve kandaki maksimum konsantrasyonuna 2 saatte ulagir. Normal durumda goéz sivisi ve
BOS (beyin -omurililik sivist) i¢ine kan konsantrasyonunun ancak yaris1 kadan 7-8 saat iginde
dagilir. Lenf dokusundaki konsantrasyonu kandakinden yiiksektir. Bu nedenle, tifodaki
etkinlii difer antibiyotiklerden yiiksektir. Oral yolla alinan kloramfenikol kapsiil seklinde,
palmitat bilesigi surup olarak verilir. 1v verili§ igin hazirlanan preparatlar siiksinat bilegigini
igerirler. Oral yolla elde edilen serum piki v gekilde verilenin piki ile es degerdir.
Kloramfenikoliin aktif yeklinden 1 gram alindiktan sonra serum piki ~10-13 pg/mL degerine
ulagir. Bu nedenle, oral yolla yetiskinlerde giinde 4 kez 3 g olarak verilir. im yolla veriligte
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kandaki konsantrasyonu daha diigiikk olmasina rafmen etkisi daha uzun devam eder (Dokmeci,
1992, Kayaalp 1995).

Palmitat bilegifi pankreas enzimleri tarafindan, siiksinat bilegifi de karacifer, bobrek ve
akcigerde esterazlar tarafindan yeterince hidroliz edilemez. Bu nedenle serum pikleri, aym
dozda oral yolla uygulanan kloramfenikolden digiiktiir.

Kloramfenikol karacigerde glukoronik asidle konjugasyon yaparak %30’u inaktive edilir ve
bobreklerden % 5-10° u aktif olarak elimine olur. Kloramfenikoliin idrardaki konsantrasyonu
plazmadakinden 20 kez daha fazla oldugundan iriner enfeksiyonlarda da oldukga etkilidir.
Kloramfenikol siiksinat %20-30 oraninda inaktif olarak bobreklerden atihir ve plazma yar 6mrii
yetigkinlerde 4 saat, yeni doSanlarda 24 saat ve 2-4 haftalik bebeklerde 12 saattir.

Kloramfenikol ve tiirevinin toksik etkileri sonucu ortaya g¢ikan bozukluklar sunlardir:
Hematolojik bozukluklar, gri sendromu ve nérolojik bozukluklar.

Hematolojik bozukluklar, iki gekilde ayirt etmek miimkiindiir. Birincisi mitokondrilerdeki
protein sentezinin inhibasyonu ile ortaya ¢ikar. Yiiksek dozlarda, uzun siiren tedavilerde ve
serum konsantrasyonu 25 pg/mL nin iizerine ¢ikildiginda bu etkide artig olur. Ikinci etki olan
aplastik aneminin ise, benzen halkas iizerindeki nitro grubundan kaynaklandifi ve sadece bazi
bireylerde goriildigi bildirilmigtir. Bir kloramfenikol metaboliti olan nitrozo kloramfenikoliin
boliinmesi devresinde lenfoid hiicresinin 6ldiigii goriilmiigtiir. Dozaja bagh olmayan uzun siireli
tedavilerde etkisinde artiy olmugtur.

Gri sendromu, pramatiire ve yeni doganlarda gorilmektedir. Bobrekten konjuge olmamig
sekillerin atihgmin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikar. Bu durumdaki bebeklerin %40°1 6imektedir.

Norolojik bozukluklar, gérmede meydana gelen bozukluklar olarak kendini gosterir.
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2.1.5. Kararhlifs ve bozunma mekanizmas: (Szulczewski ve Erg, 1975)

Ambalajsiz ilag olarak veya kati dozaj yapilarindaki kloramfenikol oldukca kararli bir
antibiyotiktir. Fakat saklama kosullarina uyulmadifi zaman ozellikle igtktan ve nemden
korunmadifinda bozunma meydana gelebilir. Sulu ¢ozeltilerdeki kloramfenikoliin kararhhif
hidrolitik proseslerin gergeklesmesi ile hizla kontrol altinda tutulur. Higuchi et al., (1953,1954)
iki esas bozunma gekli oldugunu bulmuslar ve bunlarin (a) 1-(p-nitrofenil)-2-amino-1,3-
propandiol olusumu ile amid hidrolizi (b) dikloroasetamidteki kloriiriin hidrolizi oldugunu
rapor etmislerdir.

(a) 1-(p-nitrofenil)-2-amino-1,3- propandiol olugumu ile amid hidrolizi: pH 7’nin iizerindeki
cozeltilerdeki anlamh bozulmadir ve amid baglarinda hidrolitik kopma meydana gelir. Amid
hidrolizini pH; pH 2-6 arasindaki bolgenin tizerindeki degerlerde ve ortamin iyonik kuvvetine
bagh olarak etkiler.

OH OH

O,N ‘@LZH-CH-CHZOH H0 ON —@—L’H-CH-CHZOH + CHCLCOH
_C-CHCI, LH:
]
0

(b) dikloroasetamid’teki kloriiriin hidrolizi: Kovalent bagh kloririin hidrolizi pH 6 altindaki
degerlerde anlamsizdir fakat pH artik¢a anlam kazanir. Bu artis hidroksil iyonunu katalizlemesi
ile olugur.

OH OH CH, OH
ON ‘@I CH-CH-CH,OH ~— ON _©JCHC< o oH
| n /
HN -C- CHCl, HN-C- CH

Il \

0 OH
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Brunzel (1957), kloramfenikoliin % 0.5’lik oftalmik ¢6zeltisinin pH 7.4 borat tamponundaki

ve tamponsuz sulu ¢ozeltilerinin kararlilif tizerine ¢aliymigtir. Sonu¢ olarak maddenin bu
tamponda olduk¢a kararh oldufunu bulmugtur. Heward et al., (1970), borat tamponlu
kloramfenikoliin goz damlalan ile ¢aligmuglar ve asagidaki sonuglar elde etmiglerdir (Cizelge
2.4).

SICAKLIK (°C) HIZ SABITI (k. sa™) HESAPLANMIS t o 1
115 0.2188 29 dakika
110 0.7413x10™ 85 dakika
30 0.1153x107 38giin
20 0.3589x10° day
4 0.4592x10™ 3lay

CIZELGE 2.4. Heward et al., (1970) kloramfenikol ile yapmus oldugu ¢alismanin sonuglar:.

2.1.6.Tayin yontemleri

2.1.6.1. Taninma testleri

Kloramfenikol g¢egitli belirteglerle renkli tiirevler olugturmaktadir. Renk analizleri USP XVI ve
BP 1968°de rapor edilmigtir. Buna gére bir miktar kloramfenikol kalsiyum kloriiriin alkoldeki
(3:1) ¢ozeltisinde ¢oziiliir (1:10). Bir miktar ¢ginko tozu ilave edilir ve 10 dakika kadar su
banyosunda 1sitihr. Ustteki berrak sivi bir test tiibiine dekante edilir ve susuz sodyum asetat ile
bir kag damla benzoil kloriir ilave edilerek galkalanir. Bir miktar demir (IIT) klorir ilavesinden
sonra kirmizi mor arasi renk olusur. Deutsche Apotheker 6’da sodyum hidroksit ile antibiyotik
wsttilirsa sar bir rengin olugtugu rapor edilmigtir.
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Spot testi uygulandifinda shiff baz asidik ortamda renkli bir tuz olugturur. Bunun igin nitro
grubu amine indirgenerek dimetilaminobenzaldehit ile reaksiyona sokulur. Boylece elde edilen
shiff baz1 asidik ortamda renkli bir tuz olugturur.

Mikro miktarlar i¢in amonyum molibdat testinde mavi renk olugur.

Fujiwara testinde piridin yiizeyinde kirmiz bir renk olustugu rapor edilmistir. Fujiwara testi igin
toz seklinde veya ¢ozelti halindeki kloramfenikol 6rnegi piridin ve %20’lik sodyum hidroksit
¢ozeltisi (1:2) kangimina ilave edilir. Kangim su banyosunda 3-5 dakika kangtinlarak isitihr.
Piridin yiizeyinde kirmizi rengin olugtugu gorilir (Abdullah, 1986).

Dogu ilag fabrikasimin gondermis olduBu raporda porselen bir krozeye bir miktar kloramfenikol
ve susuz sodyum karbonat konur. 10 dakika isittlir ve sofumaya birakilir. Kalinti 2M nitrik
asitle ekstrakte edilir, siizilliir ve 1mL lik siiziintiiye ¢ok az su ilave edilerek kloriir tayini
yapilir.

2.1.6.2. Kantitatif analizler

Titrimetrik yontemler

Kloramfenikoliin analizi igin gesitli titrimetrik yontemler geligtirilmigtir. Bunlar molekiiliin p-
nitro benzen kismindaki nitro grubu ile veya dikloroasetamido grubundaki kloriir ile ilgilidir.

Awe (1959) ve Hadicke et al, (1956) kovalent bagh kloriirii iyonik kloriire gevirerek
arjantometrik titrasyonla kloramfenikolii tayin etmiglerdir.

Subert (1985); Cekoslavak Farmakopesinde gegen ve sodyum hidroksit ile 30 dakika geri
sogutucu altinda kaynatilip asitlendirildikten sonra uygulanan arjantometrik kloramfenikol
tayinini daha fazla miktarda siilfat asidi kullanarak gerc¢eklestirmig, boylece hata smirini
%1’den % 0.5’e indirmigtir.
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Koka (1984, 1985, 1988, 1989, 1991) baz kangimlardaki kloramfenikoliin iyodometrik
titrasyonunu tammlamigtir. Oregi sodyum hidroksitle 1sitmig, sogutmug ve karanlikta iyodiirle
muamele etmistir, sodyum tiyostilfat kullamlarak agi3a gikan iyot tayin edilmistir. Daha sonra
ilag yapilarindaki kloramfenikoliin tayini igin hizli bir iyodometrik yontem gelistirmis ve buna
gore %10 sodyum hidroksit ve iyodiir standart ¢ézeltisine kloramfenikol ilave ederek birlikte 3-
4 dakika kaynatmig ve sodyum tiyosiilfat ile titre etmigtir. Koka kloramfenikol ile beraber bazi
ila¢ kangimlarina seriometrik tayini de uygulamigtir.

Kloramfenikoliin nitro grubu {zerinden titrimetrik yéntemle analizi Awe ve Stohlman (1959)
tarafindan arilamine indirgeyerek yapilmigtir. Nitro grubunun indirgenmesinde titanyum
kloriiriin agmsi kullamlmis ve reaktif fazlasi demir amonyum sulfat ile geri titrasyonla tayin
edilmigtir. Aynica arilamine indirgeme ¢inko-hidroklorik asit ile gergeklegtirilmi ve daha sonra
arilamin agin brom ilave edilerek ve brom agins: iyodometrik olarak geri titre edilerek tayin
edilmigtir.

El-Sebai et al., (1971) kloramfenikoliin nitro grubunun ¢inko-hidroklorik asit ile amin grubuna
indirgenmesi sonucu olugan aminlerin tayini i¢in gesitli diazo bilesikleri sentezlemis ve bunlan,
sodyum nitrit- amin titrasyonlarinda indikatér olarak denemigtir.

Talegaonkar et al., (1982) kloramfenikoliin dimetil formamitte alkalimetrik olarak tayinini
tanimlamigtir. Dimetil formamitteki kloramfenikol ¢ozeltisi benzen-metanol (4:1) godzeltindeki
sodyum metoksitle titre edilmiy, %1’lik 2-nitroanilinin benzendeki ¢ozeltisi indikatdr olarak
kullanilmigtir. Renk saridan yesile déner.

Koval’chuk et al.,, (1985) kloramfenikolii bakirsiilfat ile kompleksometrik titrasyonla alkali
ortamda mureksin indikatdrii kullanarak titre etmigtir. Benzer bir yontem Proshunina et al.,
(1991) tarafindan uygulanmig ve nitrofuran tiirevi igeren farmasétik yapilarda kloramfenikol
tayin edildifinde % 0.8-3.0 bagl hata ile yontemin dogrulufu ve tekrarlanabilirligi
ispatlanmigtir. Proshunina et al., (1989) bir diger ¢aligmasinda alkali ortamda drnege bakarsiilfat
gOzeltisi, asetik asit ve potasyum iyodiir ilave etmisler, agifa ¢ikan iyod sodyum tiyosiilfat ile
titre edilmigtir.
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Polarografik yontemler

Nitrofenil grubuna bagh yontemler 6nceden bir ayirma yontemi uygulanmadifinda segici
degildir. Bu nedenle kloramfenikoliin analizinde en uygun enstriimantal yaklagimlar polarografi
yontemi ile saglamr. Diger yontemlere gore girisim yapabilecek bilegenlere karst daha az
duyarhdir.

Kloramfenikoliin polarografik davranisi hakkindaki aynintii ¢ahgmalar Fossdal ve Jacobsen
(1971) tarafindan rapor edilmigtir. Analitiksel uygunluktaki difiizyon kontrollii polarografik
dalga, civa damla elektrotta gergeklegen 4 elektronlu indirgeme reaksiyonu ile elde edilir.
Kloramfenikoliin tayin arahifi 0.3-60 pg/mL arasindadir.

Ali (1977) tarafindan kloramfenikol ve hidroliz iiriinii olan 2 amino-1-(p-nitrofenil)-1,3-
propandiol polarografik olarak TLC’de ayirma yapildiktan sonra incelenmigtir. TLC yerine
HPLC ayirma yonteminin kullanilmasi ile bu iki bilegenin e zamanh olarak tayin edilmesine
olanak saglamigtir.

Polak et al., (1982) viicut sivilarindaki kloramfenikolii diferansiyel puls polarografisi ile tayin
etmigtir. Asetonitril veya metanolle proteinleri ¢éktiirdiikkten sonra pH 4.5 Britton- Robinson
tamponunda, civa damla elektrodta -0.4V’ta kloramfenikol indirgenerek tayin edilmistir,

Kazandzhieva et al., (1986) kloramfenikol ve diger ilag etken maddelerini polarografi ile es
zamanh olarak pH 4.6 Britton- Robinson veya %10 DMF ve %0.01 jelatin igeren asetat
tamponunda ¢ozerek tayin etmislerdir.

Krzek ve Kava (1986) farmasotik yapilardaki kloramfenikolle beraber bazi ilag maddelerini
mikrobiyolojik ve fizikokimyasal olarak tayin ettiginde fizikokimyasal yontemlerm
dogrulufunun yiiksek olmasmna ragmen mikrobiyolojik yontemlerin daha diigik standart
sapmaya sahip olduklarm saptamugtir. Bu aragtirmada kloramfenikole polarografik yontem

uygulanmigtir.
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Tang et al., (1990) yapmis oldugu calijmada kloramfenikole ossilografi tiireviendirme
polarografisini uygulamigtr. pH 5.0’da ¢ok iyi bir ossilografi tirevilendirme dalgas:
vardir Kloramfenikoliin 4.0x10?-1.0x10”° mol.dm™ konsantrasyon aralifindaki miktarlarla pik
akimu arasinda doZrusal bir iligki vardir.

Liao et al.,, (1992) kloramfenikolii 0 ve -1.5V’ta Ag/AgCl referans elektrodu ile diferansiyel
puls polarografisinde galigmigtir. 4.8x107 - 6.2x10"M konsantrasyon arahiindaki miktarlarla
pik akimi arasinda dogrusal bir iligki vardir. Bu araghrmanin sonucu olarak derigik alkali
¢ozeltilerdeki kloramfenikoliin bozunma iiriinleri diferansiyel puls polarografisi yontemi ile
spektrofotometrik yéntemlerden daha kesin olarak tayin edilebilir.

Zhou et al., (1994) sodyum hidroksit ¢ozeltisindeki kloramfenikoliin bir adsorptif indirgenme
pikini olusturmustur. Bu alismadaki dalga pik potansiyeli -0.53 V’tur ve 5.0x10” - 2.5x10™
pg/mL konsantrasyon aralifindaki miktarlarla pik akimi arasinda dogrusal bir iligki vardir.

Spektroskopik yontemler

IR spektroskopisinden ilag stabilitesinin tayininde yararlanihr. Namigohar et al., (1978) ilag
maddesini kapsiillerden, kremlerden ve g6z damlalarindan etanol veya etilasetat - kloroform ile
kloramfenikol palmitatt da kloroform ile ekstrakte ederek IR spektroskopiksi ile once
potasyumbromiir daha sonra kloroform ¢éziiciisii kullanarak tayin etmistir.

Nilufri’nin (1982) yapmis oldugu ¢aligmada kloramfenikol 80°C’de 24 saat kararh haldeyken
100°C 2 saatte bozunmustur.

Spekrotoskopik yontemler de polarografik yontemler gibi p-nitrofenil grubu ile ilgilidir.
Schwarm ve Higuchi (1954) UV ol¢iimlerinin spesifik olmadifim ¢linkii bozunma tirtinlerinin
de aym bélgede absorpsiyon yapabileceklerini belirtmiglerdir.
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Plourde ve Braun’un (1971) birlikte yapmug oldugu ¢aligmada bir miktar kloramfenikol 100
ml’ye dikloroetan ile seyreltilir. Bu seyreltik ¢ozeltiye dikloro etan ve piperidin-8-
hidroksikinolin vanadat reaktifi ilave edilerek oda sicaklifinda bekletilir. Belirtecin aginsit M
sodyum hidroksit ile ekstre edildikten sonra organik faz sodyum tiyosiilfat izerinden asetik asit
icersindeki % 5°lik dikloro asetik asid ¢ozeltisine siiziilir. Olugan mavi renkli ¢ozeltinin
absorbanst 2.5 saat iginde 625 nm de 6lgiikiir.

Cieszynski et al.,(1976) alkali ortamda kloramfenikoliin indirgenme iiriinlinii guayakol ile
reaksiyona sokarak mavi bir kompleks olugturmugtur. 5 saat kararhhini koruyabilen bu
kompleksin absorbansi 610 nm de dl¢iillmigtiir.

Ivakhnenko et al., (1976)’iin galigmasima gore kloramfenikoliin indirgeme tiriiniiniin ¢ok kigiik
bir miktarina hidroklorik asit ve sodyum nitrit ilave edilir. Bir kag dakika sonra % 0.3’lik
diaminakridin (etakridin laktad veya proflavin) reaktifi ilave edilir. Bir siire sonra ¢ézelti bir
miktar seyreltilir ve olugan diazo bilesiginin absorbansi birinci reaktif igin 508 nm de veya
ikinci reaktif icin 584 nm de suya kars1 6lgiiliir.

Przyborowski (1976) hidroksilamonyum kloriir igeren ortamda sodyum hidroksitle
kloramfenikoliin hidrolizini gergeklestirmis ve olugsan 2,2-dikloroasetohidroksamik asidin
demir(IIT) ile reaksiyona sokulmasi ile elde edilen renkli bilesik 505 nm de spektrofotometrik
olarak tayin edilmigtir.

Krezek ve Lechniak (1977) kloramfenikoliin metanoldeki ¢ozeltisine bakir (I) ilave etmigler ve
¢oken bakirhidroksidin ayrilmasindan sonra siiziintiiniin absorbansim 550 nm de dl¢miislerdir.
Bakira karg1 gelen kompleksin molaritesinin kloramfenikoliinkine oram 1/2’dir.

Divakar et al., (1984) kloramfenikoliin kolorimetrik olarak tayininde brusin ve sodyum meta
periyodati kullanmigtir. Buna gore bir miktar test ¢ozeltisi sogutucu altinda hidroklorik asit ile
45 dakika kaynatiir. Hidroklorik asit fazlast ugurulduktan sonra ilik suyla kalinti ¢oziliir. Bir
test tilpiine alman bu ¢ozeltiye brusin, sodyum periyodat ve siilfat asidi ¢ozeltileri ilave
edildikten sonra suyla seyreltilir. Test tiibii daha sonra su banyosuna yerlestirilir ve 15 dakika
boyunca galkalanarak sitihr. Sogutulduktan sonra 500 nm deki absorbans 6lgliir.
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Sastry et al., (1982) kategol ve iyodu aromatik aminlerin spektrometrik tayininde kullanmigtir.
Yontemde bir miktar potasyum asit ftalat tampon gozeltisi (pH 3.1), ¢ok az miktarda % 0.1’lik
sulu kategol, iyod ¢ozeltisi ve amin ¢ozeltisi kangtirilir. Suyla seyreltilir. 5-30 dakika sonra 500
nm den 520 nm ye kadar spektrofotometrik olarak olgiim alinmustir. Sastry et al., (1986) iki
spekirometrik yontemi antibiyotikler i¢in tammlamigtir, Kloramfenikole ikinci yontem
uygulanmugtir. Sodyum metaperiyodat ile oksidasyonun gergeklestigi bu yontemde sodyum
molibdatla agint periyodat maskelenir, olugan iyodat igin pH 3.0’te metanol ve siilfanilamid
kullanilarak tayin edilmigtir. Olugan p-N-metil benzokinonmonoimin siilfanilamid yiik transfer

kompleksinin absorbansi 520 nm de olgiiliir.

Buryak (1981) ise ¢ok igerikli ilaglar icin geligtirdifi yontemi linolin igeren kloramfenikol
merhemlerine uygulamigtir. Buna gore %95°’lik etanol ile kaynatma yapilarak soziliir ve
gerekli seyreltme etanolle yapildiktan sonra 226 ve 330 nm arasindaki farkh dalga boylarinda
absorbansi olgiilmiigtiir.

Ryabkava et al., (1984) farmasotik preparatlarda borik asit, gliserin, sodyum kloriir, ¢inko
siilfat, streptosit, glukoz veya resorsinol igeren kloramfenikolii 278 veya 315 nm de UV
spektrofotometrik olarak tayin etmigtir.

Ibrahim ve Al-Badr (1979) farmasotik yapilardaki kloramfenikolii proton magnetik rezonans
spektroskopisi ile tayin etmiglerdir. I¢ standart olarak maleik asidin kullamildig: dimetil
siilfoksitte ilact ¢ozmisler ve¢ NMR spektrumunu almiglardir. Kloramfenikoliin aromatik
protonu 7.6 ve 7.5 ppm, maleik asidin vinilik protonu ise 6.25 ppm de gozlenmigtir. Buradan
da kloramfenikoliin miktani hesaplanmigtir. Yazarin bir bagka ¢aligmasinda da ilacin alkali
hidrolizinden sonra 4-nitrozoantripirin ilave edilir ve %80’lik etanol ¢ozeltisindeki kansimin
absorbans1 512 nm de olgiiliir. Ilacin hidroliz @iriinii p-nitrofenol olarak tanimlanmigtir (Ibrahim
et., 1987).

Flsayed et al., (1989) yapmis oldugu 'H NMR spektroskopik gahgmada 10.0-35.0 mg
kloramfeniko! konsantrasyon arahifinda I, /I«a konsantrasyon arasinda dogrusal iligki ve
miktar tayinini ger¢eklestirmiglerdir.
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Abdel Hamid et al., (1987) ortogonal poliamiyalleri (P;) kullanarak kloramfenikoliin alkali
bozunma tirtinleri varhginda spektrofotometrik tayinini yapmigtir. Bozunma iiriinleri ile 6n ilag
kangtmu hazirlanmig ve 248-314 nm de absorbanslant Olgilmigtiir. P, katsayis1 ve
tekrarlanabilirligin bozunma iiriinlerine bagh oldugu bulunmustur.

Hassan et al., (1988)in yapmus oldugu g¢ahgmada ginko-hidroklorik asit ile indirgeme
gergeklegmig, diazolama ve alkali ortamda etilasetoasetatla olusan kenetlenme iiriinii tizerinden
spektrofotometrik tayin yapilmigtir.

Ruan et al, (1988) oftalmik ¢ozeltilerdeki kloramfenikolii 0.1N hidroklorik asit ile
seyreltmigler ve 200-300 nm araliginda 278 nm deki AA’y1 diferansiyel spektrofotometrisi ile

tayin etmiglerdir.

He ve Sun (1990) koruyucu olarak kullanilan nipagin A igeren oftalmik ¢ozeltilerdeki
kloramfenikoliin 248, 278, 279 ve 280 nm deki absorbansimi 6lgmis ve spektrofotometrik

tayin gergeklestirmiglerdir.

Montero et al., (1990) saf tozlarda, kapsiillerde, tabletlerde, oral siispansiyonlar ve goz
kremlerindeki kloramfenikol tayini igin kadmiyum ve ¢inko kolonu ile nitro grubunun amine
indirgenmesine dayanan indirekt AAS yontemini gelistirmiglerdir. Kloramfenikol %1.5 bagil
standart sapma ile 2-30 pg/mL arah@inda tayin edilmigtir.

Valcarcel et al, (1990), kloramfenikol tayini i¢in AAS’ye baglanarak caligan FIA
monifoldundaki pptn, sivi-sivi, kati-sivi ekstraksiyonu gibi siirekli ayirma tekniklerini
kullanmiglardur.

Wang et al., (1990), az miktardaki kloramfenikol ve salisilik asidi susuz etil alkol ile seyreltip es
zamanh olarak 277 nm ve 230 nm de spektrofotometrik yontemle tayin etmigtir. Dogrusal
kalibrasyon sirasiyla 5-25 pg/L ve 5-40 pg/L ’dir. Geri kazamim ise sirasiyla % 100.72 ve %
103.64’tiir.

Vishnesvskii et al., (1992) disiikk konsantrasyonlardaki (%0.004-0.005) kloramfenikoliin
nitroso-f-naftolle reaksiyonuna ve 540 nm deki absorbansin Olgilmesine dayanan

spektrofometrik yontemi geligtirmigtir.
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Eldawy et al., (1992) kloramfenikolin tayini i¢in basit bir spektrofluorometrik yéntem
gelistirmistir. Bu yonteme gore asidik ortamda kloramfenikoliin nitro grubu ¢inko ile indirgenir
ve salisil aldehid ile reaksiyona sokulur. Ekzitasyon ve emisyon dalgaboyu maksimumlan
sirastyla 386 nm ve 495 nm de olan reaksiyon iriinii olugur. Uriin miktarimin 5.0x10° - 5x107
mg/mL konsantrasyon arah@inda floresans ile dogrusal oldugu goriilmiistiir.

Zhang et al, (1991), goz damlalanindaki kloramfenikolii ¢ift dalga boylu spektrofotometri ile
tayin etmigtir. Bu ¢aligmada g6z damlalan suyla seyreltilmis ve ilaglar Azg=220 nm ve Ag=273
nm de tayin edildiginde ortalama geri kazamim % 99.9 ve degisim katsayis1 ise % 0.64 olarak
bulunmugtur.

Hu et al., (1992) aym yontemle daha sonra ¢ahgmig ve 1.0 M hidroklorik asit ile seyreltilmis
g6z damlalan Ax=290 nm ve As=254.7 nm de spektrofotometri ile tayin etmistir. Ortalama
geri kazamim % 100.46’dir ve degigim katsayisi ise % 0.85 olarak bulunmustur.

Hu (1995) yapmis oldugu caliymada bilegenleri izole etmeden dogrudan ¢ok az miktarlan
subtraktif ¢ift dalga boylu spektrofotometri ile tayin etmigtir. Bu yontemin basit, hizh ve dogru
olmasi bir avantaj saglar. Kloramfenikoliin bu yéntemdeki geri kazanim % 100.7’dir.

Jing (1995) goz damlalanndaki kloramfenikolii hidrokortizon yaninda hi¢ bir 6zel ayirma
gerektirmeden Kalman filireli spektrofotometri ile tayin etmigtir. Kloramfenikoliin bu
yontemdeki geri kazanim ise % 100.8dir.

Go6z damlalan igin bir bagka yéntemi Ma (1996) uygulamigtir. Metronidazol ve kloramfenikol
bir arada egitlikler spektrofotometride 278 nm ve 320 nm deki dalga boylarnda tayin
edilmigtir. Bu ¢aliymada kloramfenikoliin geri kazanimmi % 100.4tiir.

Xiao et al., (1996) ii¢ dalga boylu spektrofotometriyi kullanarak kloramfenikoliin oftalmik
¢ozeltilerindeki etil parabenin neden oldugu girigimleri engelleyen ve dogrudan igeriklere
uygulanan bir yontemi geligtirmistir. 5-25 pg/mL konsantrasyon arahifinda standart egriden
elde edilen sonuglarin Beer yasasina uyumlu oldugu saptanmigtir. Geri kazanim % 100.5°tir.



Kromatografik yontemler

Smith ve Warrel (1950) tarafindan kloramfenikoliin kagit kromatografik davramglan
aragtirilmig ve bunun i¢in Watman Nol kagidi ve mobil faz olarak %2.5’luk asetik asit igeren n-
butanol ile doyurulmug su kullamlmugtir. Cesitli reaktiflerle farkh bilesikler kromatografi ile

tayin edilebilmistir.

Higuchi (1954) tarafindan kloramfenikol bozunma iiriinlerinin varhinda partisyon kolonu
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kullamlarak tayin edilmigtir. Kolon salisilik asit-su ile i¢ faz olarak hazirlanmugtir.

Libosvar (1962) kloramfenikoliin klasik sentezinin izlenmesinde kullanmak amaciyla TLC
sistemi geligtirmigtir. Bu yontemde aliminyumoksit plakalar benzen-etanol (2.5-% 20 etanol)

¢oziiciileri ile birlikte kullanilmgtir.

Lin ve Wang (1966) kloramfenikol ve esterlerini ayirmay: iki ¢6ziicii sistemli poliamid ince

tabaka plakalan kullanarak bagarmustir. Ry degerleri agagidaki gibidir (Cizelge 2.5):

¢oziici A ¢oziicii B
kloramfenikol 0.35 0.80
kloramfenikol palmitat 0.95 0.90
kloramfenikol siiksinat 0.25 0.72

CIZELGE 2.5. Lin ve Wang’in (1966) yapmus olduklan ¢alismanin sonuglan

Coziicii A:  n-Butanol-kloroform -asetik asit (10:90:0.5)

Cozicii B: n-Butanol-su-asetik asit (82:18:0.5)

Schlederer (1966) ve Lacherme (1964) silika jel plakalar kullanarak gesith g¢ozicilerle
kloramfenikol ve bozunma iiriinlerinin tayini ve aynilmasi igin ¢aligmuglardir. Lacherme’nin

yapmis oldugu calismadan elde ettigi R degerleri agafida verilmigtir (Cizelge 2.6.):
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1. ¢bziicii 2. ¢oziici
p-nitrobenzaldehit 0.98 0.91
p-nitrobenzoik asit 0.10-0.15 0.80-0.81
kloramfenikol 0.72 0.89-0.91
1-(p-nitrofenil)-2-amino- 1,3-
propandiol 0.08-0.10 - 0.35

CIZELGE 2.6. Lacherme’nin (1964) yapmus oldugu galismanin sonuglari.

1. ¢bzicii: etil asetat (suyla doymus)
2. ¢bziicii: n-Butanol (%2.5’luk asetik asitle doymus)

Shcwarm et al, (1966) silika jel HF,s, ince tabaka plakalan kullanarak kloramfenikolii
bozunma iiriinlerinden ayirmayr bagarmugtir. Ayirma iglemi gergeklestikien sonra antibiyotik
desorbe edilerek ve fotometrik olarak tayin edilmigtir. Coziicii olarak kloroform-izopropanol
(4:1) kullanilomgtir. Kassem’ler (1966) benzer bir yontemde kloroform . metanol (85:15) mobil
faz olarak kullanmugtir.

Soczewinski ve Matiska (1987), farkh ¢oziciller kullanarak RP-TLC sistemlerinde
antibiyotiklerden elde ettigi degerler yardimiyla TLC yontemini kloramfenikole uygulamigtir.

Yang et al.,, (1986) basit bir yontemle kloramfenikol ve bozunma iriinlerinin GC ile analiz
kogullarim1 optimize etmiglerdir. Paslanmaz celik kolon 80-100 mesh, kolon sicaklif
245°C akiy izs 56 ml/dak.’dir. Yang (1988) kloramfenikol ve bozunma iiriinii olan 1-
(4nitrofenil)2-amino-1,3-propandiolii metanol-etilasetat (3:2) kangiminda ¢6zmiiy ve
bis(trimetilsilanil) asetamit ile tiireviendirdikten sonra GC ile tayin etmigtir. Dogrusallik aralif
sirastyla 0.52-11.27 pg ve 0.15-6.31 pg’dir. Geri kazanim %99.14 ve %102.55’tir.

Kofmacher et al., (1990) kloramfenikol ve tig ilgili bilegifinin termo spray (TS) LC ve MS
analizlerini yapmugtir. Ug ilgili bilesik dehidrokloramfenikol, aminodehidrokloramfenikol ve
nitrofenilaminopropandioldiir. Kloramfenikolle bu bilegiklerinin baselinelarmm aynimasina
gahgilmugtir.
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Eigendorf (1988) 88 ilacin toksikolojisini belirlemek amaci ile RP Separon SGxC18 kolonu
kullanmg, metilsiyaniir-fosfat tamponu (pH 2.5)(156: 340) veya metanol-amonyumkloriir (6:4)
mobil fazlaryla potansiyel toksisiteler HPLC ile tayin edilmigtir.

USP XXTI’ de HPLC yontemi ile gegitli preparatlardaki kloramfenikoliin tayini agiklanmgtir.
Kromatografik saflifa kloroform : metanol : glasial asetik asit (79: 14: 7) ¢oziicii sistemi ile
TLC’de bakilmigtir. Bunun i¢in degisik konsantrasyonlarda kloramfenikoliin etanoldeki
¢Ozeltilen hazirlanmis ve kromatografik silika jel kangim ile kaph TLC plakalarina
uygulanmigtir. HPLC yontemi igin, 4.6 mm x 10 cm lik kolon ve 280 nm de dedektor
kullanitmmgtir. Yaklagik 1mL/dak akis hizinda analitik pikten kolon etkinligi; 1800 teorik plaka,
kuyruklanma faktoriiniin 2.0 ve tekrarlanabilen enjeksiyonlar i¢in standart sapmanmn % 1.0

oldugu saptanmugtir.

Borst et al, (1991) RP-HPLC denemesini kloramfenikoliin oftalmik ¢6zeltileri igin
tammlamgtir: Metanol- su (40:60) igersindeki pH 7.0 tamponu ile olugturulmug mobil faz ile
RP oktilsilan kolonu kullamlarak 280 nm de kloramfenikol ve 2-amino-(4-nitrofenil)-1,3-
propandiol aynimstir. Detektor cevabi kloramfenikol ig¢in 0.08-0.13 mg/mL araliginda
dogrusallik gostermistir. Kloramfenikoliin geri kazanim % 99.30’dur.

Sadana ve Ghogare (1991) RP-HPLC yontemini kloramfenikol ve benzokainin ey zamanh
olarak tayini i¢in geligtirmiglerdir. Bu yontemde katki maddeleri ve safsizliklar hig¢ bir girigim
yapmamuglardir. Kloramfenikoliin geri kazanimi % 99.96 olarak belirlenmistir. Bu yéntemde
analitik kolondan o6nce p Bondapak C18 6n kolonu ile Guard-pak ¢n kolon modeli
kontaminasyonlan 6nlemek igin dnerilmektedir.

Liao et al., (1992) farmasotik yapilardaki kloramfenikolii metanolde ¢ézerek mobil faz olarak
metanol-su-asetikasit (60:40:0.04) ve 278 nm de dedektér kullanilan bir RP-HPLC yéntemini
tanimlamiglardir. Yontem 0.06-0.14 mg/mL araliinda doBrusallik gostermis ve ortalama geri
kazamm % 100.12’dir.
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Brewster et al., (1993) bir yiizey genlim artinci karbondioksit gaz ekstraktorii ile akig
halindeki enjeksiyonlu analiz veya HPLC gibi stvi-faz sistemleri ile beraber galigan analizler
arasmdaki basit iligkiyi tammmlamigtir. Bu yontemde karbondioksit gaz ile analitin ayriimas: igin
onceki galigmalarda kullanilan aymict adsorban yataf: ya da HPLC kolonu yerine memran fazh
ayincilar kullanilmigtir. Boylece, ¢oziinenlerin analiz sistemlerine kantitatif gegist saglanirken
girigimler 6nlenmistir.

Khalil et al., (1993) kloramfenikol ve hidrolitik iriinii 2-amino-1-(4-nitrofenil)-propan-1,3 diol
tayini igin bir HPLC prosediirini tammlamustir. Yontem oda sicakhifmnda saklanan
kloramfenikoliin oftalmik ¢ozeltisine baganh bir gekilde uygulanmig ve farmakope yontemine
gore daha duyarh ve hizli oldugu saptanmgtir.

Liang et al., (1995) C18 kolonunun ve mobil faz olarak su-metanol-asetik anhidrit (600:400:1)
kangmmnin kullamldigs HPLC ile siilfadiazin ve kloramfenikoliin ayn ayn analizleri igin analitik
bir yontem tammlamigtir. Ortalama geri kazanim kloramfenikol igin % 99.4’tiir. Dogrusallik
arah@ 54 - 2 81pug/ml olarak belirlenmigtir.

Bloemhof et al., (1995) serum dmeklerindeki kloramfenikolii RP-HPLC yontemi ile pH 6.8 de
0.1M potasyumhidrojenfosfat/ izopropil alkol/ THF (84:10:6) ¢dziicii sistemi ve 1.5 mlL/dak
akis hiziyla 0.5-20.0 mg/L konsantrasyon aralifinda tayin etmistir. Kolon olarak Pinkerton
ISRP 6FF H kullaniimis, verim % 94.4 olarak bulunmustur.

2.2. Kadmiyum Uzerinden indirekt Atomik Absorpsiyon Spektrometrik Tayinler

Elementel kadmiyumun kadmiyum (II) iyonuna yiikseltgenmesi ve olugan iyonun 228.8 nm
deki atomik absorbansinin Ol¢iilmesine dayanan yontem geysitli nitratlann ve organik nitro ve
nitrozo bilesiklerinin AAS ile indirekt tayinine esas olugturmustur.

Nitratlanin bazik ortamda kadmiyum kolondan gegirilmesi ile olusan kadmiyum (II) iyonunun
AAS ile tayininde, kadmiyumhidroksid ¢ékmesi nedeniyle yetersiz sonuglar elde edilmis, ancak

seyreltik hidroklorik asitli ortamda

2NO3+4Cd+10H _____, N,O+4Cd*+5H,0



29

esitligi uyarinca agifa ¢ikan kadmiyum (II) iyonu AAS ile saptanarak nitrat iyonu tayinleri
gerceklestirilmistir (Hassan, 1981). Bu galiymada olugan iyon iizerinden potansiyometrik,
gorsel titrasyon ve polarografik olarak da nitrat tayini yapilmigtir.

Hassan ve Edesouki (1979), aromatik nitro grubu tagiyan kloramfenikoliin aym yoéntemle
tayinini gergeklegtirmiglerdir. Bu ¢aliymada;

OzN‘@'lCH-FH-CHz-OH + 3Cd + 6HC N

OH NHCOCHCI,

H, N‘@'(I:H - ICH -CH,-0OH + 3 CdClL, + 2H,0

OH NHCOCHCI,

esitlige gore agifa gikan kadmiyum (II) iyonu AAS, EDTA ile gorsel titrasyon ve iyon -segici
elektrod ile potansiyometrik titrasyonla saptanmig; ayrica olugan amin {izerinden diazoloma-
kenetleme ile spektrofotometrik tayin yapilmigtir.

Hassan ve Tadros (1983) kadmiyum (II) iyonu iizerinden indirekt yontemleri nitro ve nitrozo
grubu tagtyan gesith organik bilesiklerin tayinleri i¢in uygulamiglardir.
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Maddeler ve Coziiciiler

Kloramfenikol (Dogu Ilac Fabrikasi), hidroklorik asit (Merck %37), Etanol (Merck %98),
kadmiyum graniil (Merck, pro analysi; strastyla 6 M hidroklorik asit, destile su ve mutlak
etanol ile yikanip kurutulmug), kadmiyum siilfat tuzu (Merck), o-naftilamin (Merck),
amonyum siilfamat (Merck), sodyum nitrit (Merck), bidestile su (rezervuardan ultra pure
olarak elde edilmigtir).

3.2, Cozeltiler

Kloramfenikol (C;;Hi>2CLN,Os) : 10 mg. mL ™
Hidroklorik asit (HCI) : 005N
Hidroklorik asit (HCI) : 250N
Kadmiyum siilfat tuzu (CdSO,8H;0) : 100 pg.mL"
o-naftilamin %02
Amonyum siilfamat (NH;SO;NH,) :% 1

Sodyum nitrit (NaNQO,) %1

3.3. Geregler

Atomik Absorpsiyon Spektrometresi (Spektra A-20, Varan), UV-Visible Bolge
Spektrofotometre (Unicam UV 2-100 UV-Visible Bolge Spektrofotometre), Analitik Terazi
(Mettler H 72, 0.1 mg’a kadar duyarl), Rezervuar ( Elga Ultrapure su cihaz ), Stizge¢ Kagidi
(beyaz, mavi), Cesitli Cam Malzemeler (Teknik Cam).
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3.4. Cahsma Yontemi

3.4.1. Kadmiyum iizerinden indirekt AAS yontemi

3.4.1.1. AAS ydnteminin kosullan

Kloramfenikoliin yapisinda bulunan nitro grubunun hidroklorik asitli ortamda elementel
kadmiyumu yikseltgemesine dayanan yontemin optimum kogullan AAS ile incelendi. Bu
amagla 1000 mg kloramfenikol tam olarak tartild1 ve 100 mL lik balon jojeye aktarilarak ¢ok az
etanolle ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra aym ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden
alinan 1 mL lik kistm ¢ift boyunlu 100 mL lik armut balona aktaniip 10 mL 0.05 N hidroklorik
asit ilavesinden sonra geri sofutucu altinda ve karbondioksit gazi atmosferinde, Bunsen beki
tizerinde kaynama sicakhifina getirildi. Bir graniil elementel kadmiyum ilave edilerek
kaynatmaya yanm saat devam edildi. Reaksiyon kangimmmin uygun seyreltmeleri sonunda
¢ozeltide olugan kadmiyum (IT) iyonunun atomik absorbanst suya karst 228.8 nm de dlgiildii.
Bu olgiimlere ait AAS parametreleri:

DalgaBoyu  :228.8 nm

Lamba Akimi1 :4 mA

Bant Genigiligi : 0.5 nm

Yanic1 Gaz : Asetilen

Yakic1 Gaz : Hava

Gaz Basinglan : 1.5/3.5

Isin Kaynagi  : Kadmiyum Oyuk Katot Lamba
Okuma Sayist : 3

Reaksiyonun optimum kogullarim1 belirlemek amaciyla isitma siireleri, asit konsantrasyonlari,
dayanikhhk ve tekrarlanabilirlik incelendi. Sonuglar Boliim 4.1.1°de verilmigtir.
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3.4.1.2. Olgii edrisinin hazirlanmasi

a.) Kadmiyum Standardy ve Olgii Egrisi

0.2282 g kadmiyum siilfat tuzu (CdSO.8H,0) tartildi, ¢ok az miktarda derisik nitrik asidi : su
(1:1) kangiminda ¢6zildi. Daha sonra 100 mL lik balon jojeye aktariarak suyla hacmine
tamamlandi. Hazirlanan 1000 ppm lik ¢ozeltiden (stok g¢ozeltisi) 10 mL almarak 100 mL lik
balon jojeye aktarildi ve suyla hacmine tamamlandi (100 ppm lik ara stok ¢ozeltisi). Bu ara
stoktan alman 0.3 - 0.6 - 0.9 - 1.2 - 1.5 mL lik porsiyonlar 100 mL lik balon jojeye aktarilarak
suyla hacimlerine tamamlandi. Boylece sirastyla 0.3 - 0.6 - 0.9 - 1.2 - 1.5 ppm kadmiyum (II)
iyonu igeren standartlar elde edildi.

Her bir ¢ozeltideki kadmiyumun atomik absorbansi suya karg: iiger kez okutuldu. Absorbans
degerlerinin ortalamasi (A) ile kadmiyum icerikleri arasinda olgii efrisi hazrlandi. Olgii
efrisinin regresyon analizi en kiigiik kareler yontemi ile hesapland:. Olgii eBrilerine ait sonuglar
Boliim 4.1.1’de verilmigtir.

b.) Kloramfenikol Referans Standardi ve Olgii Egrisi

1g kloramfenikol 100 mL lik balon jojede bir miktar etanolde ¢éziindiikten sonra aym ¢oziici
ile hacmine tamamlandi ve ¢ift boyunlu 100 mL hacmindeki bir balona bu ¢ozelttinin 1mL si ve
10 mL 0.05 N hidroklorik asit aktarlarak, geri sofutucu altinda ve karbondioksit gazi
atmosferinde, Bunsen beki tizerinde kaynama sicaklifina getirildi. Bir kadmiyum graniilia (50 -
100 mg) ilavesinden sonra 30 dakika daha kaynatildi. Reaksiyon kanigimi 100 mL lik bir balon
jojeye aktarilarak suyla hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden alman 03 -06-09-12-15
mL lik porsiyonlar 100 mL lik balon jojeye aktarilarak suyla hacimlerine tamamlandi. Boylece
0.313 - 0.626 - 0.939 - 1.252 - 1.564 ppm kadmiyum (II) iyonu (0.3 - 1.5 ppm kloramfenikol)
iceren standart gozeltileri elde edilir. Bu gozeltilerle (a) sikkinda oldugu gibi gahgilarak ol¢i
egrisi hazirland1. Olgii egrilerine ait sonuglar Boliim 4.1.2’de verilmistir.
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3.4.1.3. Kloramfenikol érnekleri ile caligma

Kloramfenikol igeren kapsiillerin analizi igin yirmi adet kapsiil igerii tek tek tartildi ve
ortalama kapsiil agirh saptandi. Hazirlanan kapiil toz kangimindan 250 mg a esdeger olacak
miktarda hassas olarak tartildi. Bu amagla, 1.033 g kloramfenikol ornegi bir miktar etanolle
100 mL lik balon jojede ¢oziindilkten sonra aym ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu
¢ozeltiden alinan 1mL lik kisim ¢ift boyunlu 100 mL hacmindeki bir armut balona aktanlarak
0.05 N hidroklorik asit ilave edilerek geri sogutucu altinda ve karbondioksit gaz1 atmosferinde,
Bunsen beki iizerinde kaynama sicakhma getirildi. Bir kadmiyum graniila (50 - 100 mg)
ilavesinden sonra 30 dakika daha kaynatildi. Reaksiyon kangimi 100 mL lik bir balon jojeye
aktanlarak suyla hacmine tamamlandi. Bu g¢6zeltiden alinan 0.9 mL lik kisim 100 mL lik balon
jojeye aktanlarak suyla hacmine tamamlandi. Atomik absorbansi okunarak buna kars;1 gelen
kadmiyum (II) iyonu miktarindan kloramfenikol miktarina gecildi. Orneklere ait sonuglar
Boéliim 4.1.3’te verilmektedir.

3.4.2. Diazonyum tuzu olusturarak spektrofotometrik yontem ile tayin

3.4.2.1. Spektrofotometrik yéntemin kosullari

Kloramfenikoliin asitli ortamda indirgenmesinden olugan p-amin grubu iizerinden diazolama-
kenetleme ile spektrofotometrik tayin yapilmigtir. Bu amagla kloramfenikol referans standart
gozeltisinden alinan belirli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilere 2.5 N hidroklorik asit ve % 1’lik
sodyum nitrit ilave edilerek iki dakika bekletildi % 1’lik amonyum siilfamat ¢ozeltisi ilave
edildikten sonra iki dakika daha bekletilerek % 0.2°lik o-naftilamin ¢ozeltisinin ilave
edilmesinden 30 dakika sonra goriiniir bolgede aym kosullar altinda hazirlanan bosa kars:
absorbanslar okutuldu. Spektrofotometreye ait parametreler:

Abaglangsg : 450nm.
Ason : 650 nm.
Amae : 533nm.,
Absorbans arah :00-1.0
Bant genigligi :2.0 nm.

Isin Kaynag: : Tu Lamba
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3.4.2.2. Ol¢ii egrisinin hazilanmasi

Kloramfenikol Referans Standard: ve Olcii Egrisi

1g kloramfenikol 100 mL ik balon jojede bir miktar etanolde goziindiikten sonra aym ¢éziicii
ile hacmine tamamland: ve ¢ift boyunlu 100 mL hacmindeki bir balona 1mL si ile 10 mL 0.05N
hidroklorik asit aktarilarak geri sogutucu altinda ve karbondioksit gazi atmosferinde, Bunsen

beki tizerinde kaynama sicakhBma getirildi. Bir kadmiyum graniilii (50 - 100 mg) ilavesinden
sonra 30 dakika daha kaynatildi. Reaksiyon kangim 100 mL lik bir balon jojeye aktanlarak
suyla hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden alinan 1.0 - 2.0 - 3.0 - 4.0 - 5.0 mL lik porsiyonlar
10 mL lik balon jojeye aktanidi. Cozeltilere 1 mL 2.5 N hidroklorik asit ve 0.5 mL %1°lik
sodyum nitrit ilave edilerek iki dakika bekletildi, daha sonra 2 mL % 1’lik amonyum siilfamat
gozeltisi ilave edilerek iki dakika daha bekletildi. 1 mL % 0.2’lik o-naftilamin cozeltisi
ilavesinden 30 dakika sonra goriiniir bolgede aymi kogullar altinda hazirlanan boglarina kars:
okutuldu. Olgii egrisine ait sonuglar Boliim 4.2.2 *de verilmigtir.

3.4.2.3. Kloramfenikol érnekleri ile ¢alisma

1.033 g kloramfenikol 6rnedi bir miktar etanolle 100 mL lik balon jojede ¢oziildiikten sonra
aym ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden alinan 1 mL lik kisim ¢ift boyunlu 100 mL
hacmindeki bir balona aktanlarak 0.05 N hidroklorik asit ilave edildikten sonra geri sogutucu
altinda ve karbondioksid gaz1 atmosferinde, Bunsen beki iizerinde kaynama sicaklifina getirildi.
Bir kadmiyum granili (50 - 100 mg) ilavesinden sonra 30 dakika daha kaynatildi. Reaksiyon
kangimi 100 mL lik bir balon jojeye aktanlarak suyla hacmine tamamlandi. Bu iglem alt1 ayn
tartima uygulandi. Bu ¢6zeltilerden alinan 4 mL lik kissmlar 10 mL lik balon jojelere aktarlda.
Cozeltilere 1 mL 2.5 N hidroklorik asit ve 0.5 mL %1’lik sodyum nitrit ilave edilerek iki dakika
bekletildi, daha sonra 2 mL % 1°’lik amonyum siilfamat ¢ézeltisi ilave edilerek iki dakika daha
bekletildi ve % 0.2°lik a-naftilamin ¢ozeltisinden 1mL ilave edilmesinden 30 dakika sonra
goriiniir bolgede aym kosullar altinda hazirlanan boglarna karsi okutuldu. Omeklere ait
sonuglar Boliim 4.2.3"de verilmigtir.
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4. SONUCLAR

4.1. AAS Tayin Yiontemi

4.1.1. Yiontemin optimum kosullan

Bolum 3.4.1.1°de bildirildifi sekilde caligilarak optimum deney kosullan asagidaki gibi
belirlendi.

Isitma Siiresi
Kloramfenikoliin etanoldeki ¢ozeltisinin ImL si 0.05 N hidroklorik asidli ortamda degisik
1sitma stireleri denenerek Boliim 3.4.1.1°deki iglem her bir 1sitma siiresinde ti¢ kez tekrarland.

Bu iglemler sonucunda optimum 1sitma siiresi otuz dakika olarak belirlendi (Cizelge 4.1).

t 15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika

A 0.089 0.142 0.146 0.149

CIZELGE 4.1. Degisik 1sitma siirelerinde kloramfenikole ait absorbans degerleri.

Asit Konsantrasyonlari Degisimi

Kloramfenikoliin etanoldeki gozeltisinin 1mL si ile degisik konsantrasyonlardaki hidroklorik
asit goOzeltileri denenerek Bolim 3.4.1.1°de anlatildifs gibi calisilmistir. Her bir asit
konsantrasyonunda tiger kez tekrarlanan bu iglem sonucunda 0.05 N hidroklorik asit ¢ozeltisi
tle cahigiimasina karar verilmigtir (Cizelge 4.2).

N 0.05N 0.10 N 0.15N 0.20 N
A

A 0.139 0.140 0.140 0.140

CIZELGE 4.2.Degisik asit konsantrasyonlarinda elde edilen absorbans degerleri.
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Tekrarlanabilirlik

Kloramfenikoliin etanoldeki ¢ozeltisinin 1mL si ile 0.05 N hidroklorik asitli ortamda 30 dakika
isitma siiresi ile Bolim 3.4.1.1°de anlatildifi gibi iki ayn tartim igin g¢alisimustir. Bu iglem
sonunda tektarlanabilir absorbans degerleri elde edilmigtir (%RSD 1.1, n= 14).

Dayaniklilk
Kloramfenikoliin etanoldeki ¢ozeltisinin 1mlL st ile 0.05 N hidroklorik asitli ortamda 30 dakika

wsitma siiresi ile Boliim 3.4.1.1°de anlatildig gibi ¢ahgilmagtir. Bu ¢ézeltinin absorbansi degigik
siireler sonunda okunmug ve igiktan korunmasi kosuluyla triinin oda sicakhfinda 5 giin
siireyle dayanikh oldugu belirlenmigtir.

4.1.2. Olii egrisi

0.3 - 1.5 pg/mL lik kloramfenikol (0.313 - 1.564 pg/mL Cd*") igeren gozeltilerle Boliim
3.4.1.2.b’ye gore cahgilarak kloramfenikol’iin atomik absorbans degerleri okundu. Ortalama
absorbans degerleri ile kloramfenikoliin konsantrasyonlan arasinda bir dl¢i egrisi hazirland:
(Sekil 4.1). Kloramfenikolin 0.05 N hidroklorik asit ortamda elementel kadmiyumu,
kadmiyum(Il) iyonuna yiikseltgeme verimini belirlemek amactyla kadmiyum siilfat tuzunu
asitte ¢ozerek kadmiyum miktan bilinen sulu gozeltilerle Bélim 3.4.1.2.a’ya gére ¢alisilarak
diger bir olgiz egrisi hazirlandi (Sekil 4.2). Bu iki dogrunun denklemleri hesaplanarak egimleri
birbirine oranlandifinda bu oranin 0.8851 oldugu belirlendi. Bu sonug, kloramfenikoliin
indirekt analizindeki iglemlerde kadmiyumun geri kazanmim oramnm % 88.51 oldugunu
gostermektedir.
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Yukandaki sonuglara dayamlarak galisma yonteminde Sekil 4.1°deki olgii efrisinin esas
alinmasina karar verildi. Bu efrinin regresyon analizine ait parametreler Cizelge 4.3’te,

kadmiyum siilfat tuzu ile hazirlanan 6lgii egrisine ait deZerler ise Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Kloramfenikol | A; | A; | A; Ao % Standart sapma | Standart sapma

Konsantrasyonu| (%S) (S)
_(ppm)

[Cd™ cinsinden ]
0.313 0.036} 0.036] 0.036{ 0.036 0.0 0.0
0.626 0.071} 0.072| 0.071} 0.071 1.0 0.7x10?
0.939 0.112{ 0.113] 0.113] 0.112 0.9 1.0x10°
1.252 0.154{ 0.154| 0.156] 0.154 0.9 1.4x107
1.564 0.1911 0.191] 0.192] 0.190 0.5 1.0x10°

A=-6.5x10"

B=0.131 A=0.131c + 6.5x10° (r=0.9985)

r=0.9985

CIZELGE 4.3. Kloramfenikol’iin AAS ile indirekt tayini i¢in hazirlanan 61¢ii egrisine ait degerler.

Kadmiyum A A A; Ay | %Standart sapma Standart sapma

Konsantrasyonu| (%S) ©)
(ppm)
0.3 0.042] 0.041] 0.042| 0.042 0.0 0.0
0.6 0.088 | 0.089| 0.088| 0.087 1.1 1.0x10°
0.9 0.129] 0.128] 0.131} 0.129 1.2 1.6x10°
1.2 0.173] 0.175] 0.171] 0.173 1.0 2.0x10°
1.5 0.221] 0.221] 0.221] 0.220 0.3 0.7x10°

=-2.3x102

B=0.148 A=0.148¢ +2.3x10° (= 0.9997)

r=0.9997

CIZELGE 4.4. AAS igin hazirlanan kadmiyumsiilfat tuzanun 61gi egrisine ait degerler.
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4.1.3. Kloramfenikol ornekleri ile caliyma

AAS yonteminin piyasada bulunan kloramfenikol kapsiil preperatlarima uygulanabilirligi alti
ayn tartimla denenmistir. Her bir tartim sonucu hazirlanan 6rnek ¢ozeltisi ile islemler tiger kez
tekrarlandi ve bir kapsiildeki ortalama kloramfenikol miktan 6lgii egrisinden hesaplandi. mg
cinsinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.5°te gériilmektedir.

T T, Ts Ty Ts Ts

253.72 254.73 250.26 252.64 250.39 251.74

CIZELGE 4.5. AAS yontemi ile tayin edilmig Srneklerdeki kloramfenikol miktarlari (mg/kapsiil).

4.2. Spektrofotometrik Tayin Yontemi

4.2.1. Yontemin caliyma kosullar

1g kloramfenikol 100 mL lik balon jojede bir miktar etanolde ¢oziindiikten sonra aym ¢oziicii
ile hacmine tamamland: ve ¢ift boyunlu 100 mL hacmindeki bir balona 1mL si aktarilarak geri
sogutucu alinda ve karbondioksid gazi atmosferinde, Bunsen beki iizerinde kaynama
sicakhigina getirildi. Bir kadmiyum graniilii (50 - 100 mg) ilavesinden sonra 30 dakika daha
kaynatildi. Reaksiyon kangimi 100 mL lik bir balon jojeye aktanlarak suyla hacmine
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden alinan 1.0 -2.0 - 3.0 - 4.0 - 5.0 mL lik porsiyonlar 10 mL lik balon
jojeye aktarildi. Cozeltilere 1 mL 2.5 N hidroklorik asit ve 0.5 mL % 1’lik sodyum nitrit ilave
edilerek iki dakika bekletildi, daha sonra 2 mL % 1’lik amonyum siilfamat ¢6zeltisi ilave
edilerek iki dakika daha bekletilerek % 0.2°lik a-naftilamin g¢6zeltisinden 1 mL ilave
edilmesinden 30 dakika sonra goriiniir bolgede aym kogullar altinda hazirlanan boglarina kars
okutuldu. Maksimum dalgaboyu 533 nm olarak belirlendi.
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SEKIL 4.3. Spektrofometrik yontem ile tayin edilen kloramfenikoliin absorpsiyon spektrumu.
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4.2.2. Olgii egrisi

Bolim 3.4.2.3’te anlatildiga sekilde caligilarak en son ¢ozeltide 10-50 pg/mL konsantrasyona
sahip ¢ozeltiler ile absorpsiyon spektrumlan olusturulmugtur. 40 pg/mL ¢ézelti ile elde edilen
spektrum Sekil 4.3’de gosterilmektedir. 10-50 pg/ml. konsantrasyon arahiinda bes kez
caligilarak olgii egrisi hazirlandi. Olgii egrisine ait sonuclar Cizelge 4.6’da verilmigtir.

Kloramfenikol % Standart | Standart
konsantrasyonu | A, A, As Aore sapma sapma
(ppm) (%) )
10 0.135 | 0.134 0.131 | 0.133 1.6 2.1x10°
20 0.206 | 0.240 0217 | 0.211 2.1 4.4x10°
30 0376 | 0.336 0.355 | 0.356 5.6 0.02
40 0.482 | 0.466 0.468 | 0.472 1.9 8.7x10°
50 0.565 | 0.559 0.560 | 0.560 0.8 4.5x10°
A=0.0209
B=10.0110 A=0.0110c + 0.0209 (r=0.9983)
r=0.9983

CIiZELGE 4.6. Spektrofotometrik ydntem icin hazirlanan 6lgi egrisine ait degerler (n = 6).
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4.2.3. Kloramfenikol drnekleri ile caliyma

Yontemin piyasada bulunan kloramfenikol kapsiil preperatlarina uygulanabilirlii alt ayn
tarimla denenmigtir. Her bir tartim sonucu hazirlanan 6rnek ¢ozeltisine iglemler tiger kez
tekrarland1 ve kapsiillerdeki ortalama kloramfenikol miktan 6lgii egrisinden hesapland:. mg
cinsinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de goriilmektedir.

Tl Tz T3 T4 TS T6

252.67 254.75 252.86 253.61 254.61 254.39

CIZELGE 4.7. Spektrofotometrik yoatem ile tayin edilmis 6rneklerdeki kloramfenikol miktarlari (mg /
kapsiil).

4.3. Sonuclarm istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

Kemicetine ad: ile pazarlanan kapsiiller (250 mg kloramfenikol) i¢in Boliim 4.4.1.3’te anlatilan
AAS yontemi ile ve 4.4.2.3’te anlatilan kargilagtirma yontemi olarak kullanilan visibl bolge
spektrofotometrik yontemle analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglar ve kiyaslamalar Cizelge
4.8’de verilmektedir. Cizelgede altigar tayin iizerinden hesaplanan ortalama ( x; ), standart
sapma (s), bagil standart sapma ([ s / xi]x 100) ve %95 giivenirlik diizeyinde giiven arahif
(x: + t s/n) degerleri goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar, student (t) testi ile ortalamalari, Fisher (F) testi ile prezisyonlar y6niinden
% 95 giiven diizeyinde kargilastinldi. Cizelgede goriildiigii gibi hesaplanan t ve F degerleri ilgili
giiven diizeyi ve alti deneme i¢in tablolarda verilmis olan degerlerden kiigiiktiir. Bu durumda
ilag maddesinin tayininde kullanilan yontemler arasinda hem dogruluk hem de prezisyon
yoniinden anlamh bir fark olmadi1 ortaya gikmugtir.
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n AAS Yintemi (A) Spektrofotometrik Yiéntem (B)
1 253.72 252.67
2 254.73 254.75
3 250.26 252.86
4 252.64 255.13
5 250.39 253.61
6 251.74 254.38
X; 252.25 253.90
$ 1.80 1.01
[s /%] x 100 0.71 0.40
x +t.s[n 250.61 - 253.89 252.98 - 254.82
t testi tap=1.79 <2.23 tuapio = 2.23
F testi Fas=3.17<5.05 Fuabio = 5.05

CIZELGE 4.8. Kemicetine kapsiillerinin ( 250mg. kloramfenikol) analizi (n=6, p= 0.05).




5. TARTISMA

Bu c¢aligmada kloramfenikoliin kadmiyum tizerinden indirekt atomik absorpsiyon spektrometn'i(
tayin yonteminin optimum kogullan saptandi. Ayrica kiyas yontemi olarak segilen visibl bolge
spektrofotometrik yontemin optimum kogullan incelendi. Piyasada bulunan Kemicetine
kapsiillerindeki kloramfenikol igerikleri her iki yontemle tayin edilerek sonuglar kargilagtinldi.

Atomik absorpsiyon spektrometrik yontem kloramfenikoliin seyreltik hidroklorik asitli ortamda
elementel kadmiyum ile yarim saat karbondioksid gazi atmosferinde kaynatiimasina ve redoks
sonucu aga gikan kadmiyum (II) iyonunun 228.8 nm deki atomik absorbansinin dlgiilmesine
dayanmaktadir (Hassan, et.al,, 1979, 1981). Bu ¢aliymada ilk olarak 1 pg/mL kadmiyum(II)
iyonu igeren sulu ¢dzelti ile atomik absorpsiyon spektrometrik yontemin optimum kosullan
belirlendi. Tayin igin gerekli 6l¢ii egrisi, son konsantrasyonu 0.313-1.564 pg/mL kadmiyum
(@) iyonu igeren ¢ozeltilerle c¢ahiglarak hazirlandi. Kadmiyum silfat tuzu kullanmilarak
hazirlanan standart kadmiyum 6l¢ii egrisi denkleminin e@imi kioramfenikol referans standardi
kullamlarak hazirlanan 6lgii egrisi denkleminin egimine oranlanarak, indirekt yontemdeki geri
kazanimin % 88,51 oldugu belirlendi. Bu nedenle, kloramfenikol kapsiil Omekleri ile
¢ahgihirken kloramfenikol referans standardi kullamilmasina karar verildi. Kloramfenikol kapsiil
omeklerinden alti ayn tartim alip, her tartim i¢in hazirlanan ¢ozelti ile iglem tigcer kez
tekrarlandi. Boylece kloramfenikol kapsiil preperatlanndaki ilag etken madde miktani tayin
edildi. Her tartim i¢in hesaplanan ii¢ sonucun ortalamast miligram olarak verildi.

Bu yontemle kloramfenikol kapsiil 6rnekleri ile gahgilmasi yarnim saatte tamamlanmaktadir.
Reaksiyon sonunda 1mol kloramfenikole karg1 3 mol kadmiyum (II) iyonu agiZa ¢ikmakta, bu
durum da hassasiyeti artirmaktadir. Kadmiyum (II) iyonu ¢ozeltisi dayanikh olup 6zel saklama
ve kullanma kosulu bulunmamaktadir.

Bu yontemde olugan kadmiyum(Il) iyonu ¢ozeltisi ile atomik absorpsiyon spektroskopisi
yamnda polarografik, EDTA ile potansiyometrik, titrimetrik ve ayrica amin tizerinden
diazolama - kenetlenme ile olusan renkli ¢ozeltilerle de visibl bolgede spektrofotometrik
yontemle ¢aliyma olanag: bulunmaktadir.
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Visibl bolge spektrofotometrik yontem, kloramfenikoliin seyreltik hidroklorik asitli ortamda
kaynatimasindan sonra elementel kadmiyumun kadmiyum(I) iyonuna yiikseltgenmesine
paralel olarak kloramfenikoliin yapisindaki nitro grubunun indirgenmesiyle olusan amin
grubunun diazonyum tuzu iizerinden renkli diazo bilesifi olusturmasina dayanmaktadir
(Hassan, et al., 1979,1981). Bu ¢aligmada ilk olarak 100 pug/mL olan test ¢ozeltisinden alinan
farkh konsantrasyonlardaki test ¢ozeltilerinde kenetleme reaksiyonu gergeklestirilerek optimum
kosullar belirlendi. Tayin igin gerekli olgii egrisi son konsantrasyonu 10-50 pg/mL olan
¢ozeltiler ile gahgilarak hazirlandi. Boylece, kloramfenikoliin kapsiil preperatlarindaki ilag
etken madde miktar tayin edildi. Her 6rnek igin hesaplanan li¢ sonucun ortalamasi miligram
cinsinden verildi. Bu yontemle kloramfenikol kapsiil Gmekleri ile ¢aligma yarnm saatte
tamamlanmaktadir.

Kloramfenikol kapsiillerinin AAS ve visibl bélge spektrofotometrik yontemlerle analizinden
elde edilen sonuglar ortalamalan ve prezisyonlan yoéniinden t ve F testi ile kargilagtinlmig ve
sonuglar arasinda anlamh bir fark olmadi: saptanmigtir.
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