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Cortex Chinae’de UV-Spektrofotometresi ile
Total Alkaloit Miktar Tayini
(Avrupa Farmakopesi)




Giris
> Alkaloitler,

Cogunlukla bitkisel kaynakli, bazik karakterde, biri genellikle heterozit
yapida olmak tizere bir veya birden fazla ‘N’ atomu iceren (halka i¢inde
veya disinda), insan veya hayvan organizmasinda fizyolojik etkiye sahip
bilesiklerdir.

> Kinolein tiirevi alkaloitler olarak da bilinen; Cortex Chinae’nin major
alkaloitleri(kimakina alkaloitleri) kinin/kinidin, kKinkonidin/kinkonin’dir.

Drog: Cortex Chinae




Giris

> Alkaloitlerin miktar tayini icin kullanilan baslica yéntemler:
- Gravimetrik yontem
- Volumetrik yontem
- Titrimetrik yontem
- Kromatografik yontem
- Biyolojik yéontem
. Spektroskopik yéntemler*
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Spektroskopik yontemler

> Spektroskopik yontemler;

Isinin madde tarafindan absorbsiyonuna (emilim) ve emisyonuna (yayilma)
dayali 6l¢iim yontemleri olup enerji diizeyleri arasindaki gegisler sonucu
ortaya ¢ikan spektrumun Slgiilmesi esasina dayali yontemlerdir.

> En c¢ok kullanilan spektroskopik yontemler:
Spektrofotometri (UV-Visible, IR, X 1s1n1)
Kolorimetri

Kiitle Spektroskopisi
NMR Spektroskopisi

> Dogal maddelerin;

teshisi, yap1 aydinlatilmasi, miktar tayinleri agisindan oldukg¢a 6nemli olan
spektroskopik yontemlerin baginda spektrofotometri gelir.




Spektrofotometri

> Spektrofotometri,

Istk kaynagi ile prizma arasina yerlestirilen renkli maddenin 1sik
spektrumunun bazi renklerini absorblamasi ve konsantrasyona gore
spektrumda zayif veya kuvvetli bant géstermesi 6zelligine dayanan miktar
tayin yontemidir.

Yontem: Spektrofotometri
(Oldukga duyarli ve basit bir yontem)

Cihaz: Spektrofotometre




> Spektrofotometri 1s18in  absorblanmasina dayali bir yontemdir. Isik ise
elektromanyetik bir radyasyon olup; frekans (v) veya dalga boyu () ile
karakterize edilir. Ve 1smlarm birbirinden farkli bu degerleri siralandiginda
elektromanyetik spektrum elde edilir.

» Dalga boyu;
— 200-400nm arasindaki 1s1nlar1 iceren bolge Ultraviyole(UV/Mor otesi)
— 400-800nm arasindaki isinlari iceren bolge ise Goriiniir bolgedir.




Spektrofotometre

» Lamba tarafindan yayilan 1sin demeti monokromator (prizma) yardimiyla
tek bir dalga boyundaki 1isina (monokromatik 1sina) doniistiiriiliir.

> BU 151 &rnegin iginde bulundugu odaya girer. Olgiimii yapilacak ornek,
kiivet icine konulur.,

» Cift 1sinli  spektrofotometrelerde 1sin hem o6rnekten hem de kor
cozeltisinden (referans) gegirilir.

> UV spektrosfotometresinde kullanilan prizma, cam ve mercekler; adi cam
bu bolgedeki 1sinlar1 absorbladigi i¢in, Kuvartz camdan yapilmustir.

> Ornekten gecen 15181n siddeti detektor tarafindan algilanir ve kaydedici ya
da yaziciya elektrik sinyali seklinde gonderilir.




Absorsiyon

> Madde; kendisine gonderilen 151k enerjisinin biiyiikliigiine gore (dalga boyu)
1sinlardan bazilarin1 absorblar. bazilariyla ise hig iliskiye girmez.

> Maddenin 1sm1 absorblamasi ile;
*Molekiilde bir elektron yoriingesinden daha yiiksek enerjili bir yoriingeye
cikar.
*Bu gecise ait enerji, yoriingelerin durumuna baglidir.
*Basit bir fonksiyonlu grup daima ayni bélgede absorbsiyon yapar.
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Lambert-Beer Yasasi

> Monokromatik ve |, siddetinde bir 151k demeti;
o Kalinlig1 b cm olan tiipte bulunan ¢ozelti icindeki herhangi bir molekiil
tarafindan absorblanir ve tiipii | siddetinde terkeder.

> Yansimalar ve sacilmalardan bagimsiz olarak i1sigin siddetindeki molekiil
tarafindan absorblanmasiyla olusan azalma; Lambert-Beer esitligi ile

aciklanir.




Bu esitlige gore; ornek kabina giren ve kabi terk eden isik siddetlerinin
logaritmalarinin farki, 1sikla etkilesen molekiillerin birim hacimdeki sayisi
yani konsantrasyonu ile dogru orantilidur.
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Absorbsiyon Spektrumu
» Spektrofotometrik ol¢iimler iki farkh sekilde yapilabilir

« Belli bir dalga boyunda absorbans olciiliir. Konsantrasyon veya
absorbsiyon katsayisinin belirlenmesine yarar.

« Belli bir dalga boyu araliginda absorbans taramasi yapilir. Boylece
absorpsiyon spekturumu elde edilir. Maddenin kimyasal karakteri
hakkinda bilgi saglar.

» Isigin dalga boyu veya frekansina karsi, absorbsiyon miktarinin ya da diger
bir deyisle absorbans (A) ve transmitans (T) arasindaki iliskinin grafige
gecirilmesine absorbsiyon spektrumu denir.




Transmittans (T): Analiz kiivetinden ¢ikan 1smnin giren i1sina oraninin %
Ifadesidir.

Eger numune hig 151k absorbe etmiyorsa I=lo0 => T=%100
Eger numune tiim 15181 absorbe ediyorsa I=0 => T=%0

Absorbans (A): Analiz kiivetinde tutulan isimin giren i1smna oraninin %
Ifadesidir.




Ozetlersek:

Herhangi bir molekiilde, belli bir dalga boyu araligindaki 1s18in
absorbsiyonundan sorumlu olan fonksiyonel gruba kromofor grup; 1s181
absorblamadig1r halde gruplarin absorbladig1 1s18in dalga boyunu daha
biiyiik degerlere kaydiran ve absorbsiyon katsayisini arttiran gruplara ise
oksokrom grup adi verilir.

Kromofor geup Oksokrom qrip
S C=Cg | CHa
— C=C - 1, Cl, Br
= C=0 o OH
NO; QOCH;
—C=N - | SOsNH,
;(?:C——C:C:.: COOH
= C=C—=(C=0 | NH:
A C=C~C=C~— CHO

N=N




» Bir molekiulin absorbsiyon bandinin; bir oksokrom grup
etkisiyle daha uzun dalga boyuna kaymasina batokromik
kayma, daha kisa dalga boyuna kaymasina ise hipsokromik
kayma denir.

» Absorbsiyon bandinin siddetinin azalmasina hipokromik etki,
artmasina ise hiperkromik etki denir.




Cozucu ozellikleri

> Bir spektrofotometrik calismada kullanilan ¢oziicii;

o spektrumu alinacak maddeyi ¢ozmeli.

o spektrumu alinacak maddeyle ayni alanda absorbsiyon
yapmamali.

o polar olmamal.
o ¢Ozdiigii madde ile reaksiyona girmemeli.

—



UV Spektrofotometresinin Kullanim
Alanlar

» Kalitatif analiz

> Kantitatif analiz

> Saflik tayini
> Yap1 tayini

—



DEMEYIN v APILIZI

0,2 gdrog (G, Chirsae)
+

Alkaloit kinotannik asite badh iken 2 il su =+ 14 ml dil HCL
serbest hale gecer

15 dk =u banyosunda =tilir,
sonra sodutulur

2 mil SHC

10 ml eisr
"

1 ml %% 207k NaoH

[ 20 dk huzla galkalamr ]

0,6 g kitre zambks
[Elerrak: olana kadar calkalanir, ]

Emdlsivonu anler, ardamdaki suwyu
blinyesine alr

SOzamtd+4 mil

1k Klorofarm+2k Eter

karigimn) L
Huruluda kadar su banyosundsa ugurulur

pamuktan =izdlerek alimr

b

Artik
-+
b
cozeltiden 0,253 ml alimr
Su banyosunda
kuruluda kadar wgurulur
-

Artik 01 b HCL 'de cozaldp, 0,1 M HCL ile 50 mil'yve tamamlanir




Referans (Kor) Cozeltilerin Hazirlanis:

15 mg kinin 0,1 M HCI’de ¢oziiliir, 0,1 M HCI ile 50 ml’ye
tamamlanuir.

15 mg kinkonin 0,1 M HCI’de ¢6ziiliir, 0,1 M HCI ile 50 ml’ye
tamamlanir.

—



UV Spektrofotometresi Kullanim

» KOr ¢ozeltisi ve numune analiz tuplerine
konur.

» Etrafi temiz bir pecete ile silinir.

» KOr ¢dzeltisi cihazin arka kismina; numune
on kismina dikkatlice yerlestirilir.

» Analiz baslatilir.

—



UV Spektrumu
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[A316 x A348c]-[A316C X A348] 100 9
X= X —X

[A316q x A348c]-[A316¢c x A348q] M 1000

[A316 x A348q]-[A316q x A348] 100 2

[A316¢C x A348q]-[A316q x A348c] M 1000

c= kinkonin (cinchonine)
g= Kinin (quinine)

—



M = drogun agirligi (g)

X = kinin tip1 alkaloit ylizdesi

y = kinkonin tip1 alkaloit ytizdesi

A316 = test ¢cozeltisinin 316 nm’deki absorbansi

A348 = test cozeltisinin 348 nm’deki absorbansi

A316¢ = kinkonin i¢eren referans ¢ozeltisinin 316 nm’deki absorbansi
A348q = kinin i¢eren referans ¢ozeltisinin 348 nm’deki absorbansi
A316q = kinin i¢eren referans ¢ozeltisinin 316 nm’deki absorbansi
A348c = kinkonin i¢eren referans ¢ozeltisinin 348 nm’deki absorbansi

100x
X+y

(Kinin tipi alkaloitlerin bagil yiizdesi)
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KINAKINA KABUGU
CINCHONA BARK
Cinchonae cortex

@ TANIM
® Cinchona pubescens Vahl (Cinchona
succirubra Pav.), Cinchona calisaya Wedd.,,
Cinchona ledgeriana Moens ex Trimen ile
bunlarin varyeteleri veya hibritlerinin kesilmis
Uygun mu??’

veya biitlin, kurutulmus kabuklandr.

lperik: %30 ile %60 aras) kinin yapisinda
alkaloitlerden en az % 6.5 toplam alkaloit (kuru

drog) igerir.

OZELLIKLER
Gok aci, biraz buruk tattadir,

TANIMA

A. Kalinhigi 2-6 mm olan boru veya oluk
seklinde kivrik pargalardan elde edilen
gbvde ve dal kabuklaridir. Dis ylizeyi soluk
kahverengimsi-gri veya gri ve siklikla liken
tagir; geneliikle piirizld, enine catlaklar
bulunur ve boyuna oluklu veya kivrimlidir;
bazi varyetelerin dig yuzeyinde pul pul
dokGime gorildr. Ig yazey gizgili ve koyu
kirmizimsi-kahverengi; kinldiginda dis
yiizey kisa ve ig yuzey liflidir.

B. Toz haline getirilir (355) (2.9.12). Toz
kirmizimsi-kahverengidir. Kloral hidrat
gozeltisi R kullanarak mikroskop altinda
incelenir. Toz asadidaki karakteristik
elementleri gosterir (Sekil 0174.-1):
yuzeyden gérinimde [K] ve enine
kesitinde [H], kimizi-kahverengi igerikle
dolu ince duvarli mantar hicrelen; butin
[A] veya parcalanmis [F, J] gok kalin
duvarh tirtikli lamenli ve bariz huni seklinde
gegitli, 90 pm'ye varan cap ve 1300 pm'ye

%30-%60 arasi kinin yapisinda en gt SO mye vra ap e 1300

0 g0 . floem lifleri; kalsiyum okzalat
az %26.5 toplam alkaloit icerir!!! ikTopalen s o pereridnai
idioblastlar (E, G]; tegetsel kesitteki 6z
kollarinin [D] eslik ettigi, ince duvarli floem
parenkima hilcre kiimeleri [L]. Gliserol
Rnin %50'lik h/h gdzeltisi kullanarak
mikroskop altinda incelenir: Serbest [B]
veya parenkima hiicreleri [C] icinde,
goguniukla basit fakat bazen 2 veya 3
pargali, capi 6-10 ym olan birkag nisasta
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Sekil 0174.-1. — Kinakina kabugu toz
bitkisel drogunun tamima testi B igin gizim

Ince Tabaka Kromatografisi (2.2.27).

Test gozeltisi. Bir deney tipinde 0.10 g
toz edilmis bitkisel droga (180) (2.9.12) 0.1
mlL derigik amonyak R ve 5 mL metilen
Klortir R ilave edilir. 30 dk siiresinde ara
sira kuvvetlice calkalanir ve suzilur
Siizintd bir su banyosunda kuruyana
kadar ucurulur ve kalinti 1 mL efanol R'de
cozUlar.

Sahit gozelti. 17.5 mg kinin R, 2.5 mg
kinidin R, 10 mg kinkonin R ve 10 mg
kinkonidin R, 5 mL etanol R igerisinde
cOzalar.

Plak: ITK silika jel plak R

Hareketli faz: Dietilamin R, etil asetat R,
toluen R (10:20:70 h/h/n).

Uygulama: 10 pL, bantiar geklinde.

Sdriiklenme: 15 cm'nin (zerinde iki kere

lterleme.



