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OZET

Doksazosin mesilat hipertansiyon tedavisi i¢in gelistirilmis, uzun etkili, ileri derecede
selektif postsinaptik ct-1 inhibitoriidiir.

Bu calismada doksazosinin UV spektrofotometrik, ince tabaka kromatografik,
potansiyometrik, kondiiktometrik ve polarografik yontemlerle miktar tayinlerinin
yapilabilirligi aragtinlmugtir.

Doksazosinin civa yiizeyinde indirgenmesine dayali olarak polarografik ¢alismalar
gerceklestirilmigtir.

Dogru akim polarografisi (DCP), diferensiyel puls polarografisi (DPP), asin
yiiklenmis artan genlikli puls polarografisi (SIAPP) ve agin yiiklenmis sabit genlikli puls
polarografisi (SCAPP) teknikleri kullanilarak oldukga iyi korelasyonlu kalibrasyon
denklemleri elde edilmigtir. Ayrica UV spektrofotometrik yonteminde doksazosinin
miktar tayinleri i¢in uygulanabilir yontemler oldugu bulunmustur.

Potansiyometrik ve kondiiktometrik yontem ile doksazosin miktar tayinlerinin sinirls
olarak yapilabilecegi saptanmustr.

Gelistirilen yontemler doksazosin igeren preparatlara da uygulanmis, éonuglar
istatistikse] olarak degerlendirilmistir.

Polarografik yontemin DP, SIAP, SCAP teknikleri ile UV spektrofotometrik
yontemlerin farmasotik preparatlardaki doksazosin tayini i¢in kullanisli ve uygun

yontemler oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Doksazosin, doksazosin miktar tayini, polarografi, UV

spektrofotometri, farmasotik uygulamalar.



SUMMARY

Doxazosin mesylate is a long-acting, selective,postsynaptic a.1-adrenoceptor blocker,
that has been developed as an antyhypertensive agent.

In this study, feasibility of quantitative determination of doxazosin has been
investigated with the UV spectrophotometric, thin layer chromatographic (TLC),
potentiometric, conductometric and polarographic methods.

The polarographic behaviour of doxazosin was investigated based on the reduction of
the molecule on the surface of mercury drop.

It has been obtained the well correlated calibration equations by using direct current
polarographic (DCP), differential pulse polarographic (DPP), superimposed increasing
amplitute puls polarographic (SIAPP),and superimposed constant amplitude pulse
polarographic (SCAPP) techniques. Furthermore, it has been established that UV
spectrophotometric methods are suitable for quantitative determination of doxazosin from
the view of analytical chemistry.

Also, it has been established that the qu;ntitative determination of doxazosin can be
done in limited conditions with the potentiometric and conductometric methods. -

Developed methods have been also applied on preparations include doxazosin and
results were evaluated statistically.

It has been determined DP, SIAP and SCAP polarographic techniques, and UV
spectrophotometric methods were practical and suitable for quantitative determinations of

doxazosin in pharmaceutical preparations.

Key weords: Doxazosin, doxazosin assay, polarography, UV spectrophotometry,
pharmaceutical application.
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1. GIRIS VE AMAC

Doksazosin mesilat, terazosin, trimazosin, alfuzosin ve prazosin gibi ilaglarin
bulundugu grupta yer alan antihipertansif bir ilagtir.

Hipertansiyon tedavisi i¢in gelistirilmis, uzun etkili, ileri derecede selektif bir
postsinaptik a~1 inhibitorii oldugu belirtilmektedir. Farmakolojik etkilerinin prazosine
cok benzemesine kargin farkli olarak daha uzun yanlanma 6mriine sahip oldufu ve tek
dozile tedavinin saglanabildigi gosterilmistir. Prazosine gore daha yavag baslayan etkisi
nedeniyle, prazosinde goriilen ilk doz hipertansiyon egiliminin doksazosinde
goriilmedigi, bu nedenle diger grup iiyelerine gore daha etkili bir ila¢ oldugu
saptanmistir(1).

Yeni birilag oldugundan doksazosin iizerindeki ¢caligmalar genellikle farmakolojisine
dayali olarak yogunlagsmstir.

Doksazosinin miktar tayini ile ilgili yiiksek basingli sivi kromatografik(2-5) ve ince
tabaka sivi kromatografik(5) ¢alismalar yapilmistir. Ayrica, benzer grup antihipertansif
ilaglardan olan prazosin ileilgili spektrofotometrik ve florimetrik(6), yiiksek basinglt sivi
kromatografik(7), x 1g1nlan kullanilarak kantitatif tayin(8) yontemlerine rastlamﬁ@tu. Bu
arada prazosin, todralazin, captopril ve timolol’un plazmadaki tayinleri i¢in camsi karbon
elektrot ve sivi kromatografisi ile amperometrik bir miktar tayininin gerceklestirildigi de
saptanmustir(9).

Bu ;‘ah§mada, doksazosinin bazi yontemlerle analitik agidan incelenmesi
gerceklestirilmistir. Bu amagla, doksazosin UV-spektrofotometrik, potansiyometrik,
kondiiktometrik, ITK densitometrik ve voltametrik olarak incelenmistir.

Yukaridaki yontemler arasinda elektroanalitik olanlara aZirlik verilerek doksazosinin
miktar tayinlerinin yapilmasina karar verilmistir. Voltametrik yontemle doksazosinin
yapisinda bulunan kinazolin grubunun indirgenmesine dayali olarak dogru akim
polarografisi (DCP) ile calismalar gergeklestirilerek cesitli parametreler incelenmistir.
Diger taraftan polarografinin diferansiyel puls polarografisi (DPP), asin yiiklenmis artan
genlikli puls polarografisi (SIAPP) ve asir1 yiiklenmis sabit genlikli puls polarografist
(SCAPP) teknikleri de gelistirilmistir. Molekiiliin UV spektral davranislan aragtinlmig ve
miktar tayinine yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Bu iki yontemi kullanarak doksazosinin
tabletlerdeki tayinleri ger¢eklestirilmigtir.

Yukarida belirtilen ¢aligma kogullarinda bu yontemlerin farmasotik preparatlardaki
doksazosin miktarmim tayini i¢in de uygulanabilirligi arastinlmis, elde edilen tiim sonuglar

matematiksel ve istatistiksel agidan degerlendirilmig, yontemlerin gecerliligi tartigilmugtar.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Doksazosinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Doksazosin mesilat kinazolin tiirevi bir antihipertansif ilag olup, 1-
(4 - amino - 6,7 - dimethoxy - 2 - quinazolinyl) - 4 - (benzdioksan - 2 - yl - carbonyl)
piperazine monomethanesulphonate formiiliine sahip bir bilesiktir. Agik formiilii Sekil

2.1. de verilmigtir.

CH,0 ' N NmN —cC ’ l
RUARS S

CH;0

NH, :CH3S03H

Sekil 2.1. Doksazosinin kimyasal formiilii

Kapali formiilii Co4H,gNsOgS, molekiil agirligr 547.3 diir. Ince, beyaz renkli, toz
halinde, kokusuz ve tatsizdir.

Erime noktasi 280-285 °C dir ve bu sicaklikta bozunmaktadir. Doksazosin mesilatin
dimetil siilfoksitte tiimiiyle, su, metanol, etanol ve N-N dimetil formamidde biiyiik Sl¢iide
¢oziindiigii gozlenmistir. Kloroform ve etil asetat icerisinde ise ¢ziinmenin hemen hemen

hi¢c olmadi$1 goriilmiistiir.

2.2. Antihipertansif {laglarin Etki Mekanizmalar

Tansiyon diigiiriicii ilaglarin bilyiik bir kismi ya santral sinir sisteminden
kardiovaskiiler sistemin efektif hiicrelerine devamli olarak akan ve bu sistem iizerindeki
teorik etkisiyle kan basincinin diismesini 6nleyen sempatik impuls trafigini engelleyerek

veya dogrudan damar genisletici etkisi ile kan basincin diisiiriirler. Tansiyon diisiiriiciiler



ilaglarin etki mekanizmalarina gore agagidaki alt gruplara ayrilirlar(10).
1. Diiiretikler

2. Adrenerjik noron blokorleri

3. Santral etkili sempatolitik ilaglar

4. Diger sempatolitik ilaglar

5. Direkt etkili vazodilatorler

6. Anjiyotensin antagonistleri

7. Hipertansif kriz tedavisinde kullanilan ilaglar
1. Diiiretikler

Diiiretikler bobrek tubuluslari iizerine olan etkileri nedeniyle Nat iyonu ve su
kaybim arttiran ilaglardir. Diiiretiklerin yaptig: su ve tuz kaybi, hipovolemiye,
ekstraseliiler sivi hacminde azalmaya ve kalp debisinin azalmasina neden olur. Uzun
siiren diiiretik tedavisinde kan basincinin diismesinin nedeni vaskiiler etkiye

baglanmaktadir.
2. Adrenerjik nron blokorleri

Bu tiir ilaglar periferdeki adrenerjik sinirlerin ucundaki depolardan ve gerekse santral
sinir sisteminin adrenerjik sinir uglarindaki depolardan noradrenalini bogaltmaktadir. Bu
bosaltima bagli olarak da kan basincin: diigiirdiikleri sanilmaktadir. Yine bu tiir ilaglarin
periferik etkiyle senipatik postgangliyoner (adrenerjik) sinir uglanni bloke ederek kan

basincini diigtirdiikleri belirtilmektedir.

3. Santral etkili sempatolitik ilaglar

Bu tiirilaglarin santral sinir sistemini etkileyerek arteriyel kan basincinin diigmesine
neden olup ayni zamanda noradrenalin sentezini inhibe ederek etki yaptiklar
belirtilmektedir.

4. Diger sempatolitik ilaglar

Butiirilaglarn etkilerini B-resopterlerin blokaji sonucu kalp debisinin azaltilmasina

bagli olarak gosterdigi soylenmektedir. Bu grupta, ayrica a-adrenerjik reséptor blokerleri



vardir. Ornegin bu grupta yer alan prazosin postsinaptik c.—1 reseptorleri selektif olarak
bloke ederek arteriyolleri ve veniilleri genisletir, periferik damar rezistansimi azaltarak
ortostatik nitelikte hipotansiyon olusturur. Bu gruptaki ilaglar bu sekilde kalbin hem

presarjint hemde postsarjini azaltirlar.
5. Direkt etkili vazodilatorler

Bu tiir ilaclar arteriyollerin diiz kaslarin1 gevseterek periferik damar rezistansim
onemli ol¢iide azaltmaktadirlar. Esas olarak kan basincini diigiirmeleri periferik damar

rezistansini azaltmalanylailgilidir.
6. Anjiyotensin antagonistleri

Bu grupta yer alan ilaglardan olan captopril inaktif prekiirsor olan anjiyotensin I'i
anjiyotensin II’ye doniistiiren enzimi inhibe etmektedir. Bu enzim viicuttaki kininlerin
birikmesine neden ‘olarak da kan basincini diisiirmektedir. Ayrica, bu tiir ilaglarin
protoglandin diizeyini arttirmak suretiyle de kan basincimi diisiiriilebilecegi ileri

stiriilmektedir.
7. Hipertansif kriz tedavisinde kullanilan ilaglar

Bu gruptaki ilaglarin damar diiz kaslan iizerindeki direkt etkisiyle hem arteriyolleri
hemde veniilleri genigleterek kan basincinda belirgin diigme yaptiklar: ve damar dig1 diiz

kaslan gevsettikleri belirtilmektedir.

2.3. Doksazosinin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Doksazosin mesilat’in, terminal sempatik noronlardan salinan noradrenalinin
postsinaptik -1 adrenoseptorler iizerine olan stimulan etkisini selektif ve giiglii bir
sekilde inhibe ettigi, postsinaptik a-1 adrenoseptorleri igin son derece selektif oldugu ve
noradrenalinin presinaptik ve postsinaptik a-2 adrenoseptorler iizerine olan stimiilan
etkilerini inhibe etmedigi belirtilmektedir(11).

Doksazosin mesilat’in etkisini tiimiiyle diiz kas hiicre membraninda bulunan a-1

adrenoseptorleri inhibe ederek gosterdigi, kendisinin diiz kaslar iizerinde direkt bir etkisi



bulunmadig: belirtilmistir(12). Hipertansiyonda, arteriyel rezistans damarlarindaki
konsantrik daralmaya bagli olarak periferik vaskiiler rezistansin artflgl, periferal
damarlann diiz kaslarinda bulunan a-1 adrenoseptorleri selektif ve giiclii bir gekilde bloke
ederek periferik vaskiiler rezistansi ve kan basincim disiirdiigii agiklanmaktadir(13).

Doksazosinin etki mekanizmas: Sekil 2.2. de verilmektedir.
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Sekil 2.2. Doksazosinin etki mekanizmasi

Doksazosinin lipid metabolizmas iizerine olan bu olumlu etkilerinin mekanizmasini
aydinlatmak amaciyla bir¢ok deneysel ¢alisma yapilmistir. Bu galigmalarda, doksazosinin
LDL reseptor aktivitesini arttirdids, hiicre ici LDL kolesterol sentezini azalttii, VDLD
kolesteroliiniin sentez ve sekrosyonunu azaltti1, lipoprotein lipaz aktivitesini arttirdig1, ve

kolesteroliin emilimini azaltti§1 saptanmstir(14).

2.4. Doksazosinin Farmakolojik Ozellikleri

Doksazosin uzun etki siireli, ileri derecede selektif bir postsinaptik -1 adrenoseptor
inhibitoriidiir(1). Doksazosini diger antihipertansif ilaglardan ayiran en 6nemli
ozelliklerden birisi de lipid profili iizerine olan olumlu etkileridir. Ayrica hem kan
basmcim diigiirmesi hemde total kolesterol, trigliserid ve LDL kolesterolii azaltarak yararli
HDL kolesterolii arttirmas: 6nemli iistiinliiklerindendir.



Doksazosinin en temel klinik kullanim alanmm hafif-orta giddette hipertansiyon
oldugu belirtilmistir. Genis kapsamli, kontrollii klinik ¢aligmalarda ilacin hafif, orta
siddette hipertansiyonun ilk basamak tedavisinde en az diiiretikler, B-blokerler, kalsiyum
kanal blokerleri ve ACE inhibitorleri kadar etkili oldugu, ayrica lipid profilini olumlu
yonde etkileyerek kardiyovaskiiler riski belirgin olarak azaltti$1 saptanmigtir(15-16). Oral
yoldan verildiginde doksazosinin antihipertansif etkisinin 1 saat i¢inde basladig, 6 saat
icinde maksimum diizeye ulasti$1 ve 24 saat boyunca siirdiigii gozlenmigtir(1).
Doksazosinle ilgili bir ¢calismada diyastolik kan basmci 95-115 mm Hg arasinda olan 53
hasta alinarak kan basinci istenen diizeye inene kadar giinde 1 mg doksazosin verilmis,
daha sonrada bu doz arttirilarak ortalama giinlitk doz 4.1 mg’a cikartilmigtir. Buna kargin
sistolik kan basincinda ortalama 17.4 diyastolik kan basincinda ise 12.2 mm Hg’hk
diigiis gozlenmistir. Doksazosinin hastalarin % 86.8’1 tarafindan ¢ok iyi tolere edildigi
goriilmiistiir(17).

Bir diger calismada giinde tek doz olarak verilen doksazosinin etkinlii ve
giivenirligi aragtinlmistir. Tedavi sonucunda sistolik kan basincinin ortalama 13 mm Hg,
diyastolik kan basincinin 9 mm Hg diigtiidii, ortalama kalp hizinin ise deZismedigi
saptanmistir. Ayrica doksazosinin 12 haftalik bir tedavisi ile koroner arter hastahgl
riskinin ortalama %20.5 oraninda azaldi$: saptanmigtir(18).

Yine giinde ortalama 30.9 mg dozunda verilen nifedipine yanit vermeyen hastalara
giinde ortalama 3.1 mg dozunda doksazosin verildiginde kan basinci kontroliiniin
saglandigi bildirilmistir(19).

Kan basinci ACE inhibitorleri ile kontrol edilemeyen hastalara doksazosin
verilmesiyle kan basmeci kontroliiniin saglandid: gozlenmistir(20).

Siddetli hipertansiyonu olan ve aldiklan antihipertansif ilaglara (B-bloker ve diiiretik)
karsin kan basinglar hala yiiksek seyreden 33 hasta tizerinde yapilan ¢alismada hastalarin
hepsinde kan basinci kontroliiniin saglandig1 ve higbir yan etkinin ortaya ¢ikmadigi
goriilmiigtiir(21). .

Hipertansiyonu ve diyabeti olan 21 hasta iizerinde yapilan bir ¢calismada giinde tek
doz olarak verilen doksazosinin kan basincini kontrol ettigi, ayn: zamanda glukoz
metabolizmasini olumsuz yonde etkilemedigi, lipid profilini ise olumlu yonde etkiledigi
saptanmugtir(22).

Bir diger ¢aligmada doksazosinin kan basincim diigiirmesi ve kan lipidlerini olumlu
yonde etkilemesinin yaninda dokularin insiilinini diigiirdiigii de saptanmustir. Bu da tedavi

icin bilyiik bir avantaj olarak yorumlanmaktadir(23).
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Bobrek yetmezligi olan hastalar iizerinde yapilan ¢alismada doksazosinin etkinli§i ve
giivenirligi aragtirilmigtir. Sonugcta doksazosinin serum total kolesteroliinii diigtirdiigii ve
renal fonksiyonlan olumsuz yonde etkilemedigi saptanmistir(24).

Doksazosinin sigara igen hastalar iizerinde de etkili oldugu, sistolik ve diyastolik
kan basincinin kontroliinii sagladig1, sigaranin neden oldugu lipid anormalliklerini de
diizenledigi goriilmektedir(25). Hipertansif hastalarin biiyiik bir boliimiinde sigaranin
proveke ettigi bir solunum yolu hastalig1 bulundugu, bununda gesitli etkileri nedeniyle f-
blokerler ve ACE inhibitorleriyle giderilemedigi doksazosinin ise kan basincini
diisiiriirken solunum fonksiyon testlerini etkilemedigi goriilmiistiir(26-27).

Doksazosinin ayni etkiyi yapan diger ilaglarla karsilastirilmasi sonucu bir¢ok yonden
avantajli oldugu goriilmektedir. Bunlar lipid profilini olumlu etkilemesi, kardiyovaskiiler
riski azaltmasi, total kolesterolii, trigliserid diizeyini diisiirmesi ve yararli HDL
kolesteroliinii arttirdig1 seklinde belirtilmektedir(28).

2.5. Doksazosinin Farmakokinetik Ozellikleri

Doksazosin’in oral yoldan verildiinde gastrointestinal sistemden iyi absorbe
edildigi ve bu sekilde biyoyararlaniminin %65 kadar oldugu saptanmistir(29). Oral
yoldan verildiginde ilacin yaklagik 2 saat i¢inde en yiiksek plazma degerine ulastigi
bildirilmistir(30). Oral yada intraventz yoldan verildiginde, maksimum antihipertansif
etkiye genellikle 6 saat icinde ulagildig1 saptanmistir(31-32). Ayrnica yiiksek oranda (%98-
99) plazma proteinlerine baglandig: bildirilmistir(33-34). Hipertansif hastalarda
doksazosinin dagilim hacminin 3.4 kg oldugu ve eliminasyon yar: mriiniin 22 saat kadar

oldugu ve hipertansif etkisinin 24 saat boyunca siirdiigii saptanmistir(35).

2.6. Doksazosinin Metabolitleri

Temel olarak karacierde kinazolin kisminin O-demetilasyonu, benzodioksan
kisminin ise hidroksilasyonu yoluyla metabolize edildigi bulunmustur. Doksazosinin
primer metabolitleri 6 ve 7-0-demetil metabolitleri ve 6’, 7’ hidroksi iiriinleri oldugu
belirlenmigtir(5). Sekil 2.3 de doksazosin’in metabolitleri topluca gosterilmistir. Bu
metabolitlerin hepsinin inert oldugu, yaklagik %65’i metabolitleri yoluyla fegesle, %5

kadanda degismeden fecesle, diger % 5’ininde degismeden idrarla atildig1 saptanmusgtir.



Doksazosinin ¢ok yiiksek oranda plazma proteinlerine baglandig1 ve bu nedenle

hemodiyalizle bile organizmadan temizlenemedigi belirtilmektedir(31-36).
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Sekil 2.3. Doksazosinin metabolitleri

2.7. Doksazosinin Uzerinde Kantitatif Calismalar

Daha onceki boliimde doksazosin iizerinde herhangi bir kalitatif ¢aligmaya
rastlanmadigi1, ancak yiiksek basingli sivi kromatografisi ve ince tabaka sivi
kromatografisiyle yapilan kantitatif ¢aligmalara rastlandig: belirtilmisti.

Cowlishaw ve arkadaslarinin(2) yaptiklari bu galigma, plazma igerisindeki
doksazosinin tayini i¢in gelistirilmistir. Mobil faz olarak pH, 3.4’e tamponlanan 0.01
mol/lt sulu pentan siilfonik asit ve 0.02 mol/lt tetrametil amonyum hidroksit igeren ¢ozelti
secilmistir. Bu caligmada internal standart olarak prazosin HCl kullamlmustir. Plazmadan
doksazosin’in ekstraksiyonu i¢in dietileter kullanilmigtir.

Conrad ve arkadaglarinin(3) yaptig: bir diger ¢aligmada ise plazma igerisindeki
doksazosin miktarlan floresans dedektor kullanilarak yiiksek basingli sivi kromatografik
yontemle gerceklestirilmistir. Bu caligmada belirli oranlarda plazma ile internal standart

olarak kullanilan CP-19,105 igeren etil asetat karistirilmig ve belli siirelerde alinan



numuneler -70 °C’de dondurularak saklanmigtir. Deneyde kullanilan en diigiik
konsantrasyon sinir1 50 ng/mL en yiiksek konsantrasyon sinini ise 150 ng/mL olarak
belirlenmistir.

Cubeddu ve arkadaslarinin(4) yapti8: calismada ise kandaki doksazosin seviyeleri
florimetrik dedektor kullanilarak, yitksek basingli sivi kromatografisiyle duyarli bir
sekilde tayin edilmistir. Kan numuneleri pihtilagtiktan sonra 4 °C’de santrifiij edilmis ve
20 °C de saklanmistir. Doksazosin igeren serum numuneleri internal standart ilavesinden
sonra dietileter ile ekstre edilmis, daha sonrada orto fosforik asit ile ektre edilerek Cg
kolon kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen standart egriler icin limit degeri 0-15
ng/mL olarak bulunmustur.

Kaye ve arkadaglannin(5) yaptigi calismada ise, doksazosinin metabolitlerinin
insan, fare, sican ve kopeklerin plazma, idrar ve fecesleri igerisindeki miktar tayinleri
yiiksek basingli sivi kromatografisi ve ince tabaka sivi kromatografisi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Plazma ve idrar numuneleri seyreltilmeden Amberlite XAD-2 recine
kolonda kati faz ektraksiyonundan sonra plaklara uygulanmistir. Feges numuneleri ise ya
direkt yada metanol ile ekstre edildikten sonra plaklara uygulanmistir. 37 ©C de 1 gece
bekletildikten sonra idrar ve feges ii¢ ayn ¢oziicii sistemi kullamlarak silika plaklara tatbik
edilerek ince tabaka kromatografisiyle analiz edilmigtir.Yiiksek basingli sivi
kromatografisinde ¢aligmalar radyokimyasal dedektor kullanilarak gergeklestirilmistir.Bu
caligmada ince tabaka kromatografisinde kullanilan numuneler kullanilmig, mobil faz

olarak %45 metanol, 0.1 M tetrametil etilendiamin ve fosforik asit igeren pH 6 tamponu
kullandimustir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1 Deneylerdé Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Aletler
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Caligmalarda kullanilan doksazosin standartlar1 Pfizer Ila¢ Sanayii ve Ticaret
A.S.(Istanbul)’dan saglanmistir. Etiketinde % 99.97 (susuz) saflikta oldugu
belirtilmektedir. Deneylerde kullanilan diger kimyasal maddeler E.Merck(Almanya)
firmasinm iiretimi olup analitik safliktadirlar. Bu nedenle standartlar ve diger kimyasal
maddeler tizerinde herhangi bir saflastirma iglemi yapilmaya gerek duyulmamustir.

Kullamlan kimyasal maddeler agagida belirtilmigtir:

NaOH KBr

KOH Silikajel 60 GF254
K>HPO4 Metanol

KH,PO,4 Etanol

HCl1 Dimetilsiilfoksit
CH3COONa.3H,0 Grafit (toz)

KCl1

Kullanilan bidistile su laboratuvarimizda elde edilip tiim deneysel ¢aligsmalarda bu su
kullanilmastar.

Calismalarda miktar tayininde kullanilan ve doksazosin igeren tabletler yerel
eczanelerden saglanmasgtir.

3.1.2. Kullanilan aletler

Polarografik ¢aligmalarda PRG-5 model polaropulse polarograf, EGMA hiicre
standi, ¢aligma elektrodu olarak damlayan civa, kargilagtirma elektrodu olarak doygun
KCl icerisinde Ag/AgCl ve yardimct olarak da platin tel (hepsi Tacussel marka)
kullanilmugtir. Polarografik egriler BBC Goertz-Metrawatt SE 790 model yazici ile
kaydedilmigtir.

Kat1 elektrotlar (grafit, platin tel ve karbon pasta) tarafimizca laboratuvarda

hazirlanmagtir.
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pH olciimlerinde ve potansiyometrik titrasyonlarda Elektromag M 822 model pH-
metre ve Amagrus marka kombine cam elektrot kullamiimigtir.

IR spektrumlan, Shimadzu IR 435 model spektrofotometre kullanilarak almmugtir.

UV spektrofotometrik caligmalar Shimadzu UV-240 Graphicord model
spektrofotometre ile gerceklestirilmis, spektrumlar Shimadzu PR-1 model yazici ile
kaydedilmistir.

Ince tabaka kromatografik caligmalarda Shimadzu High Speed TLC Scanner CS 920
model densitometre ve Shimadzu CR 3 A model yazici1 kullanilmigtir.

NMR spektrumu JEOL-JNM-Ex 90 A FT NMR SYSTEM de alinmigtir.

Enme noktas: tayinleri Gallenkamp Melting Point Apparatusile yapilmastir.

Kondiiktometrik titrasyonlarda Consort K 720 model digital kondiiktometre ve
Tacussel marka CM.01/G tipi iletkenlik hiicresi kullanilmistir.

Yiiksek basingh sivi kromatografik ¢aligmalarda Ultracarb 5 ODS (20) model, UV
visible dedektor, (25x0.46 cm, 1.D, 5 p) kolon ve Shimadzu C- R4A entegrator
kullanilmistir.

Sicaklik parametrelerinin incelenmesi MT Lauda marka termostathi su banyosu
kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2. Saflik Kontrolleri ve Maddenin Tamnmasi ile Ilgili Caligmalar
3.2.1. Erime noktas: tayini
Erime noktasi tayini maddenin safliginin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir.

Erime noktas: tayini i¢in madde kapilere konulmus, iyice tabana oturmasi saglandiktan

sonra aletin haznesine konularak erime noktasina ulastig1 sicaklik gdzlenmistir.
3.2.2. IR spektrumu

IR spektrumunu kaydetmeye yetecek miktardaki doksazosin agat havanda KBr ile
kanstirildiktan sonra disk haline getirilmig ve IR spektrumu kaydedilmistir.

3.2.3. NMR spektrumu

20 mg dolayinda standart doksazosin dg-dimetilsiilfoksitte ¢oziilerek proton NMR’1
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cekilmistir. Kosullar Sekil 4.2 deki spektrum iizerinde belirtilmektedir.

3.3. Doksazosin Cozeltilerinin Dayanikliligimin Incelenmesi

Literatiirlerde doksazosinin dayaniklili:1 ile ilgili herhangi bir bulguya
rastlanamamistir. Bu nedenle asidik ve bazik ortamda hazirlanan ¢ozeltilerin bir hafta
siireyle polarogramlari alinmis, limit akim degerlerinde bir degisiklik gézlenmemisgtir.
Buda hazirlanan doksazosin ¢ozeltileriyle en az bir hafta siireyle caligilabilecegini
gostermektedir.

Yinede hazirlanan ¢ozeltiler koyu renkli bir sisede saklanarak, kullanilmadi8:
siirelerde buzdolabinda.tutulmustur.

3.4. Ince Tabaka Kromatografisinde Yapilan islemler

Ince tabaka kromatografisi galigmalan igin 27.7 mg dolayinda standart doksazosin
tartilmug ve su ile 50 mL’ye tamamlanmugstir. Boylece stok ¢ozelti 1.01x10-3 M olarak
hazirlanmigtir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle 1.01x104 - 5.05x104 M derisim araliginda
bir seri ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir ¢ozeltiden 5 pL olacak sekilde silikajel 60 GF 554
ile kaplanmig 20x20 cm’lik cam plaklar iizerine uygulanmistir. Hareketli faz olarak
metanol: kloroform: asetik asit (70:30:1) sistemi kullamlmistir. Siiriiklenme (developman)
siirecinde hareketli faz 10 cm yiiriitiildiikten sonra plaklar tanktan ¢ikarilip kurutulmus,
UV lambas: altinda 254 nm’de lekeler incelenmistir. Densitometrik l¢iimler 330 nm’de
yapilmstir.

3.5. Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyonla Yapilan Islemler

Doksazosinin potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyonunu yapabilmek igin 40
mg dolayinda doksazosin tartilmus iizerine 10 mL alkol ve 40 mL su ilave edilerek analize
hazirlanmustir. Bu hazirlanan ¢ozelti Potasyum hidrojen ftalat ile ayarlanmig 0.0490 N
NaOH ¢ozeltisi kullanilarak kondiiktometrik ve potansiyometrik olarak titre edilmigtir.Bu
titrasyon iglemi sirasinda ilave edilen sodyum hidroksit ¢ozeltisinden sonra pH’da

meydana gelen degisiklikler kaydedilmistir.
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3.6. Yiiksek Basingli S1v1 Kromatografisinde Yapilan Islemler

Doksazosin’in yiiksek basinglt sivi kromatografisiyle yapilan galigmalarinin
floresans dedektor ve radyokimyasal dedektor kullanilarak gerceklestirildigi
goriilmektedir(2-5). Bu calisma, UV dedektor kullanilarak yapilmistir. Bunun igin 8 mg
dolayinda doksazosin tartilmis 5 mL. metanolde ¢oziilerek su ile 10 mL’ye
tamamlanmigtir. Boylece derisim 1.46x10-3 M olarak belirlenmistir. izokrotik sistemde,
mobil faz olarak %80 metanol kullanilarak, akim hizi 1 mL.dak"! olacak sekilde
ayarlanarak 10 puL’lik uygulama yapilmustir. UV visible bolgede 330 nm dalga boyunda
UV dedektor kullanilarak kromatogramlar kaydedilmigtir.

3.7. UV Spektrofotometrik Calismalarda Yapilan Islemler

3.7.1. Stok ¢ozelti

UV spektrofotometrik caligmalar igin yine polarografik ¢alismalarda kullanilan ve
aym sekilde hazirlanan 2.02x104 M’lik stok doksazosin ¢ozeltisi kullanilmistir.
Seyreltmeler bu stok ¢ozeltiden hareketle yapilmustir. Seyreltme ¢ozeltisi ve kor (blank)
olarak su kullanilmigtir

3.7.2. UV spektrofotometrik kosullar

UV spektrofotometrik ol¢limlerde slit araligi 1 nm olarak alinms, spektrumlar 190-
400 nm dalga boyu aralig: taratilarak alinmigtir. Orjinal absorbans spektrumu i¢in
absorbans degerleri O ile 2.000 arasinda olacak sekilde seyreltmeler yapilarak olgtimler
gergeklestirilmistir. L. tiirev spektrumu igin absorbans aralig1 + 0.30, II. tiirev spektrumu
icinde + 0.055 olarak degistirilmis, diger parametreler aymi kalarak spektrumlar
kaydedilmistir.

3.8. Polarografik Caligmalardaki Islemler

3.8.1. Stok ¢ozelti
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27.7 mg doksazosin tartilmig, 50 ml lik bir balon jojeye aktarilmis ve su ile 50
mL’ye tamamlanmigtir. Bu ¢ozeltinin ¢alismalarimiz igin oldukca derisik oldugu
belirlendiginden bir kez daha seyreltilmesi uygun goriilmiis ve bu ¢dzeltiden 10 mL
alinarak su ile 50 mL’ye tekrar seyreltilmistir. Boylece polarografik calismalarimizda
kullanilacak stok ¢gozelti 2.02x104 M olarak belirlenmistir.

3.8.2. Tampon c¢ozeltiler

Polarografik ¢aligmalarda kullanilan tampon ¢ozeltiler icin 1 M derisimlerde asetat ve
fosfat tamponlari stok olarak hazirlanmigtir. pH 1.05-5.5 arasi igin asetat tamponlan
(CH3COONa.3H,0 tuzundan hareketle), pH 6.04-9.5 arasi icin de fosfat tamponlar
(KH,PO4 ve KoHPOQ4 tuzlarindan hareketle) hazirlanmagstir. Doksazosin pH 7.08 den
sonra polarogram vermediginden daha yiiksek pH’larda tampon c¢ozeltilerin
kullanilmasina gerek duyulmamig, pH ayarlamalarinda derisik HCl ve doygun KOH
kullanilmusgtir.

3.8.3. Tagyic1 elektrolit sistemi

Polarografik caligmalarda tagiyic: elektrolit olarak 0.2 M KCl ve 0.2 M tampon
¢ozelti ve % 20 etanol igeren sulu sistem kullamlmugtir.

3.84. Polarografik calisma kosullan

Doksazosin’in polarografik davraniglarinin incelenmesi icin teknik olarak dogru
akim polarografisi secilmistir. Civa rezervuanna uygulanan basincin, civanin damlama
siiresinin, caligma ¢ozeltisi sicakliginin, potansiyel tarama hizinin, ortamin pH’1nin, ve
doksazosin derigiminin smir akimu iizerindeki etkiler aragtinlmusgtir. Ayrnica, tersinirlik ve
elektrokapiler egri gibi olaylar da incelenmistir. Bu parametreler incelenerek en uygun
caligma kosullan saptanmustir.

Hazirlanan ¢ozeltiler igerisindeki ¢oziinmiis oksijenin damlayan civa elektrot
iizerinde indirgenebilecedi ve bundan dolay: polarografik ¢aligmalar icin sakincals
olabilecegi de gdzoniine alinmigtir. Bu etkileri ortadan kaldirabilmek igin galigmalar
siirecinde ¢ozeltilerden 10 dakika siire ile saf azot gaz: gegirilerek ortamdaki oksijenin
uzaklastirdmasi saglanmugtir.

Dogru akim polarografisi ile elektroanalitik incelemeler yapilmig ve kalibrasyon
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grafi8i cizilmig, miktar tayinleri ise diferensiyel puls polarografisi (DPP), asir1 yiiklenmis
artan genlikli puls polarografisi (SIAPP) ve asiri yiiklenmis sabit genlikli puls
polarografisi (SCAPP) teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.9. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanis:

Farmakopelerde doksazosin i¢in heniiz bir monograf bulunmamaktadir. Bu nedenle,
doksazosin icin farmakopelerin 6nerdigi genel iglemler uygulanmstir. Yerel eczanelerden
saglanan ve tek bir firmanin 2 ve 4 mg olarak iiretilen ilaglan kullanilmustir.

Farmakopelerde onerilen genel islemiere gore her bir iiriinden 10 tablet igerigi
tartilarak, tabletler porselen bir havanda toz edilmis ve renkli siselerde saklanmstir.

Miktar tayinlerinde toz haline getirilmig bu 6rnekler kullanilmugtir.
3.9.1. Ince tabaka kromatografik yontem ile preparatlardaki doksazosinin tayini

Bu amacla, Boliim 3.4 de verilen kosullarda ¢aligilmistir. Son derece iyi bir
kalibrasyon egrisi elde edildigi ve ayn1 derisim ve kogullardaki standart doksazosin ile
siiziilmemis doksazosin preparat igerikleri ayn: plak iizerine egit miktarlarda
uygulanmigstir. Lekelerin stiriikklenmesi sonucunda lekelerin UV lambasi altinda oldukga
diizenli goriinmelerine karsin, densitometrik ol¢iimlerde biiyiik farkliliklar elde edilmistir.
Bunun nedeninin siiziilmeden uygulanan doksazosin ¢ozeltilerinden kaynaklandig:
sanilmaktadir. Bu verilere dayanarak ince tabaka kromatografik yontem ile doksazosin
¢ozeltilerinin siiziilmesi sonucu yapilan miktar tayinlerinde oldukga iyi sonuglar
alinabilecegi diigiiniilmektedir.

Bu sonuglara gore doksazosinin TLC densitometrik tayininin siiziilmiis doksazosin

gozeltilerinde duyarlik ve segicilikle uy gulanabilecegi soylenebilir.

3.9.2. Potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon ile tabletlerdeki doksazosin
tayini

Boliim 3.5 de belirtildidi gibi 40 mg dolayinda doksazosin 0.0490 N NaOH cozeltisi
ile titre edilebilmekte ve doniim noktasi kolaylikla hesaplanabilmektedir. Ancak
tabletlerdeki doksazosin miktarinin 2 ve 4 mg gibi oldukga az olmasi titrantin 10 kez daha

seyreltik olmasini gerektirmektedir. Bu kogullarda titrasyon egrisinin geklide
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de8igeceZinden doniim noktas:1 duyarlh bir gekilde hesaplanamamaktadir. Bu kogullar
altinda kondiiktometrik ve potansiyometrik titrasyon ile doksazosinin miktar tayininin
olast olmadi81 soylenilebilir. Bu sekilde yapilan potansiyometrik titrasyonlarda 30-40 mg
dolayinda standart doksazosin ve 0.05 N dolaymda NaOH ¢ozeltisi kullanilarak % 94-
99.11 arasinda degisen sonuglar elde edilebilmektedir. Ayni kosullarda gerceklestirilmis
kondiiktometrik yontemle elde edilen sonuglar ise % 90-94 olarak bulunmustur. Tiim bu
bulgulara gore potansiyometrik ve kondiiktometrik yontemlerin doksazosinin tayininde
kullanilacag: sOylenilebilir. Ancak tabletler i¢indeki doksazosin miktarinin (2-4 mg) gibi
oldukga diisiik olmasi bu yontemlerin doksazosinin miktar tayinlerinde kullanilmasim
giiclestirmektedir.

3.9.3. UV spektrofotometrik yontem ile preparatlardaki doksazosin tayini

Bu yontemin kullanildi8: ¢aligmalarda, polarografik ¢alisma igin hazirlanan
siiziilmiis 6rpeklerden yararlanilmigtir. Polarografik ¢aligmalarda kullamilan siiziilmiig
¢ozeltinin 3 ml.’si 100 mL ye tamamlanms ve 330 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiigtiir. Kor
gozelti (blank) olarak su kullanilmustyr. '

Preparatlar icerisinde sadece doksazosin bulundugundan, olciimlerde orijinal
absorbans spektrum verileri kullanilmig, tiirev spektroskopisi ile tayinlere gerek
duyulmamistir. Okunan absorbans degerlerinden hareketle Cizelge 4.1 de verilen
kalibrasyon denklemi kullanilarak preparatlar icerisindeki doksazosin miktar
hesaplanmugtir.

3.94. Polarografik teknikler ile preparatlardaki doksazosin tayini

Polarografik ¢aligmalarigin ortalama tablet agirlidina yakin duyarh tartimlar alinmas,
50 mL’lik balon jojeye aktanilmugtir. Doksazosinin suda ¢6ziindiigii goz Oniine alinarak
¢oziicii olarak su kullamlmug ve tiim doksazosinin ¢oziinebilmesi i¢in magnetik bir
kangtirici yardimiyla 10 dakika kanstiriimasi saglanmustir. Daha sonra hazirlanan ¢ozelti
iki esit pargaya boliinmiig ilk 25 mL’lik kisim ucuna bir filtre takilmig sinngadan
siiziil miigtiir. Ikinci 25 mL’lik kisim ise siiziilmeden kullanilmugtir. Siiziilmiig ve
siiziilmemig ¢ozeltilerden 3’er mL alinarak polarografik hiicreye konmus ve ii¢ ayn teknik
ile elde edilen kalibrasyon denklemleri kullamlarak doksazosin miktarlar hesaplanmugtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Doksazosinin Saflik Kontrolleri ve Taninmasi ile Ilgili Caligmalar

4.1.1. Doksazosinin erime noktasi tayini

Standart doksazosin mesilat i¢in yapilan erime noktasi tayininde, doksazosinin 280-
285 ©C arasinda bozunarak eridigi gozlenmistir. Literatiirlerde doksazosinin erime
noktasina ait bir veriye rastlanmamigtir. Ancak doksazosin hidrokloriir’iin erime noktasi
289-290 °C olarak verilmistir. Bu degerde bizim bulgularimiz ile birbirine oldukca
yakinlik gostermektedir.

4.1.2. Doksazosinin IR spektrumu

Doksazosinin KBR icerisinde alinmig IR spektrumu Sekil 4.1°de verilmektedir.
Sekil 4.4.1 incelendiginde gozlenen karakteristik piklerin yorumu sdyledir.

3176 cm! (Aromatik hidrokarbonlar)

3338 cm'l (N-H)

1661 cm-! (C=0)

1632- 1531 cm-1 (C=N, C=0C)

1209-1042.cm! (C-0)

1492-1438.cm! (S=0) gerilmelerine ait oldugu goriilmektedir.

; 4 ‘ | iico.e
|

20,0} N .
ol howers mmme " haeee  Teees oy

Sekil 4.1. Doksazosinin IR spektrumu
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4.1.3. Doksazosinin Proton NMR Spektrumu

Doksazosinin proton NMR spektrumu $ekil 4.2. de verilmektedir, bu spektrum
incelendiginde;

2.530-2.448 ppm arasinda goriillen pikler dg-dimetilsiilfoksit icerisindeki
dotorolanmamus sekle ait piklerdir. 3.750-3.839 ppm arasinda goriilen pikler CH30
protonlar ile ilgilidir. 3.903-4.094 piperazin halkasi CH, ve metoksi protonlarina,
4.224-4.388 ppm aras: benzodioksanin CH, protonlarina, 5.299-5.335 ppm
benzodioksanin CH protonlarina, 6.867-6.884 benzodioksanin aromatik gruplarnna, 7.25
ppm’ de kinazolin grubunun aromatik CH , 7.67 ppm’de kinazolin grubunun aromatik

CH , 8727 ppm’de NH,, 11.737 ppm’de CH3SO,H protonlarina ait pikler
goriilmektedir.

12-JAN-85 10: 45: 22

1H-NMR/GA-1.4n.0MS0 MENUF 1H20PPM
( GBNUC $H
=3 3 s s =3 =] OFR 89.45 MHz
S S S S S S 0BSET §0.00 kHz
i e ° ° e e OBFIN 3700.0 Hz
Pu4 15.5 us
l 1 l 1 l 1 INT 3.0 sec
POINT 32768
' TIMES 16
DuMMY 0
FREQU 1800.5 Hz
ACQTM 9.100 sec
PD 3.000 sec
RGAIN 22
BF 0.10 Hz
EXMOD NON
IRNUC H
IFR 89.45 MHz
IASET 50.00 kHz
IRFIN 3700.0 Hz
IRRPW 80 us
IRATN 514
DFILE 6A1
COMNT 1H-NMR/GA-1.4n.0OMSC
SF CH5
SLVNT DMSO
EXREF 2.49 pom
LKLEV 255
LGAIN 18
LKPHS 110 deg
LXSI6 581
CSPED 19 Hz

Sekil 4.2. Doksazosinin proton NMR spektrumu



19

4.2. Doksazosinin Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografik galigmalar i¢in 1.01x103 M doksazosin g¢bzeltisi
hazirlanms, 1.01x104 - 5.05x10 M derisimlerde hazirlanan bu ¢6zeltilerden 60 GF 554
ile kaplanmis plaklara 5 uL’lik uygulamalar yapilarak kalibrasyon grafigi
cizilmistir.[A(pik alan1)= 10076096 C(mg.mL-1) - 542.2 ; r=0.9998] gibi oldukea iyi bir
korelasyon elde edilmistir. Hareketli faz olarak metanol:kloroform:asetik asit (70:30:1)
sistemni kullanilmigtir. Densitometrik lgiimler 330 nm de yapilmustir. Doksazosin iceren
tabletlerden 3.03x104 M olacak gekilde siiziilmeden hazirlanan ¢ozeltilerden plaklara 5
ul’lik uygulamalar yapilmis ve standart doksazosin ¢ozeltisinden elde edilen sonuglarla
kargilagtinilmigtir. Ancak boliim 3.9.1 de belirtildigi gibi lekelerin oldukga diizensiz
oldugu gozlenmistir. Elde edilen verilere gore bu yontemin siiziilmiis tablet ¢ozeltilerine

uygulandiinda iyi sonug alinabilecegi sdylenebilir.

4.3. Doksazosinin Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyonu

Doksazosin’in sudaki ¢oziiniirligii oldukea iyidir. Buna karsin, yinede ¢oziintirligi
arttirmak amaciyla %20 oraninda alkol kullanilmistir. Doksazosinin sulu ¢ozeltisi zayif
asidik ozellik gostermektedir. Bu nedenle, zayif bir bazla titre edilmesi uygun
goriilmiistiir. Bu amacla, 40 mg dolayinda standart doksazosin duyarli olarak tartilmag bir
behere alinarak 10 mL alkol ve 40 mL su eklenerek analize hazirlanmigtir. pH-metrenin
ve kondiiktometrenin kalibre edilmesinden sonra hem pH 6l¢iim elektrodu hemde
iletkenlik hiicresi birlikte titrasyon kabina batinlarak her iki sinyal birlikte okunmusgtur.
Boylece bu iki titrasyon ayni kosullarda gerceklestirilerek sonuglarin birbirleri ile
kargilagtirilma olanag: saglanmugtir.. .

Doksazosin ¢ozeltisi, potasyum hidrojen ftalat ile ayarlanan 0.0490 N NaOH
gozeltisi ile titre edilmigtir. Her baz ilavesinden sonra pH degerinin sabit kalmasi igin
belirli bir siire beklenmesi gerekmektedir. Baglangigta berrak olan ¢ozeltinin baz ilavesi
sonucu belli pH degerinin iizerinde bulandi$1 gozlenmistir. Buda bazik ortamda
doksazosinin ¢oziintirliigiiniin azaldigim gostermektedir.

Titrasyon siirecinde, eklenen baz hacmine karsi hem pH hemde iletkenlik deSerleri
ayni anda kaydedilmistir. Potansiyometrik yontem icin eklenen baz hacmna karg1 okunan
pH degerleri grafige gegirildiginde Sekil 4.3 de goriilen sigmoid bigimli tipik bir titrasyon



20

egrisi elde edilmigtir. Doniim noktas: bu sigmoid egrinin degerlendirilmesi ile I. ve II.

derece tiirevleri kullanilarak hesaplanmustir.

v/d

17

10

12 14 16 18 20

12 604
[1- -
10 40 4
9...
8_ 204
7-
2
- < -
) = 0
o
5 <
¢$
e T | T T 7 -204
0 10 12 14 16 1.8 20
mL 0.0490 N NaOH .
-40-
4
...60...
12
10—
-80-
8]
6-
4 -]
2..
0 +#— T T 1 T T

0 10 12 14 16 18 20
mL 0.0490 N NaOH

mL 0.0490 N NaOH

Sekil 4.3. Doksazosinin potansiyometrik titrasyon egrisi
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Kondiiktometrik yontemin degerlendirilebilmesi igin titrasyon siirecinde okunan
iletkenlik degerleri tizerinde hacim diizeltmesi yapildiktan sonra, eklenen baz hacmine
kars1 grafige gecirilmistir. Sekil 4.4 den de goriilecegi gibi kondiiktometrik titrasyonda da
beklenilen farkli egimdeki iki dogru elde edilmistir. Ancak doniim noktasi

potansiyometrik titrasyonda elde edilen sonuca oranla farkhilik estermektedir.
-]
180

140 +

Hetkenlik (n5)

100

60+

Vaon (mL)

Sekil 4.4. Doksazosinin kondiiktometrik titrasyon egrisi

4.4. Doksazosinin Yiiksek Basingh S1va Kromatografisi ile Incelenmesi

Doksazosinin HPL.C kromatograminin kaydedilmesi siirecinde, 1.46x103 M
doksazosin ¢ozeltisinin izokrotik sistemle Cjg kolonda %80 metanol:su kanigimi
kullanarak 330 nm de UV dedektor ile ayinmi saglanmugtir. Elde edilen verilere gore,
doksazosinin alikonma siiresinin 6.2 dakika, N= 2 & ( ty; h/A)? esitliginden hesaplanan
teorik plaka sayistnin 120 000 dolayinda oldugu bulunmugtur. Bu esitlikte, N teorik
plaka sayisiny, ty ; alikonma siiresini, h pik yiiksekligini ve A pik alanini simgelemektedir.
Doksazosinin yukarida verilen kosullarda kaydedilen kromatogramu Sekil 4.5 de

sunulmaktadir.
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Sekil 4.5. Doksazosinin HPLC kromatogrami

4.5. Doksazosinin UV Spektral Karakteristiklerinin Incelenmesi

Doksazosinin UV spektral karakteristikleri 4.04x10-5 M’lik sulu ¢bzeltisi
kullanilarak 190-400 nm ler arasinda; Ozgiin, birinci ve ikinci tiirev egrileri
kaydedilmisgtir. Ozgiin spektrum igin 0-2.000, birinci derece tiirev egrisi igin +0.3, ikinci
tiirev egrisi icin +0.055 absorbans araliklan kullamilmagtir. Kaydedilen spektrumlar Sekil
4.6 da verilmektedir.



23

«u. »m_.u.m @ ~-{, B85
£ 2 &

i
?

S
=
iz
o

AR
P

R
1

_—
2

Sekil 4.6. Doksazosinin Artan Derigimlerde Ozgiin (1),1.Tiirev (2), II. Tiirev (3) Spektrumlari



Doksazosinin UV spektral karakteristikleri Cizelge 4.1 de verilmektedir

Cizelge 4.1.Doksazosinin UV spektral karakteristikleri

Orijinal absorbans spektrumu

Dalga boyu (nm) 329.9

Egim C(M) 9084.15

Kesim 0.0031

Korelasyon katsayisi 0.9999
€ ort

(abs.L.mol -lem-1) 9012.70

I.Tiirev spektrumu

Dalga boyu (nm) 270 (+) 350 (-)

Egim C(M) 1396.03 2871.28

Kesim 0.0002 0.0028

Korelasyon katsayist 0.9998 0.9999
€ ort

(abs.L.mol -1cm-1) 1391.08 2811.21

IL.Tiirev spektrumu

Dalga boyu (nm) 352 (+) " 340 ()

Egim C(M) 504.95 707.42

Kesim 0.0001 0.00055

Korelasyon katsayisi 0.9989 0.9996
€ ort

(abs.L.mol -lcm-1) 509.68 692.91

24
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Cizelge 4.1 deki derisim-absorbans iliskilerinden gikarilan kalibrasyon denklemleri
ve korelasyon katsayilar1 gbzoniine alindiginda 6zgiin ve I.tiirev spektrumlar igin
belirtilen tiim dalga boylarinda II. tiirev icin ise 352 nm’de pozitif absorbans bdlgesinde,
Lambert-Beer yasasina uyan dogrusalliklar oldugu goriilmektedir. I1.tiirev spektrumunun
diger piklerinde ise korelasyon katsayisinin biraz daha diisitk oldugu bulunmustur. Bu
sonug bize baz1 noktalarin dogrusalliktan belirli 6l¢iide saptigini gostermektedir. Bu
kiiciik sapmalar aletin okuma duyarliligindan ve ol¢iim farkliliklarindan
kaynaklanabilmektedir. Biitiin bunlar g6zoniine alindiginda II. tiirev spektrumununda
Lambert-Beer yasasina uydugu sdylenebilir.

Doksazosinin UV spektrofotometrik yontemle tayini icin Cizelge 4.1 de verilen
karakteristiklerdeki tiim piklerin analitik agidan degerlendirilebilir oldugu, belirtilen

derisim araliginda duyarls tayinlerin yapilabilecegi sonucuna vanimaktadir.

4.6. Doksazosinin Polarografik Davraniglaninin Incelenmesi

Yapilan bir ¢aligmada asidik ortamda kinazolin grubunun 2 elektron vererek
indirgendigi belirtilmektedir. Bu ¢aligmadan yola ¢ikilarak doksazosinin yapisinda
bulunan kinazolin grubunun da ayni sekilde 2 elektronla indirgendigi saptanmus,

caligmalar bu dogrultuda gerceklestirilmistir(37).
4.6.1 Coziicii ve Tastyict Elektrolit Bilesenlerinin Polarografi Uzerine Etkileri

Doksazosin’in sudaki ¢oziiniirliigliniin iyi olmasi ve zayif asit karakteri
sergilemesinden dolay1, sulu bir elektrolit ¢odzeltisi kullanilmasi amacglanmistir.
Coziiniirliigii arttirabilmek igin alkol kullanmanin iyi olacag: diisiincesinden hareketle
cesitli derigimlerde etanol kullanilarak polarogramlar kaydedilnﬁ§tir. Cesitli yiizdelerde
etanol igeren 0.2 M KCl ve pH 3.33 tamponunda 1.01x104 M doksazosin
polarogramlan Sekil 4.7 de verilmektedir.
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1572055550
6
0.125 pA

alkelsz
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1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Potansiyel -E(mV) d.Ag/AgCl’e kars1

Sekil 4.7. Etanol derisimlerinin limit akim lizerine etkisi

Sekil 4.7 den goriildiigii gibi morfolojik agidan en iyi polarogramin % 20 etanol
igeren ¢ozeltide elde edildigi goriilmektedir. Tasiyici elektrolitin diger bilesenleri igin;
0.2 M KCl sabit tutulmug, ¢esitli tampon sistemleri degisik oranlarda incelenmis sonugta
0.2 M tampon derigimi ile asetat ve fosfat tamponlarmin en uygun oldugu bulunmugtur.

Bu bulgulara bagl: olarak tagiyici elektrolit bilesiminin %20 etanol 0.2 M KCl ve
0.2 M tampon igeren ¢ozelti oldugu belirlenmistir. 0.2 M KCl, 0.2 M tampon ve %20



27

etanolden olusan tagtyict elektrolit igerisindeki 6.02x10-> M derisimdeki doksazosinin
- 1000 mV baslangig potansiyeli, 4 mV.s"! potansiyel tarama hizi, 0.8 s damlama siiresi,
1000 din.cm™ basingta ve gesitli pH’larda dogru akim polarogramlar kaydedilmisgtir.
Hiicre icindeki ¢ozeltinin pH’1 kayittan once ve sonra okunarak pH’larin degisip
degismedigi gozlenmistir. Polarogram oncesi ve sonrast pH lar: arasindaki degisiklik
0.01-0.04 birim kadar olmaktadir. Bu durum ortamin pH inin ¢aligma siiresince sabit
kaldigin1 ve tamponlamanin iyi oldugunu gostermektedir. pH 1.50-6.04 arali$: asetat
tamponlari, 6.50-9.52 arali1 icinde fosfat tamponlarni kullanilmistir. Elde edilen
polarogramlar Sekil 4.8 de ii¢ boyutlu olarak gosterilmistir.

Sekil 4.8 incelendiginde pH 1.50 de beliren tek basamakli egrilerin pH 7.08’e kadar
gayet giizel bir morfoloji gosterdigi goriilmektedir. PH 7.08’den sonra egrinin

kaybolmaya bagladig1 ve pH 9.52’de yok oldugu gozlenmektedir.

Akim giddeti (uA)
/l
§\
\
> \
N 3

\ \ \ . \ \ \ \
(8 W W, W W S W A
-1000 -1100 -1200 -1300 -1'1.00 -1500 —-160(? -1700 -1800

Potansiyel -E(mV) d.Ag/AgCl’e kars1

Sekil 4.8. Doksazosinin gesitli pH lardaki dogru akim polarogramlari
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4.6.2. pH-sinur akimi iligkisi

pH’a kars1 simir akimlannin degisim grafigi Sekil 4.9 da verilmektedir. pH daki
kiiciik degismelerle sinir akimlann biiyiik ol¢iide degistigi gozlenmektedir. Doksazosinin
bazik ortamda ¢6ziiniirliigiiniin az olmas: nedeniyle asidik ortamda galisilmasina karar
verilmistir. Yapilan calismalarda pH 3.55 disindaki diger pH larda kalibrasyona
gidildiginde kaymalar gozlenmistir. Bu nedenle tiim caligmalarin pH 3.55 de yapilmasina

karar verilmistir.
0.16-
[+]

~ 0.1 2 T
< °
=
E 4
o
‘@ 0.08-
&
-4
< .

004

0 T ] 4 i | I T T

pH

Sekil 4.9. pH a kars: sinir akimlannin degisimi

4.6.3. pH-yan dalga potansiyelleri iligkisi

Sekil 4.8 da topluca gosterilmis olan dogru akim polarogramlarinda simr akimlarinin
ve bundan yararlanarak log[(i/ig-i)] iliskilerinin hesaplanmasi ile pH’a bagl: olarak yarn-
dalga potansiyellerinin (E;;) degisimi ve no degerleri de hesaplanarak incelenmistir.
Asetat ve fosfat tamponlan ile yapilan ¢alismalarda elde edilen degerler Cizelge.4.2.de
toplanmislardir.

pH’a kars1 yar: dalga potansiyel degerleri grafige gecirldiginde pH 1.50-3.03,
3.55-5.51 ve 6.04-7.08 araliinda lineer ii¢ dogru elde edilmigtir. Bu dogrularnn

denklemleri sirasiyla;
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Ej»(mV) = -38.76pH-1179.78 ; 1=0.9984,
Eq/»(mV) = -68.11pH-1088.58 ; r=0.9942
Eq»(mV) = -46.49pH-1242.78 ; r=0.9969

seklindedir. Bu verilere dayanarak yar: dalga potansiyellerinin pH’a bagli olarak degistigi
soylenebilir(Sekil 4.10).

—~1600-

e

- 1400 /

~1200— /

Ej» (mv)

-1000+

N
AL}

Sekil 4.10. pH a kars1 yari-dalga potansiyellerinin degigimi
4.6.4. pH-na degerleri iligkisi

pH a karsi na grafigi Sekil 4.11 de verilmektedir. Sekildende goriildiigii gibi
hesaplanan na degerlerinin pH dan bagimsiz olarak 3 dolaymmda bulundugu gézlenmistir.

Yukandaki bulgulardan yararlanarak doksazosinin polarografik davraniglarinin ve
parametrelerinin incelenmesinin pH 3.55 dolayinda %20 etanol 0.2 M KCl ve 0.2 M

asetat tamponunda yapilmasina karar verilmistir.
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Cesitli pH larda elde edilen sinir akimlari, yar: dalga potansiyelleri ve na deZerleri

topluca Cizelge 4.2. de verilmektedir.

Cizelge 4.2. Cesitli pH larda simir akimy, yari-dalga potansiyeli ve no degerleri

__pH 150 | 205 | 265 | 303 | 355 | 397 | 457 | 513 | 551 | 604 | 650 | 7.08
is (LA) 104 | 112 | 126 | 122 | 112 | 124 | 131 | 119 13 13 128 | 114
12(-mV) | 12392 | 1257.1 | 1282.9 | 1297.7 | 1337.66| 1349.9 | 1399.9 | 1434.76| 1466.1 | 1524.88 | 1542.80| 1572.9
__na 310 | 280 | 295 | 312 § 265 | 312 | 319 | 284 | 345 | 350 | 360 | 328
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4.6.5. Basing-simur akimi iligkisi

Civa iizerine uygulanan basing, polarografik akimi kontrol eden faktorlerin
belirlenmesinde oldukg¢a 6nemli bir parametredir(38). Polarografik akimi kontrol eden
faktorler adsorpsiyonel, diffiizyonel, kinetik ve katalitik akimlardir. Adsorpsiyon
kontrollii olaylarda sinir akiminin degismesi basing ile, diffiizyon kontrollii akimlarda ise
basincin karekokii ile dogrusal iligkilidir. Katalitik ve kinetik akimlarda ise sinir akimlan
civa iizerine uygulanan basingtan bagimsizdir. Bu diigiincelerden hareketle 4.04x10-5 M
doksazosin ¢ozeltisinin pH 3.55’de %20 etanol 0.2 M KCl ve 0.2 M asetat tampon
sistemi igerisinde -1400 mV sabit potansiyelde, ve 0.8 s damlama siiresi kosullarinda,
oksijeni uzaklagtirildiktan sonra 200-1400 din.cm™ aralifinda degisen basinglar
uygulanarak sinir akimlarn 6l¢iilmiistiir. Sinir akimlarinin uygulanan basing ve basincin
karekokii ile olan iligkileri Sekil 4.12 de gosterilmistir. Sekil 4.12 incelendiginde sinir
akiminin degisimi uygulanan basincin karekokii ile ig(uA)=1.622x103 1/ P(din.cm™2)-
0.00137; r=0.9987 denklemine uyan dogrusallik gostermektedir. Sinir akimi-basing
iligkisinde ise ark tipi bir egri elde edilmektedir. Bu sonuglar asidik ortamda polarografik

akimi kontrol eden faktoriin diffiizyonal oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. Basing-sinir akimu iligkisi
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4.6.6. Smir akimi-damlama siiresi iligkisi

Simir akiminin civanin damlama siiresi ile iligkisi, polarografik akimin karakterini
agiklamakta yararhi olabilmektedir. Ancak bu degerlendirmeler genellikle tersinir
(reversible) sistemler i¢in daha duyarli olmakta, tersinir olmayan (irreversible) sistemlerde
ise beklenilenden farkli sonuglar da gbzlenebilmektedir. Smir akimlan, polarografik akimi
etkileyen faktorlerden diffiizyonel karakterli olanlarda damlama siiresinin 1/6’1nci,
adsorpsiyon kontrollii olanlarda -1/3’iincii, kinetik ve katalitik kontrollii olanlarda ise
2/3’iincii kuvveti ile dogrusal iligkili olmaktadir(38).

pH 3.55 de polarografik akimu etkileyen faktoriin ne oldugunun damlama siiresine
gore aragtinlmasi amaciyla 1.01x10-4 M doksazosin ¢ozeltisinin 0.2 M KCl, 0.2 M asetat
tamponu igeren tagryict elektrolit sistemi icerisinde -1400 mV sabit potansiyelde, 1000
din.cm™ basingta ve 0.6-1.6 s araliginda degisen damlama siirelerinde sinir akimlari
ol¢lilmiistiir. Damlama siirelerinin -1/3 2/3 ve 1/6’ mc1 kuvvetlerine kars1 dlgiilen sinir
akimi degerleri grafige gecirildiginde sadece 1/6’1nc1 kuvvetine kars1 ¢izilen grafigin
dogrusal oldugu digerlerinde ise bir dogrusallik gozlenmedigi saptanmigtir. Ancak
calisma pH’1 olarak belirlenen 3.55 de sistemi etkileyen faktoriin diffiizyonel oldugu
basing iligkisi incelendiginde de saptandigindan bu iki veri birlestirildiginde burada da

sistemin diffiizyon kontrollii oldugu sonucu ¢ikarnilmaktadir.
4.6.7. Sicakliin smir akims iizerine etkisi

Sicakligin sinir akimu iizerine etkisi de polarografik akimun karakterini belirlemek
icin yararlanilabilen bir parametredir. Diffiizyon kontrollii sistemlerde sinir akimu artiginin
derece basina yaklasik %1.3 olmasi gerektigi verilmektedir(38). 4.04x10°> M
doksazosinin ve tagiyici elektrolitin -1400 mV sabit potansiyelde pH 3.55’de %20 etanol
0.2 M KCI 0.2 M asetat tamponu igerisinde 0.8 s damlama siiresi ve 1000 din.cm2
basingta 22-45 ©C arasindaki sicakliklarda sinir akimlan l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler
Sekil 4.13 deki grafikte gosterilmistir. Simr akimu ile sicaklik arasinda is(nA)=3.7x103
T(°C) - 0.0537 ; r=0.9993 iliskisi elde edilmistir. Burada derece basgina sinir akimi artisi,
denklemin egiminden goriilecedi gibi %0.37 dir. Bu deger diffiizyon kontrollii sistemler
icin verilen %1.3 deerine yakindir. Elde edilen bu deger belirtilen ¢aligma kosullarinda,
polarografik akimi etkileyen faktoriin oldukg¢a diffiizyonel oldugunu, fakat belli bir
dereceden sonra sapma gosterdiginden dolay: biiyiik Slgiidede diger faktorlerin etkisi

altinda oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.13. Sinir akimlanmn sicaklikla degisimi

4.6.8. Potansiyel tarama hizamin sinir akimu tizerine etkisi

Tiim polarografik kogullar sabit kalarak %20 etanol 0.2 M KCl, 0.2 M asetat
tamponunda pH 3.55 de 0.8 s damlama siiresi, 1000 din.cm™ basingta, baslangi¢
potansiyeli -600 mV olmak iizere 6.06x10-> M doksazosin ¢ozeltisinin 4-40 mV.s-1
potansiyel tarama hizi aralifinda dogru akim polarogramlan kaydedilmistir. Potansiyel

tarama hizinin sinir akimu iizerinde herhangi bir etkisi olmadig1 gbzlenmistir.
4.6.9. Tersinirligin incelenmesi

Tersinirligin incelenmesinde Birke ve arkadaslarimin(39) o6nerdigi yol
izlenmistir.Buna gore 6.06x10-> M doksazosin ¢ozeltisinin, ¢aligma kogullarinda -1000
mV ile 1450 mV potansiyel araliginda katodik yonde ve -1450 mV ile -1000 mV
potansiyel aralifinda anodik yonde kaydedilen diferensiyel puls polarogramlan Sekil 4.14

de verilmistir.
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Potansiyel -E(mV) d.Ag/AgCl’e kars:

Sekil 4.14. Doksazosinin katodik (K) ve anodik (A) yondeki diferensiyel puls
polarogramlari

Katodik yondeki diferensiyel puls polarograminda pikin maksimum noktasinin

karsilik geldigi potansiyel Epc = -1400 mV, pik akimi ise IpC = 0.118 pA, anodik

yondeki diferensiyel puls polarograminda ise Ep? = -1290 mV, Ip2 = 0.057 pA, olarak
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olgiilmiigtiir. 1Ep® - Ep?l  degeri ile (Ipa / IPC) orani hesaplanarak degerlendirme
yapimugtir. | Ep2 - Ep© |=110 = |AE] ve (1p¥1,%) = 0.48 < 1 gergeklestigi gorilmiigtiir.
Buna gore; belirtilen ¢aligma kogullarinda reaksiyonun tersinmez (irreversible) olarak

gerceklestigi sonucuna varilmistir.
4.6.10. Elektrokapiler egrinin incelenmesi

Crva-elektrolit ¢cozeltisi arayiizeyinde, civa potansiyeli ile yiizey gerilim arasindaki
iligkiyi gosteren egriye “elektrokapiler egri” denilmektedir. Doksazosinin yiizey gerilimi
tizerindeki etkisinin aragtiriimas1 amactyla 4.04x10-> M derisimdeki ¢ozeltinin pH 3.55 de
ve belirtilen tagiyici elektrolit sistemindeki elektrokapiler egrisi incelenmistir. Doksazosin
cozeltisinin ve tasiyici elektrolit icerisindeki ¢6ziinmiis oksijenin uzaklastinlmasindan
sonra , 1000 din.cm basing altinda, O ile -1800 mV potansiyel araliginda, her 100
mV’luk potansiyel artigi degerlerinde 10 civa damlasinin serbestge diismesi igin gereken
siireler olgiilmiigtiir. Elde edilen degerlere gore ¢izilmis olan, tasiyici elektrolitin ve

doksazosin ¢ozeltisinin elektrokapiler egrileri Sekil 4.15 de gosterilmektedir.
55
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Sekil 4.15. Doksazosinin ( o) ve tagtyic: elektrolitin (o ) elektrokapiler egrileri
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Sekil 4.15 den goriildiigii gibi, doksazosin igeren ¢ozeltinin elektrokapiler eZrisinin,
tastyici elektrolitin elektrokapiler egrisinin daha altinda yer aldig1 gozlenmektedir. Her iki
¢ozelti iginde elde edilen egrilerin -400 mV dolayinda maksimum degere eristikleri, -1600
mV dolayinda ise bu egrilerin gakisti31 goriilmektedir. Bu verilerde doksazosinin yiizey

gerilimini bir 6lgiide degistirdigini gostermektedir.
4.6.11. Derisimin sinir akimu iizerine etkisi

Doksazosinin polarografik davraniglaninin incelenmesi sirasinda belli bir derisimdeki
¢ozelti icin pH’1n, basincin, damlama siiresinin, potansiyel tarama hizinin, sicakligin
etkileri aragtirilmig ve tayinler icin en uygun kosullarin saptanmasina galigiimustur.
Derigimin sinir akimi iizerindeki etkisinin aragtirilmasi dort ayri polarografik teknik
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagla, diger polarografik kosullar sabit kalarak
2.02x105 - 1.01x104 M derisim araliginda ve pH 3.55’de calisilmigtir. Her dort
polarografik teknik i¢in kullanilan diger ¢alisma kosullar1 Cizelge 4.3 de topluca

verilmistir.

Cizelge 4.3. Derisim-sinir akinu iligkisinin incelenmesinde kullanian tekniklerdeki

calismakosullan
DCP DPP SIAPP SCAPP

angi¢ potansiyeli -1000 -1000 -1000 -1000

-E (mV)
amlama siiresi 0.8 0.8 0.8 0.8

t(s)

Basing 1000 1000 1000 1000
P (din.cm2)
nsiyel tarama hizi 4 10 10 10

v(mV.s1) »
Duyarlik 1.25 0.5 1.25 1.25
R (uA)
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4.6.11.1. Dogru akim polarografisi (DCP) ile yapilan ¢aligmalar

Cizelge 4.3 de belirtilen dogru akim polarografisi kosullarinda 2.02x10-5-1.01x104
M derisim araligindaki doksazosin ¢ozeltilerinin ve tagiyicr elektrolitinin dogru akim
polarogramlarn alinmugtir. Artan derisimlerde elde edilen polarogramlar Sekil 4.16 da
gosterilmigtir. Sekil 4.16 incelendiginde -1400 mV’da sinir akimina ulasildig:
goriilmektedir. Derigim ile sinir akimlar arasindaki en iyi korelasyon katsayisina sahip

iligkinin -1400 mV’da oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.16. Artan derigimlerde doksazosinin dogru akim polarogramlar
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Bu potansiyelde sinir akimlan Slgiiliip derigime kars: grafige gecirildiginde Sekil - - .

4.17 deki kalibrasyon grafigi elde edilmektedir. Dogru akim polarografisi ile-1400 mV’da
doksazosin derigimi ile smir akimi arasinda ig(uA)=2999.4 C(M) +8.58x104 ; r=0.9998

son derece iyi biriligki elde edilmigtir.
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Sekil 4.17. Doksazosinin dogru akim polarografisi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

4.6.11.2. Diferensiyel puls polarografisi (DPP) ile yapilan galigmalar

Cizelge 4.3 de belirtilen kogullarda 2.02x10-5 - 1.01x104 M derisim aralifindaki
doksazosin ¢ozeltilerinin diferensiyel puls polarogramlari kaydedilmistir. Elde edilen

polarogramlar Sekil 4.18 de gosterilmistir.
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Akim siddeti (uA)

Potansiyel -E(mV) d.Ag/AgCl’e karsa
Sekil 4.18. Artan derigimlerdeki doksazosinin diferensiyel puls polarogramlar

Sekil 4.18 incelendiginde akim artislaninin -1300 mV dolayindan baglayip, -1390
mV’da maksimum degere ulastig1 ve bir pik halini aldig1 goriilmektedir. Doksazosinin
derisimi ile pik yiikseklikleri arasindaki iligki Sekil 4.18 deki kalibrasyon grafigini
vermektedir. Burada ipik (uA) = 3099.0 C(M) + 9.6x1073 ; r= 0.9998 gibi oldukg¢a iyi
bir iligki elde edilmistir.

Diferensiyel puls polarogramlanndan goriildiigii gibi, derisime bagli olarak pik
potansiyellerinde bir kayma olmadig1 goriilmektedir. Elde edilen bulgulara dayanarak bu
derigimlerde polarografik akimi etkileyen faktoriin adsorpsiyon kontrollii olmadig:

sonucuna variimaktadir.Diferensiyel puls polarogramlarina ait kalibrasyon grafigi Sekil

4.19 da verilmektedir.
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Sekil 4.19. Doksazosinin diferensiyel puls polarografisi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

4.6.11.3. Asint yiiklenmig artan genlikli puls polarografisi (SIAPP) ile yapilan
caligmalar

2.02x10-5 ile 1.01x104 M derisim aralifinda doksazosin ¢ozeltilerinin asirt
yiiklenmis artan genlikli puls polarogramlan Cizelge 4.3 de belirtilen kosullarda
kaydedilmigtir. Elde edilen polarogramlar Sekil 4.20 da gosterilmistir.

Sekil 4,20 den goriildiigii gibi akim artiglari -1150 mV dolayinda baglayip, -1250
mV’dan sonra hizli bir artigla yiikselmekte, -1380 mV’dan sonra sinir akimina
ulagilmaktadir. -1400 mV’da siir akiminin maksimumda oldugu gézlenmektedir. -1400
mV’da derigim-sinir akimu iligkileri incelendiginde ig(uA) = 8118.8 C(M)- 9x103
r=0.9998 gibi oldukea iyi bir korelasyon vermektedir. -1400 mV daki derigim-sinr akimi
grafigi Sekil 4.21 da verilmisgtir.
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Sekil 4.20. Artan derisimlerdeki doksazosinin agin yiiklenmis artan genlikli puls

polarogramlan
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Sekil 4.21. Doksazosinin asin yiiklenmis artan genlikli puls polarografisi ile elde edilen

kalibrasyon grafigi
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4.6.11.4. Asin1 yiiklenmis sabit genlikli puls polarografisi (SCAPP) ile yapilan ==« weioe

caligmalar

2.02x10°5 - 1.01x104 M derisim aralifindaki doksazosin ¢ozeltilerinin asir1
yiiklenmis sabit genlikli puls polarogramlan Cizelge 4.3 de belirtilen kogullarda

kaydedilmistir. Elde edilen polarogramlar Sekil 4.22 de gosterilmistir.
Sekil 4.22 de goriildiigii gibi, akim artiglar: -1250 mV dolayinda baglayip, -1300

mV’dan sonra hizli bir artigla ylikselmektedir. Sekil 4.21 incelendiginde artan derigsimlerle
sinir akimlarn -1360 ile -1420 mV arasinda sirasiyla 10, 20, 20, 10 mV’luk kaymalarla
maksimum degere ulagmaktadir. Doksazosinin artan derisimlerine karsi pik
maksimumlarina karsilik gelen akim degerleri Sekil 4.23 deki kalibrasyon grafigini
vermektedir. Buradada derigim-sinir akimi arasinda ipik(.UA): 9163.3 C(M)-1.5x1073;

r=0.9998 denklemine uyan oldukga iyi bir iliskinin varlig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Artan derigimlerdeki doksazosinin agir yiiklenmis sabit genlikli puls
polarogramlan
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Sekil 4.23. Doksazosinin agin yiiklenmis sabit genlikli puls polarografisi ile elde edilen

kalibrasyon grafigi

4.7.Kat1 Elektrotlarla Yapilan Calismalar

Doksazosinin kat1 elektrotlar iizerinde yiikseltgenebilmesi ile ilgili olarak tayinlerin
yapilabilirlii de arastinlmigtir. Bu amagla ¢alisma elektrodu olarak grafit, platin tel ve
karbon pasta elektrotlar hazirlanmistir. Referans elektrodu olarak doygun KCl igerisinde
Ag/AgCl, calisma elektrodu olarak da platin tel elektrot kullanilmistir. Cesitli pH
degerlerinde ve tagiyici elektrolit sistemlerinde anodik yonde voltamogramlar alinabilmesi
icin kayitlar yapilmigtir. Grafit ve karbon pasta elektrot ile herhangi olumlu bir yanit
alinamamugtir. Ancak platin elektrot ile anodik yonde, %20 etanol ,0.2 M KCl, 0.2 M
asetat tamponu igerisinde, pH=3.55’de ve 4.04x10* M doksazosin derigimi diizeyinde
bir voltamogram elde edilebilmistir. Ancak artan derigimlere gecildiginde bir artma
goriilmesine kargin tekrar edilebilirlik saglanamamigtir. Bu bulgular 1g181inda, kata
elektrotlarla kantitatif galigmalarin olas1 olmadig1 goriilmektedir.



4.8. Doksazosin Preparatlarinm PolarografikY 6ntemlerle incelenmesi

Polarografik yontemin ii¢ ayn teknigi ile 2 ve 4 mg’lik tabletler ile siiziilerek ve
siiziilmeden yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglar ile UV spektrofotometrik
yontemlerle elde edilen sonuglar Cizelge 4.4 a ve 4.4 b’ de topluca verilmigtir.

Polarografik teknikler kullanilarak yapilmis ¢aligmalar sonucu siiziilmiis ve
siiziilmemis 6mekler arasinda ¢ok kiiciik farklar gézlenmistir. Bunun da siizme sirasinda
bir miktar maddenin filtrede kalmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.

Giivenilir ve duyarh bir yontem olmasi agisindan kargilagtirma yontemi olarak UV
spektrofotometrik yontem secilmigtir.

Cizelge 4.4. a ve 4.4. b incelendiginde polarografik tekniklerle elde edilen tiim
sonuglarin UV spektrofotometrik yontem sonuglan ile uyum igerisinde oldudu
goriilmektedir. Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde bunu kanstlar niteliktedir.

[statistiksel degerlendirmeler, a=0.05 &nem ve %95 olasilik diizeyinde yapilmustir.
n-1=7 serbestlik derecesine gore istatistiksel degerlendirmelerde F testi i¢in 4.12, t testi
igin 2.14 kritik degerleri verilmektedir. Her iki test icin de hesaplanmig olan degerler bu
kritik degerlerden diigiik ¢ikmiglardir. Buda polarografik ve UV spektrofotometrik
yontemlerle elde edilen sonuglar arasindaki farkin anlamsiz oldugunu agiklamaktadir.

Sonug olarak ¢aligmalarimizda gelistirilen ve uygulanan polarografik, UV
spektrofotometrik yontemlerin farmasttik preparatlar igerisindeki doksazosin tayini igin
kullanigh ve gecerli yontemler oldugu soylenebilir. Ayrica polarografik yontemle yapilan
calismalarda preparat 6rneklerinin siiziilmeden tayinlerinin yapilabilmesi, siizme iglemi

gerektiren diger yontemlere gore bir iistiinliik olarak goriilmektedir.
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Cizelge 4.4.a. 2 mg doksazosin i¢eren tabletlerdeki tayin sonuglari(mg doksazosin/tabiet)

DPP SIAPP SCAPP Uv
Stizilmemis ] Stizilmds | Stzilmemis | Sizilmis | Stzilmemis| Stzilmisg
2.01 1.99 2.01 2.00 2.05 2.00 2.00
2.07 2.05 2.05 2.07 2.07 2.02 2.06
2.06 2.04 2.01 2.00 2.02 2.00 1.99
2.05 2.03 2.02 2.01 2.07 2.07 2.04
2.04 2.03 2.10 2.01 2.05 2.05 2.02
2.10 2.10 2.10 2.05 2.02 2.02 2.04
2.06 2.06 2.06 2.05 2.07 2.07 2.02
2.01 2.00 2.07 2.00 2.14 2.02 2.02
2.050 2.037 2.05 2.02 2.06 2.03 2.02
0.0302 0.0345 0.0369 | 0.0282 0.0379 0.0285 0.0232
147 1.69 1.80 1.39 1.83 1.40 1.14
= 0.025 +0.028 | £0.031 | +£0.024 +0.032 +0.024 +0.019
1.69 2.21 2.53 1.47 2.66 1.51 -
2.24 1.16 1.96 0.30 2.55 0.77 -

n tablodaki kritik deger : 4.12
 tablodaki kritik deger:2.14




Cizelge 4.4.b.4 mg doksazosin igeren tabletlerdeki tayin sonuglari(mg doksazosin/tablet)

DPP SIAPP SCAPP uv
Siiziilmemig | Siizilmils | Sizilmemis | Siizilmis | Sizilmemis | Stizilmig
3.98 398 | 401 | 400 | 401 | 401 4.00
3.99 399 | 399 | 399 | 397 | 397 3.97
3.99 399 | 399 | 399 | 400 | 400 3.98
3.99 399 | 398 | 397 | 400 | 3.97 3.98
4.01 401 | 402 | 39 | 401 | 401 3.98
4.01 401 | 401 | 400 | 405 | 402 401
4.00 396 | 395 | 394 | 405 | 4.03 3.99
4.00 393 | 394 | 39 | 39 | 3.94 3.95
':‘ 3906 | 3982 | 398 | 3972 | 4006 | 3993 | 32
i 0.0106 | 0.0265 | 00287 | 0.0353 | 0.0325 | 0.0306 0.0183
el 0265 | 0665 | 0721 | 0888 | 081l | 0.766 0.459
S L 0.0088 | £0.022 [+0.024 |+0.029 |£0.027 |+0.026 +0.015
o5 2.98 200 | 245 | 372 | 315 | 279
. 133 018 | 033 | 085 152 | 088

- icin tablodaki kritik deger: 4.12
icin tablodaki kritik deger: 2.14
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