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Briisinin Spektrofotometrik Tayini igin Yeni Bir Usul
Une Nouvelle Méthode Specirophotométrique pour le
Dosage de Brucine

Semiha TULUS *

GIRIs

Briisinin  kolorimetrik veya spektrofotometrik tayininde kullamiam
usullerin bir kismi dym zamanda striknin tayinine de yaramaktadir, diger
bir kisimda ise strikninin zararli tesiri olmaktadir, 1inci kategorideki

.usullere misal olarak Reinecke tuzu (1) ile veya potasium heksatiosiya~

natokromat (2) ile coktiirlilip, cokeltiyi asetonda cozerek veya sodium
pikratla (3) yapilan tayinler gosterilebilir, 2inci tipten olanlardan en
¢ok tamnam potasium klorat muvacehesinde derisik nitrik asid ile (4, 5, 6)
tayin usuliidiir. Briisinin kolorimetrik veya visibl spektrofotometrik tayini
icin &zel bir usuliin meveut olmamasmdan dolay: striknin yanmda briisin
tayini icin kAgit kromatografisile ayiwdiktan sonra ultraviole spektrofoto-
metrik (7) veya radiometrik (8), wveyahui siitun kromatografisile
ayrildiktan sonra titrimetrik (9), veya ultraviole spektrofotometrik (10)
tayin usullerine bag vuruimakta idi. Zarnack ve Pfeifer'in (11) 1960 da
bildirdikleri fotometrik wusul 2 mg striknin yaninda 0.2 mg briisinin
hatasiz olarak tayinini mitrnkiin kilmas: bakimindan dnemlidir. Bu ‘usulde
oksidasyon maddesi olarak fosforik asid muvacehesinde Ce(S0,),
kullanilmaktadir. .

Yaptifim tetkiklere gére briisin hidroklorik asidli vasatta ferri
kloriir ¢ozeltisile 1sitildifinda kirmizimtrak kahverengi bir remk husule
gelmekiedir. Rengin siddeti vasatin asidlik derecesine baghdir, Olgmeler
475 my da yapimalidir. En uygun konsantrasyon alam 100-500 g duir.
Aym sartlarda tek bagina 10 mg striknin -ile goézle fark edilebilecek bir
renk husule gelmemektedir. 10 mg strikninle cahsildiginda spektrofoto-
metrede okunan absorbans kiymeti usuliin hata hudutlart icinde kalacak
kadar az olmaktadir (:= 0.03). 14 misli striknin yamnda 500 g briisin
bu usule gére dogru olarak tayin edilebilmektedir.
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DENEL KISIM

Alet

~ Absorbans Slgmeleri Beckmann B modeli spektrofotometre ile yapildi.
1 em lik kiivet kullamldi, mavi foto - tiiple ve hassashk derecesi (sensiti--
vity) 2 ile ¢ahaldl '

Miyarlar

. A) DBriisin ¢bzeltileri: 1 - Brilsin cozeltisi (Iy: Baz briisinin (1 ml
sinde 1mg baz brilsin ihtiva eden) 0.01 N HCI deki cozeltisi, 2- Aym
tarzda hazirlanan, fakat konsantrasyonlar c¢ozelti (I) inkinden farkl
olan diger briisin cdzeltileri.

B) Ferri kloriir cozeltileri: 1 - Ferri Kkloriir gozeltlsl (I): FeCl,.6H,0
nun N HCL deki % 1lik chzeltisi. 2 - Hidroklorik asid ve ferri klortir
konsantrasyonlari gozeln (I) inkinden farkli olan difer fe rri kloriir
cézeltileri.

C) Hidroklorik asid c¢ozeltileri (muhtelif normalitede).

Tayin sartlarmm tetkiki ve neticeler

En uygun daelge boyu

Belli bir konsantrasyonda en fazla absorbans kiymetinin elde edil-
digi dalga boyunu bulmak igin su sekilde calisilda:

Bir tipte 0.2 ml briisin ¢ozeltisine (0.01 N HCIT deki, 250pug) 1.8 ml
0.01 N HCIL ve 3ml % 10 Iuk FeCl, gézélt_isi (N HCL deki} ilave edildi.
Diger bir tiipte 2ml 0.01 N HCI cozeltisine 3ml % 10 luk FeCl, cozeltisi
(N HCl deki) koymak suretile bir de mukayese ¢ozeltisi hazirland:. Her
iki tiip kaynar su banyosunda'45 dakika 1sitild:, sonra icinde su bulunan
bir beherglas icinde 20 dakika bekletilerek oda sthunetine getirildi.
Briigin ihtiva eden ve kirmizimtrak kahverengi olan cbzekltinin absorbans:
spektrofotometrede, 1 cm lik kitvetle muhtelif dalga boylarinda, sar: renkli
olan mukayese cozeltisine kars1 olgidi

a) Mavi foto - tliple

2 (mp) | 650 600 550 500 475 450
AT O 0.05 0.165 0.232 0,255 ()

(*) alet ayarlanamiyor.
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b) Eirm:z: foto - tiiple

3 {mg) ] 900 850 800 750 700 650 600 550 500 475
A ! 0.01 0.005 0.01 G005 0005 0,015 008 0175 0245 (%)

Netice: Yukandaki 6l¢li Kiymetlerinden anlagsildigina gére kirmuzi
foto - tiip bu renge kars: hassas degildir; olgmeler mavi foto -t {iple ve
475 mp de yapilmalidir, zira en yilksek absorbans bu dalga hoyunda elde
edilmektedir.

Miktar tayinine tesir eden diger faktorlerin tetkikinde, calisma tar-
zinin anlatimasinda tekrarlar1 Onlemek icin «kaynar su banyosunda 45
dakika 1sitma, oda suhunetindeki suda 20 dakika bekletme, . sonra
spekirofotometrede 1 em lik kiivetle ve mavi foto - tiiple 475 mpu da
absorbansun mukayese gozeltisine karst dlcine ameliyesis yerine «diger
tecriibe gartlar1 esas usuldekinin aymdirs ciimlesi kullanilacaltir.

I'sitma miiddeti

Renk ancak 1sitma neticesinde tesekkill ettiginden isitma milddetinin
renk siddetine fesir derecesi su sekilde tetkik edildi: 7 tiipten miitesekkil
bir serideki tiiplerden her birine 0.5ml briisin cozeltisi (I), 1.5ml 0.01
NWHCL ve 3 ml Fe(Cl, (N'HCI deki, -9 10 luk) kondu. Ayrica 7 adet de
mukayese c¢bzeltisi hazirlandi, bu téiplere ise briisin ¢ozeltisi yerine
0.5 ml 0.01 N HCl kondu, diger miyarlardan aym miktarlar ildve edildi.
Her iki seri beraberce kaynar su banyosuna kondu ve 5, 10, 15 vs. dakika
sonra bir briisinli ve bir mukayese c¢ozeltisi banyodan citkarilip iginde
su blunan bir beherde 20 dakika bekletilerek oda suhunetine getirildi,
sonra briisinli olam aym miiddet isttilmig olan mukayese cozeltisine kars:
Olgiildii. Diger tecriibe sartlar: esas usuldekinin aymdir. -

TipNo | 1 2 3 4 - 5 5 7
Dakika | 5 10 15 20 30 a5 60 -
T A | 029 0.28 0.44 0.56 061 032 0.81

Netice: Kaynar su banyosunda 45 dakika sitildigz takdirde absor-
bans azami kiymetini almaktadir.

(%) alet ayarlanamiyor.




Brilsinin spektrofomelrik tayini icin yeni bir usul 173

Rengin dayanmikbk derecesi

Sicakta tegekkill eden rengin ne kadar' bir zaman dayamkh kaldigim
tesbit igin su sekilde cahsildi: 2 tiipten birine 0.2 mi brisin cozeltisi
(0.01 N HC1 deki, 200 g briisin) digerine ayni miktar 0.01 N HCIL kondu;
her iki tiibe 1.8 er m! 0.01 NHCL ve 3 ml '% 10 luk FeCl, ¢bzeltisi (N HCl1
deki) ildve edildi, diger tecriibe gartlar: -esas usuldekinin aymdir, yalmz
olgmeler, tiipler Kkaynar sudan cikarildiktan 35 {14 90 dakika sonra
vapldi, Fazla bilgi icin cetvele bakimz. '

Dakiksa i 5 10 15 20 30 45 - 80 90
A i 0.29 0.30 .29 0.28 0.28 .28 0.28 028

Netice: Absorbans ¢ozelti kaynar su banyosundan cikamldiktan 20
dak‘ika sonra Olciilmelidir, zira baglangictan itibaren az da olsa bir renk
acilmas: oluyor. Renk baglangictan 20 dakika sonra sabitlegiyor.

Litzumlu miyar miktar

Calisma tarzi: 8 tiipten miitegekkil bir serideki tiiplerden herbirine
0.5 ml briisin gozeltisi (I), 1.5 ml 0.01 N HCI, 6.1-3 ml i% 0.5 lik FeCl,
cozeltisi (N HCI1 deki) ve nihai hacmi 5ml ye tamamlamak icin lizumlu
miktar N HCl kondu. Ayrica 8 adet mukayese c¢Ozeltisi hazirlandy, bu
takdirde brisin cozeltisi yerine 0.5 ml 0.01 NHCI ahindi, difer miyarlar
ayni miktarlarda ilave edildi, Difer tecriibe sartlari esas usuldekinin
aynidir; yalmiz brilisinli  cozeltilerin  herbiri kendisine ait mukayese
cozeltisine karst Sleiildil.

TipNo. | 1 2 3 . 4 5 8 T 8
FeCla () [ 0.0 68 05 . 1 i5 2 25 3

A ; 0.245 0.495 0.60 0.62 0.64 .68 0.68 0.68

Netice: Gortldigi tizere % 0.5 lik Fecl, cozeltisinin 2 mil si kafi gel-

mektedir; ayni tesiri daha az hacim miyarla elde etmek icin 1ml % 1

Hk FeCl, cozeltisi alinabiiir.

Asid miktarinn tesiri

Yapilan ¢n tecritbelerde cozeltideki asid miktarmmin rengin koyuluk
derecesine tesir ettigi poritdiigfinden. bu hususu tam olarak {fesbit
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etmek icin HCl miktar: once genig arahkli sonra daha dar aralikli olarak
. degigtirilmek suretile iki seri tecriibe yapildi, 1inci serideki 7 thpten
her birine 0.5 ml briisin ¢ozeltisi (1), 1ml FeCl, g¢ozeltisi (I} ve. 3.5ml
su veya degisen normalitelerde HCl ¢ozeltisi kondu. Ayrica T adet
mukayese cbzeltisi hazirlandi, bunlarda briisin ¢ézeltisi yerine 0.5ml 0.01
N HCI alindi, diger miyarlar ayni miktarlarda kondu. Diger tecrilbe
sartlarl esas usuldekinin aymdir, wyalmz briisinli gézeltilerin herbiri
kendine ait mukayese gozeltisine karg oleiildii '

TipNo. | 1 2 3 4 5 & 7
HOT [ su N N N BN 10N 12N

A i 0.370 0.525 0.500 1,420 0.360 0.360 0.280

Goéritldiigii tizere. N HCL 1i cbzellinin absorbansi digerlerininkinden
daha fazladir ve bu seride absorbans once artmakta sonra azalmaktadir.,
Ikinci bir seri tecriibede saf su ile 4 N HCI arasindaki konsantrasyonlar
ayn esasa gire tetkik edildi; yalmz miyar olarak FeCl, Gin 0.1 NIIC1
deki % 1lik cozeltisi kullanild. '

TapNo. | 1 2’ 3 4 5 8 7 8
HCI | su 0O0IN 01N 02N 05N N 2N iN
A GE ) 0345 0875 0820 D580 0545 0425

Netice: Absorbans asid miktarina gore degismekie olup en yiksek
kiymetini N HCl de kazanmakta, asid konsantrasyonu arttikea tekrar
azalmaktadir. ’

Konsantrasyonla absorbons argsmdaki mriinasebel

Calisma tarzi: 1ml sinde agapidaki cetvelde gosterilen miktarlarda
briisin ihtiva eden ve HCl e nazaran 0.01 N olan g:t‘)zéitilere nihai usuldeki
gibi 3ml N HCI ve 1 mi FeCl, cozeltisi (I) ilave edildi. Mukayese cizeltisi
ve difer sartlar nihal usuldekinin aymdir. 3 seri tayinin ortalama
kiymetleri asagidaki cetvelde gosterilmistir. '

(%) (CBzeiti bulamktir,
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Briwsin (pg) Absorbains Britsin {pg)} Absorbans
1o 0.03 400 0.48
a0 0.07 450 0.52
100 016, 500 0.58
150 0.23 " 6800 071
200 0.26 700 0.80
250 0.32 300 0.90
300 0.38 900 1
350 043 1860 1.1

Oleme neticeleri yardnm ile cizilen grafik (Olgli egrisi) sekil 1 de
-goritlmektedir.

n

L]
104
0.894
5.
o704
.60
o.5o
a.y
- 5304
o0+

X2

Teo 260

e PR

gekil 1. Briisin konsantrasyonu iie abscrbans arasindaki mimasebet,

Olgme neticelerinin ¢ogu, 100 pg dan kiglk kiymetlerin absorbans-
lari harig, bir dogru iizerindedir; diferleri ise bu dogrudan g¢ok uzakta
degildir: fakat bu dogru Koordinat sisteminin sifir noktasmdan gegmemek-

tedir. Bu musahadelerden cikan wneticeler sunlardir:
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1-Sistem Beer kanununa uymamakla beraber absorbans 100 ile
800 pg britsin arasindaki alanda konsantrasyonla oranl olarak degismek-
tedir. 2-Diger taraftan en az oleme hatasi yapilan absorbans alam
0.155 - 0.770 Liymetleri arasindadir; briisinin bu usulle tayininde bu
‘absorbans alam icinde kiymetler gésteren briisin konsantrasyonlart 100
fle 500 g arasindadir. O halde o6lgme neticelerinin Konsantrasyonla
oranlt olarak degigtifi en uygun konsantrasyon alani 100-500 g
arasidir.

Nihai usul

Bundan dnceki kisunlarda bildirilen hususlar gz oniine alinarak
briisinin spektrofotometrik tayini igin asagidaki usal gelistirildi:

Bir tiibe, HC! e nazaran 0.01 N olan ve 1 ml sinde 100 - 500 pg briisin
ihtiva eden c¢bzeltiden 1 ml, diger bir titbe 1 mi ¢.01 N HCI konur, her
iki titbe de 3 er ml N HCl ve 1leér ml % 11lik FeCl, ¢ozeltisi (IN HC] deki)
llave edilir. Tiipler iyice calkalandiktan sonra kaynamakta olan su
banyosunda 45 dakika 1sitihr, su banyosundan @karilip icinde oda
suhunetinde su bulunan bir beherglasa konur, burada 20 dakika bekle-
tilerek thp muhteviyatinm oda suhunetine gelmesi saglanmr. Sonra
briisinli ¢ozeltinin absorbans: bir spektrofotometrede 1em lik kiivetle
ve 475my de brisinsiz olana (mukayese cozeltisine) -karst Bleitir
{mavi foto-tiip). Bulunan absorbans kiymetinden, daha dnce hazirlanan
olell egrisi yardim ile britsin miktarina gecilir.

Not: Absorbans, cozeltideki asid miktar: ile deéistiginden briisinli
mechul numune c¢ézeltisinin pH 1 kag ise dleli efrisinin hazirlan-
masmda kullamlacak standard briisin cézeltisinin de aym pH
da olmasi lazimdir. ‘

Usuliin kat'ilik derecesinin tespifi

Usuliin, tekrarlandifinda birbine yakin neticeler verip vermedigini
tetkik etmek lizere su sekilde calisildi

HCle nazaran 0.01 N olan brilsin ¢tzeltisinin 1ml sine (300 pg
brijsin) 3ml NHCl, 1mlFeCl, cizeltisi (I) ilave edildi. Bu sgekilde 11
numune hazirlandi, ayrica difer bir tipte, 1ml 0.01 N HCL cozeltisine
3ml NHCI ve 1 ml FeCl, gbzeltisi (I} ilive edilmek suretile bir muka-
yvese cozeltisi hazirlandi. Difer tecritbe gartlam esas usuldekinin aynidir.




‘Britsinin speklrofemetrik

tayini icin yeni bir usul

Tip No. 4 Tiip No. A
1 0.380 7 0.385
2 0.350 8 0.410
3 05375 9 0.395
4 0.395 19 0.380
5 0.375 11 0.385%
6 0.375

T

Bu &leme heticelerinin aritmetik  ortalamast ve ayrica ortalama

sapmast hesaplandi.

Aritmetik ortalamsa, (m), absorbans klymeﬂeriniﬁ toplam: (TX) ve

tayinlerin adedi (n) ile gosterilirse

X

= 0.3859 olur.
n

Ortalama sapma (Os), dleme kiymetlerinden herbirinin aritmetik
ortalamadan farkinmn toplamm: $(X—m), tayinlerin adedine (n) bélmek.
suretile bulunur:

T (X—m) 92.7 X103 -
Qs — o=
n 11

— 8.42X10-% = 0.00842

Yiizde ertalama sapma fkat’ilik derecesi) :

0.00842 X 100
. ~ 218 dir.
m 0.3859

Os X 10d

Striknin miktarnnm roli

Ekseriyetle striknin yaninda briisin tayini icap ettifinden, strikninin
bu renk reaksionuna zarar: olup olmadifimin tetkik edilmesi’lazim gel
mektedir. Ayni usule gére yalmzea striknin ile alisildiginda 10 mg
striknin ile bile gbzle fark ediebilecek bir renk husule gelmemeéktedir. Bu
maksatla gu gekilde ¢aligildi: 12 tépten herbirine asafidaki cetvelde bildiri-
len miktarlarda striknin ihtiva eden striknin cozeltisi (3 mg/ml, N HCI
deki), 0.5 ml 0,01 N IICL 1 ml FeCl, c¢ozeltisi (1) ve nihal hacmi 5 ml ye
tamamlayacak kadar N HCl kondu. Mukayese cbzeltisi: 0.5 ml 0.01 N
HCL + 35 ml NHCL+ 1ml FeCl, cozeltisi (I) dir. Difer sartlar nihaf
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usuldekinin aynidir, Spektrofqtometred-e okunan absorbanslar asagidaki
cetvelde gosterilmigtir:

.Striknin (mg)l 045 060 075 080 12 21 30 42 51 60 81- 10.2

A ! 0.0 001 001 001 001 0015 0.015 0.015 0.025 0,030 (.030 0.032

Cetvelin tetkikinden anlagilacagl gibi 10.2 mg, yani 0.5 mg. briisine
nazaran 20 misli miktardaki striknin ile dahi aletite okunan absorbans
‘usullin hata hugdutlan icinde hulunmaktadir.

Ikinci bir seri tecriibelerde strikninin brisinle beraber bulundugu

takdirde renk reaksiyonuna herhangi bir tesiri olup olmadigi tetkik
-edildi. Bu maksatla 500 pg brisin (0.5 ml cozelti I} ihtiva eden tiiplere
_ artan nisbetlerde striknin (1 ml sinde 2 mg striknin ihtiva eden ve HCle
nazaran N olan striknin c¢ozeltisi) kondu wve bu karigimlara 1ml ¥eCl,
gozeltisi (I) ve nihai hacmi 5 ml ye tamamhyacak kadar N HCI ilavesin-
den sonra mf{tad sekilde calisildl. Ayrica bir tane strikninsiz fakat briiginli,
bir de briisinsiz fakat strikninli tecriibe yapildi.
Olgmelerde kullanilan mukayese ¢ozeltisi 0.5mi 0.01 N HC! + 3.5ml
NHCL- 1 ml FeCl, cézeltisi (I) karigimidir, Olgme neticeleri agapidaki
cetvelde gosterilmistir.

Tilp No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Brisin

(mg) 0.5 0.5 0.5 Q.5 0.5 0.5 0.5 .5 0.5 —_

Striknin

(misii) —_— 1 2 3 4 5 8 10 14 (Tmg)
A 060 061 058 059 060 060 062 O.Gsl 0,62 0.03

Cetvelin tetkikinden anlagilacag {izere 14 misli striknin briisinin bu
‘usule gére spektrofotometrik tayininde zararli bir tesir yapmamaktadir.

GOZET

Brisinin hidroklorik asidli vasatta ferri kloriir ile isshilmas: netice-
sinde tegekkill eden kirmuzimtrak kahverengi cozeltinin 475 mp da absor-
bansim Glemek suretile, bu maddenin spekirofotometrik tayini icin yeni
‘bir usul gelistirildi.

R e

e
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Yalntz bagina sirikninle caligildiZinda 500 g briisine nazaran 20
misli miktardaki strikninle bile, alette okunan absorbans, usuliin kat'ilik
derecesine tesir etmeyecek Kkadar az (A =0.03) olmaktadir. Ayrica 14
misline kadar striknin muvacehesinde briisin {500 4g) bu usule gore
dogru olarak tayin edilebilmekiedir. ‘

RESUME

Nous avons élaboré une nouvelle m‘wé'thode pour le dosage de labrucine.
Flle est basée sur la coloration brun rougedire obtenue par chauffage

de la brucine avec une solution de perchiorure de fer en présence d'acide’

chlorhydrique. L’extinction doit étre mesurée a 475 my.

Cette méthode permet de doser de 100 & 500 pug de brucine.

Lorsgqi'on soumet la strychnine seule, & la méme’ opération avec une
quantité 20 fois supérieure A celle de 500pg de brucine, Vextinction
est si minime (E==0.03) que la présence dune telle quantité de strych
nine n'exerce aucune influence sur la précision de la méthode.

En outre, cette méthode nous permet de doser correctement 500 pg
de brucine en présence d'une guantité de strychnine 14 fois supérieure.
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