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Levodopa Miktar Tayini i¢in Yeni Bir
Spektrofotometrik Metod*

A New Spectrophotometric Method For Quantitative Determi
nation of Levodopa.

Hayriye AMAL** Namik EVREN***

Levodopanin visibl alandaki spektrofotometrik miktar tayininde
amonyum molibdat (1), iyod (1), 2-kloro-4-nitrobenzen-1-diazonyum
naftalen-2-siilfonat (2), 4-amlnoantipirin (3), izonikotinik asit hid-
razidi (4) ve amonyum serik nitrat (5) ile renkli bir bilesigi haline ge-
tirme usullerinden yararlanilir.

Calismamizda, levodopanin benzhidrazid, p-nitrobenzhidrazid
ve p-aminobenzhidrazid ile spektrofotometrik miktar tayini anlatil-
maktadir. Bu belirtegcler bu giine kadar denenmemis bazi maddelerin
levodopanin spektrofotometrik miktar tayinine olanak saglayacak bir
reaksiyon verip vermedigi arastirilarak bulunmustur.

Genellikle fenol yapisindaki maddelerden o-veya p-konumu agik
olanlar -NH, iceren belirtecglerle kinoid yapida bir tiriin verirler. Bu
seriden caligsmalarin en eski Ornegi, degisik substitue fenoller, katekol,
gayakol, noradrenalin, nordefrin ve dopa gibi maddelerin 4-amino-
antipirinle miktar tayini saglayan reaksiyondur (3, 6, 7, 8, 9).

EMERSON (6) ve ROSENBLATT ve arkadaslarina () gore
burada olusan renkli madde asagida verilen yapidadir ve bu madde
alkalen pH lerde olusur.

Redaksiyona verildigi tarih : 283 Ekim 1979.
* FEcz. Upm. Yzb. Namik Evren'in aynmi isimli doktora tezinden ozetlenmigtir. Sinav Ta-
rihi @ Temmuz 1978.
** Farmasotik Kimya Kiirsiisii, Eczacilik Fakiiltesi, istanbul Universitesi.
*** Farmasotik Kimya ve Farmakoloji Enstitiisi, Giilhane Askeri Tip Akademisi,
Ankara.
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Katekol tiirevi bir madde olan levodopanin fenol gruplarindan bi-
rine gore p- konumu serbesttir. Esasen EMERSON ve BEEGLE
(10)'e gbére 4-aminoantipirinle pozitif test veren maddelerde hal-
kaya bagli bir keto-enol sisteminin bulunmasi gerekir. Bu esaslara
gore bir, -NH, grubu iceren izoniyazid veya kullandig§imiz hidra-
zidler benzer bir sekilde reaksiyon vermelidirler ve olusan renkli
maddenin yapisi

FHECHHHECDDH
R-¢ N oy s W0

! —
OH veya -g
R=H; - NO, veya- NH,

seklinde gosterilebilir.

Reaksiyonun olusum hizi reaktifin hidrazid grubuna gore p- ko-
numunda tasidigr gruba bagli olmakta ve p- konumunda - N O 2 gibi
elektron c¢ekici bir siibstitiientin bulunmasi ile hidrazid grubunun
-NH, atomu tizerinde elektron yogunlugu azalarak reaksiyon nonstibs-

titlie veya p-amino tiirevi belirteclere nazaran daha cabuk ylrimek-
tedir.

Gelistirilen yontemde kullanilan ti¢c belirtecten p-nitrobenzhid-
razid: kromofor olusumuna on dakika gibi kisa bir siire gerektirmesi,
Olglilebilen levodopa st sinirinin diger belirteclere nazaran yliksek
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olmasi (15 ve 14 mcg yerine 20 mcg), dogrulugun ve duyarligin daha

ustiin bulunmasindan dolayi1 diger belirteclerden {stindiir.

Alt sinirin diger spektrofotometrik metotlardan diisiik olmasi
(0.5 mcg/ml), 1sitmaya gerek olmamasi, metodun cabuk ve duyarli
olmasi1 levodopa tayininde, Ozellikle sentetik maddelerin kontroli
sirasinda ve farmasotik preparatlara uygulamada, verdigimiz metodun
tercih edilmesine neden olabilir.

DENEYSEL KISIM

1. Madde: Levodopa BDH firmasindan saglandi. Katalog No:
37079

2. Belirtec¢: a) Benzhidrazid Merck firmasindan temin edildi.
Katalog No: 820 125

b) p-nitrobenzhidrazid* (e.d. 210°C) ve p-aminobenzhidrazid*
(e.d.220°C) sentetize edilerek kazanildi.

c) Diger maddeler (NaOH,HCI...) reaktif safligindadir.

3. Alet: Spektrofotometre, Pye Unicam Sp. 800. Ol¢meler 1 cm
lik cam kiivetlerde (OS 1000) yapildi.

4. Metot: Asagidaki metot degisik etkenlerin absorbansa etkileri
incelendikten sonra saptanmistir. 100.0 mg levodopa 1000.0 ml lik
joje bir balonda 1.0 ml N hidroklorik asit ve 300 ml suda c¢oziiliir ve
su ile 1000.0 ml ye tamamlanir. Bu ¢o6zeltinin 1 ml sinde 100 mcg
levodopa vardir. Bundan 10.0 ml alinip su ile 100.0 ml ye seyreltilir.
Boylece 1 ml sinde 10 mcg levodopa iceren ¢ozelti hazirlanir. Bu ¢o6-
tiden 10.0 ml alinir. Uzerine 0.50 ml % 0.5 a/h belirte¢ ¢dzeltisi ila-
ve edilir (Cozelti A). Bundan sonra kullanilan belirte¢ cinsine gore
asagidaki sekilde calisilir.

a) Benzhidrazidle caligma. A ¢ozeltisine 0.40 ml 0.3 N sodyum
hidroksit konur. Oda sicakliginda 35 dakika bekletilir. Ayni sekilde
hazirlanan, levodopa icermeyen sahit karsisinda 480 nm de absorbans
okunur.

*p-nitrobenzhidrazid ve p-aminobenzhidrazidi sentetize ettiren sayin Dog¢. Dr. Ser-
pil Salman'a tesekkiir ederim.
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b) p-nitrobenzhidrazidle c¢alisma. A c¢o6zeltisine 0.70 ml % 5
a/ h sodyum hidroksit ilave edilir. Oda sicakliginda on dakika bekle-
tilir ve absorbans 490 nm de Olciliir.

c) p-aminobenzhidrazidle calisma, b deki gibi calisir. Bekletme
stiresi 40 dakikadir.

Spektrofotometrik analiz metodunun gelistirilmesi

a) Coziiciiniin secimi: Miktar tayini yapilacak madde (levodo-
pa) etanol, benzen, kloroform ve etilasetatta c¢oziinmemektedir.
Yalniz seyreltik alkali ve asitlerde c¢oziinmektedir. Alkali cozeltileri
belirteclerle tekrarlanabilir neticeler vermedigi icin seyreltik asitlerdeki
cozeltide calisildi.

Belirte¢ olarak kullanilacak benzhidrazid suda ve seyreltik asit-
lerde, p-nitrobenzhidrazid ile p-aminobenzhidrazid ise yalniz sey-
reltik asitlerde coziinmektedir. Bu durumda belirteclerden suda ¢o-
ziinenlerin sudaki, suda c¢oziinmeyenlerin seyreltik asitteki ¢ozeltileri
kullanilmistir.

b) Uygun dalga boyu: Uygun dalga boyunun saptanmasi icin
10 mcg / ml konsantrasyonda hazirlanan levodopa ¢ozeltileri ile yukari-
da verilen metoda gore hazirlanan renkli ¢ozeltinin absorpsiyon spek-
trumu alinir. Uygun dalga boyu benzhidrazid icin 480 nm ( xmax),
digerleri i¢cin 490 nm ( » max) dir.

c) Gerekli belirte¢ miktari: Gerekli belirte¢ miktar1 10
mcg/ml konsantrasyondaki levodopa c¢ozeltisinin 10.0ml si ile aras-
tirilldi. Benzhidrazidle calisilirken, degisik konsantrasyonlarda hazir-
lanan reaktif cozeltilerinden artan miktarlar numune tzerine ilave
edildi. Diger iki reaktif (p-nitrobenzhidrazid ve p-aminobenzhidrazid)
suda ¢6zliinmedigi icin % 5 a/ h HCI de ¢6zindiriilip kullanildigin-
dan, bunlarin yalniz degisik konsantrasyonlardan c¢ozeltilerinden
0.5 er ml ile gerekli belirte¢ miktar1 arastirildi.

Bulgular, benzhidrazid i¢in sekil 1 de, p-nitrobenzhidrazid ve p-
aminobenzhidrazid icin sekil 2 dedir.

d) Uygun alkali miktari: Uygun alkali miktar1 da uygun belir-
te¢ miktari gibi 10.0 ml 10 mcg / ml konsantrasyondaki levodopa ¢ozel-
tisi ile arastirildi. Belirtec olarak benzhidrazid kullanildiginda uygun
alkali miktar1 0.1N, 0.2N, 0.3N NaOH in degisen miktarlari ile o .5
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ml % 0.5 a/ h p-nitrobenzhidrazid veya p-aminobenzhidrazid kul-
lanildiginda uygun alkali miktar1t % 5 a/ h NaOH c¢o6zeltisinin artan
miktarlari ile arastirildi. Bulgular benzhidrazid igin sekil 3, p-nitro-
benzhidrazid ve p-aminobenzhidrazid icin sekil 4 tedir.

A,
0.8 1
[ o = _—-i—:"‘—'—\—'_,_h—';:-E‘_i
0.6 /
Z
0.4 3/
0.2

—

0.l 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.7 (.0 m

Sek. 1. Levodopa ile benzhidrazid arasindaki reaksiyona belirte¢ miktarinin etkisi (1. % 1,
2. % 0.5 3. % 0.2 a/h benzhidrazid ¢o6zeltisi).

Deneylerde kullanilan alkali miktarina gore ortamin pH si asa-
gi1da verilmistir (tablo I, IT1).

e) Temperatiiriin etkisi: Temperatiiriin reaksiyona etkisini in-
celemek i¢in hazirlanan numuneler ve sahitler 35 ve 50 °C da 30 daki-
ka 1sitildi. Ug reaktifle ayr1 ayri yapilan c¢alismalarin sonuclarinda
sicakligin renk siddetine etkisi olmadigi saptandi.

f) Bekletme siiresi: Bu boliimde yapilan incelemeler ile renk sid-
detinin en yiiksek seviyeye cikmasi i¢in gecen zaman ve bu durumun
devam ettigi slirenin saptanmasi icin alet 5 er dakika ara ile 6lgmeler
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yapmak tzere 90 dakikaya ayarlanmis, bundan sonra yapilan 0Olg-
mede 4 saatte kadar bir degisme olmadig1 (li¢ belirtecle) gorilmiistiir.
Absorbansin maksimum degeri almasi icin gecen siire benzhidrazidte
A
0.8 ; |

e e

ka2
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0.4

0.2

0.l 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 ml

Sek. 2. Levodopa ile p-nitrobenzhidrazid (a) ve p-aminobenzhidrazid (2) arasindaki reaksi-
yona belirte¢c miktarinin etkisi

Tablo-1. Karisimlarin PH si (belirte¢ benzhidrazid).

Solusyon

A (ml) 10 10 10 10 10 10 10 10
0.,N.NaOH

(ml) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.7 0.8
pH 11.71 12.00 | 12.25 | 12 .41 | 12.48 | 12,59 | 12.64 | 12.71

Tablo-II. Karisimlarin pH si (belirte¢ p-nitrobenzhidrazid veya p-aminobenzhidrazid).

Solusyon A (ml) 10 10 10 10 10 10 10 10

%5 a/hHCI (ml)0.5 0.5 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
% 5 a/hNaOH

(ml) 0.55 0.6 0.9 0.9 1.0 1.1 1.1
pH 3.34] 11.21 | 11.94 | 12.26 | 12.69 | 12.89 | 12.94 | 12.99
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35 dakika, p-nitrobenzhidrazidte 10 dakika ve p-aminobenzbidra.
zidte 40 dakikadir (Sek. 5).
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Sek. 3. Levodopa ile benzhidrazid arasindaki reaksiyona alkali miktarinin etkisi
(1.0.IN NaOH 2.0. 2N NaOH, 3. 0.3N NaOH)

g) Cozeltilerin konulma sirasi: Bu calismada numune uzerine
belirte¢ ve alkalinin ilave edilis sirast cok onemlidir. Clinkii levodopa
coOzeltisi alkali pH ye getirildikten sonra belirtec ildve edildiginde
pH ye ve zamana bagli olarak reaksiyon ya hi¢ yiirimemekte veya de-
gisken ve daima gittik¢e diisen absorbanslar 6l¢iilmektedir. Bu neden-
le levodopa c¢ozeltisi lizerine Once belirtec sonra alkali ilavesi zorunlu-
dur.

Miktar Tayinine Esas Alinan Kosullar

Levodopa ile benzhidrazid, p-nitrobenzhidrazid veya p-amino-
benzhidrazidin alkali ortamda reaksiyona girmesiyle meydana gelen
renkten istifade edilerek spektrofotometrik miktar tayini icin caligma
kosullar1 yukarda bildirilen incelemelerde varilan sonuglara gore dii-
zenlendi.
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Sek. 4. Levodopa ile p-nitrobenzhidrazid (1) veya p-aminobenzhidrazid (2) arasindaki re-
aksiyona alkali miktarinin etkisi

1. Calisma, sulu ortamda yapilmalidir.
2. Maksimum absorpsiyonun bulundugu dalga boyu benzhid-
razid ile 480 nm, p-nitrobenzhidrazid ve p-aminobenzhidrazid ile

490 nm dir.

3. Uygun belirte¢ miktart (10.0 ml numune ig¢in):
a. 0.5 ml % 0.5 a/h Benzhidrazidin sudaki ¢oézeltisi,
b. 0.5 ml % 0.5 a/ h p-nitrobenzhidrazidin % 5 a/ h HGI deki
cozeltisi,

c. 0.5 mi %a/h p-aminobenzhidrazidin %5 a/h HGI deki

cozeltisi,
4. Her lg¢ belirtecle de reaksiyonun yiiriimesi i¢cin en iyi pH 12.4
saglamak i¢in belirtec benzhidrazid ise 0.40 ml 0.3N

tiir. Bunun
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Sek. 5. Bekletme siiresinin absorbansa etkisi (1.Benzhidrazid, 2. p-nitrobenzhidrazid,

3. p-aminobenzliidrazid ile)

NaOH, belirte¢ p-nitrobenzhidrazid veya p-aminobenzhidrazid ise
ise 0.70 ml % 5 a/ h NaOH ilave edilmelidir.

5. Isitma renk siddetini arttirmadigindan miktar tayini oda si-
cakliginda yapilabilir.

6. Rengin en yliksek absorpsiyon degeri vermesi i¢in gecen siire
belirtece gore degismektedir. Bu siire benzhidrazidle 35 dakika, p-nit-
robenzhidrazidle 10 dakika, p-aminobenzhidrazidle 40 dakikadir.

7. Calismada levodopa c¢ozeltisinin tlizerine belirteg, alkaliden
once ilave edilmelidir.

Gelistirilen Metod

Levodopanin benzhidrazid, p-aminobenzhidrazid veya p-nit-
robenzhidrazid ile spektrumun goriinen alaminda spektrofotometrik
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miktar tayini icin metot yukardaki kosullar saptanarak (sahife 3 )
bildirilmistir.
Konsantrasyonla Absorpsiyon Arasindaki Iliski

Yontem bolimiinde bildirildigi gibi 100 mcg/ ml konsantrasyon-
daki cozeltiden seyreltme suretiyle 10.0 ar ml lik 0.5-20 mcg/ml
arasinda degisik konsantrasyonlarda levodopa cozeltileri hazirlandi.
Reaksiyon ti¢ belirte¢ i¢cin de yontem bolimiunde bildirildigi gibi ta
mamlandi. Uygulama on defa tekrar edildi. Benzhidrazid, p-nitro-
benzhidrazid ve p-aminobenzhidrazid belirte¢ olarak kullanildiginda
okunan absorbanslarin ortalamalari tablo-III tedir.

Tablo-I11l. Okunan absorbanslarin ortalamalari
Ortalama absorbanslar*
Konsantrasyon p-aminobenzhid-

meg / ml Benzhidrazid p-nitrobenzhid- razid

razid
0.5 0.034 0.038 0.041
0.8 0.051 0.057 0.064
1 0.064 0.073 0.081
2 0.128 0.143 0.162
4 0.259 0.286 0.323
6 0.383 0.436 0.479
8 0.510 0.578 0.636
10 0.648 0.724 0.791
12 0.772 0.875 0.962
14 1.013 11.113

15 0.981

16 1.156

18 1.309

20 1.442

* 10 deneyin ortalamasi

Belirte¢ olarak benzhidrazid, p-nitrobenzhidrazid ve p-amino-
benzhidrazid kullanildiginda sistem sirasiyle 0.5-15 mcg/ ml,
0.5-20 mcg/ml ve 0.5-14 mcg/ml konsantrasyonlar arasinda Beer
Kanununa uymaktadir (Sek. 6).

Bulunan ortalama degerlerden hesaplanan E % 1,1 cm, benzhid-
razid i¢in 646, p-nitrobenzhidrazid i¢cin 724 ve p-aminobenzhidrazid
icin 798 dir.

Uygulanan Yéntemde Kullanilan Ug belirtece Goére Du-
yarhk

Gelistirilen yontemde duyarlik konsantrasyon ile absorpsiyonun
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Sek. 6. Olcii egrileri (1.Benzhidrazid, 2. p-nitrobenzhidrazid, 3. p-aminobenzhidrazid
ile)

iligkisini arastirmak icin degisik konsantrasyonlarda yapilan 10 ar
oOlgme tlizerinden belirlendi. Duyarliklar standart sapma, degisme
katsayis1 ve giliven sinirlart (% 95 olasilik) ile belirtildi (Tablo V).

Uygulanan Yoéntemde Kullanilan Ug¢ Belirtece Goére Dog-
ruluk

Gelistirilen yontemde dogruluk Tablo 4 teki degerler lizerinden
hesap edildi. Ortalama bagil hata ve standart hata ile bildirildi (Tab-
lo V)

Yonteme Zarar Veren Maddeler

Yonteme zarar veren maddelerin saptanmast i¢cin yapilan calis-
malar asagida belirtilen-dort ana esas lizerinde toplanmuistir.

1. Genel olarak yonteme zarar veren maddeler

Levodopa ile benzhidrazid, p-nitrobenzhidrazid veya p-amino-
benzhidrazid arasinda meydana gelen reaksiyon bazik ortamda
(pH 12.4) yiriimektedir. Bu kosulu ortadan kaldiran maddeler, Or-
negin asitler tayine zararlidir.
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Tablo IV. Uc belirtece gore duyarhk

Benzhidrazid ile p-nitrobenzhidra- p-aminobenzhid-
zid ile razid ile
Alman
Miktar bulunan kazamlan | bulunan kazanilan | bulunan kazanilan
(mcg/ ml | (mcg) 0/0 (mcg) /0 (mcg) %
0.5 0.525 105.20 0.525 105.00 0.514 102.80
0.8 0.789 98.63 0.787 98.38 0.802 100.25
1 0.991 99.10 1.008 100.80 1.015 101.50
2 1.981 99.05 1.975 98.75 2.030 101.50
4 4.009 100.23 3.950 98.75 4.048 101.20
6 5.929 98.82 6.022 100.37 6.003 100.05
8 7.895 98.69 7.938 99.79 7.970 99.63
10 1.003 100.03 10.000 100.00 9.912 99.12
12 11.950 99.58 12.086 100.72 12.055 100.46
14 13.992 99.94 13.947 99.62
15 15.186 101.24
16 15.967 99.79
18 18.080 100.44
20 19.917 99.59
% ortalama 100.06 100.18 100.61
Standart sapma 1.99 1.63 1.17
Degisme katsayisi 1.99 1.63 1.16
Giiven smirlann % 95
olasiik igin +1.43 +1.17 +0.84

*10 deneyin ortalamasi

Tablo V. Uc belirtece gore dogruluk

Belirteg Ortalama bagil hata % Standart hata
Benzhidrazid 0.06 0.199
p-nitrobenzhidrazid 0.18 0.143
p-aminobenznidrazid 0.61 0.117

2. Benzer formiildeki maddelerden fenol, deney kosullarinda re-
aksiyonu bozmamaktadir. Katekol, adrenalin ve noradrenalin ise de-
ney kosullarinda levodopa gibi reaksiyon vermekte ve ortamda bu-

lundugu zaman gelistirilen miktar tayini metodunu bozmaktadir.

3. Yapilan arastirma sonuclarina gore, gelistirilen metodla kan
ve idrarda levodopa miktar tayini yapmak daha ileri bir ayrilma ve

temizleme islemi uygulamadan mimkin degildir.

4. Farmasotik preparatlara levodopanin farmakolojik etkisini
potansiyalize etmek icin ildve edilen benserazid, yontem kosullarinda

reaksiyon vermemekte ve reaksiyonu bozmamaktadir
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Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Levodopanin farmasotik preparat olarak tablet ve kapsili vardir.
Calismalarda on tablet tozu veya kapsiil icerigi, iyice karistirildiktan
sonra 100 mg levodopa ya tekabiil eden madde, miligramin onda
birine kadar, dogru olarak tartilir. 1000 ml lik bir 6l¢cli balonuna ak-
tarilir, 1 ml N HCI ve 300 ml su karisimi ile 10 dakika g¢alkalanir,
su ile 1000 ml ye tamamlanir. Stizilir. Siiziintiiniin 10.0 ml si su ile
100.0 ml ye tamamlanir. Caligmada "bundan 10.0 ml alinip su ile
100.0 ml ye seyreltilir...." deyiminden basglayarak metot uygulanir.
Sonuclar tablo VI'dadir.

OZET

Bu calismada Levodopanin miktar tayini icin yeni bir spektro-
fotometrik analiz metodu gelistirilmistir.

Levodopa benzhidrazid, p-nitrobenzhidrazid veya p-aminobenz-
hidrazidle alkali ortamda kirmizi-turuncu renk vermektedir; bu renk
yardimi ile spektrumun goriinen alaninda asagidaki gibi calisilarak
miktar tayini yapilmistir.

Levodopanin seyreltik hidroklorik asidli 0.5-20 mcg/ ml lik ¢6-
zeltisinin 10.0 ml si tizerine 0.5 ml belite¢ c¢oOzeltisi konur; belirteg
olarak benzhidrazid kullanildiginda 0.40 ml 0.3N sodyum hidrok-
sit, p-nitro ve p-aminobenzhidrazid icin + 5 a/h sodyum hidroksit
¢Ozeltisi ilave edilir. (pH:12.4). Bekletme siiresi oda sicakliginda-ab-
sorbansin Olciildiigii dalga boyu E%j,, ve Beer Kanununa uygun
konsantrasyonlar belirtece gore degismekte olup, benzhidrazid, p-nitro
p-aminobenzhidrazid sira ile 35 dakika, 480 nm, 646,0.5-15 mcg/ ml;
10 dakika, 490 nm, 724, 0.5-20 mcg/mlve 40 dakika, 490 nm, 798,
0.5-15 mcg/ml dir. Ol¢gmeler ayn1 sekilde hazirlanmis, levodopa ih-
tiva etmeyen sahit karsisinda yapilir.

Gelistirilen yontemin duyarlik (degisme katsayisi, standart sapma
ve = 95 olasilikla giiven sinirlar1) ve dogrulugu (bagil hata ve standard
hata) i belirtec icinde degisik konsantrasyonlarda onar o6l¢cim tlize-
rinden hesap edilmistir.

Bulgulara gore p-nitrobenzhidrazid, reaksiyon siiresi, Beer Kanu-
nuna uyan konsantrasyonunun sinirinin genisligi, duyarlik ve dogruluk



Tablo VI. Metodun farmasétik preparatlara uygulanmasiyla alinan sonuclar

p-nitrobenzhidra- p-aminobenzhid-
Benzhidrazidle zidle razidle
100 mg. Levodopaya | Miktar % Miktar % Miktar %

flacin adx Bildirilen Miktar | ekivalan toz miktar: (mcg) (mcg) (mcg)
Levodopa Levodopa
Tablet 500 mg 150 mg 511.0 1022 | 5075 1015 | 507.6 | 1015
Dopason Levodopa
Tablet 250 mg 130 mg 253.5 101.4 252.2 100.9 252.0 100.8
Eldopa Levodopa
Kapsiil 250 mg 113 mg 243.7 97-5 244.4 97-8 247.0 98 8
Madopar Levodopa 100 mg
Kapsiil Benserazid 25 mg 150 mg 102.9 102.9 102.1 102.1 101.5 101.5
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bakimindan benzhidrazid ve p-aminobenzhidrazide {istlinliik goster-
mistir.
Gelistirilen yontem diisiik konsantrasyonlarda calismaya olanak

verdigi i¢in literatlirde bildirilen diger spektrofotometrik yontemlerden
ustiindir. En azindan onlardan herhangi biri yerine kullanilabilir.

Yontem farmasotik preparatlara basari ile uygulanmis, buna karsi-
lik kan ve idrarda dogrudan dogruya levodopa tayinine olanak ver-
memistir.

SUMMARY

In this work a new spectrophotometric method for quantitative
determination of levodopa has been developed.

The red - orange color produced by the reaction between levodopa
and benzhydrazide, p-nitrobenzhydrazide or p-aminobenzhydrazide
in alkaline media is used for spectrophotometric determination in the
visible region.

In this method, 0.5 ml hydrazide reagent is added to 10 ml of
levodopa solution diluted with hydrochloric acid, 0.40 ml of 0.3N
sodium hydroxide solution is added for benzhydrazide, 0.70 ml of
5 w/v sodium hydroxide solution is added for p-nitro or p-amino-
benzhydrazide. The waiting period, wavelengths, E + 1 and the
concentrations in accordance Beer's Law are dependent to the rea-
gents used. Data obtained are 35 mins, 480 nm, 646, 0.5-15 mcg / ml
for benzhydrazide, 10 mins, 490 nm, 724, 0.5-20 mcg/ml for p-nit-
robenzhydrazide and 40 mins, 490 nm, 798, 0.5-14 mcg/ml for
p-aminobenzhydrazide respectively. The solutions should be allowed
to keep at room temperature for all three reagents. Measurements
are made against the reagent blanks, prepared under the same condi-
tions.

2ee

The variability (standart deviation, confidence limites with
o .95 probability) and reliability (standart error, and relative error)
of this method have been calculated for three reagents at different
concentrations using ten samples for each experiment.

It is found that p-nitrobenzhydrazide is reliable from other
reagents to the reaction time, the limits of concentrations oflevodopa
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for quantitative determinations. In this respect it is an improvement
over existing spectrophotmetric procedures.

We have used this method successfully for levodopa determina-
tion in pharmaceutical material. But we should say that this method
is not directly applicable to biological material such as urine and blood.
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