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OZET

Bu ¢aligma, bir farmasdtik pomadda bulunan Efedrin HCI (EFD), Nafazolin HCI (NFZ2),
Antazolin HCI (ANT) ve Kloreton (Klorbutanol) (KLO) etken maddelerinin tayini igin
spektrofotometrik ve kromatografik yontem gelistirilmesini icermektedir. Spektrofotometrik
yontemde, EFD igin 3.tiirev n=5 de 218 nm.de, NFZ igin 2.tliirev n=21 de 234 nm.de, ANT
icin 1.tiirev n=13 de 254 nm.de miktar tayinleri yapilmistir. KLO tayini, piridin reaktifi ile
renklendirme yapildiktan sonra 540 nm.de spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir.
Dogrusal ¢alisma araligt EFD, NFZ, ANT ve KLO igin sirasiyla 20-70, 1-3, 10-30 ve 10-200
pg/mL  olarak almmustir. Validasyon calismalarinda bulunan LOD  degerleri,
spektrofotometrik yontemde EFD, NFZ, ANT ve KLO igin sirastyla 3,95; 0,92; 0,19 ve 0,96
ug/mL olarak bulunmustur. Kromatografik yoéntem olarak bir RP-HPLC yontemi
gelistirilmis ve optimize edilmistir. RP-HPLC yonteminde Agilent Zorbax Eclipse XDB, C
18 (3.0x75mm, 3.5um) kolon kullanilmig, mobil faz olarak metanol ve 15 mM fosfat
tamponundan olusan ikili gradiyent eliisyon uygulanmistir, mobil faz akis hiz1 0,6 mL/dK.dir
ve 210 nm.de UV dedektor ile dedeksiyon yapilmistir. RP-HPLC yontemindeki dogrusal
caligma araligt EFD, NFZ, ANT ve KLO ig¢in sirasiyla, 8,33-24,36 ng/mL; 0,25- 0,75 pg/mL;
2,5-7,5 pg/mL ve 8,33- 24,4 ng/mL dir. Validasyon ¢alismalarinda bulunan LOD degerleri,
RP-HPLC yonteminde EFD, NFZ, ANT ve KLO i¢in sirastyla 2,7; 0,025; 0,10 ve 0,86 ng/mL
bulunmustur.  Gelistirilen kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerin sonuglari
istatistiksel olarak dogruluk ve kesinlik acisindan birbirleri ile karsilastirilmis ve iki yontem
arasinda anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.

Bilim Kodu : 10103

Anahtar Kelimeler : Efedrin, Nafazolin, Antazolin, Kloreton, HPLC, UV Tirev
spektrofotometrisi
Sayfa Adedi - 119
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ABSTRACT

This study includes the development of spectrophotometric and chromatographic methods
for determination of Ephedrine HCI (EPD), Naphazoline HCI (NPZ), and Anthazoline HCI
(ANT) and Chloreton (Chlorobutanol) (CLO) active agents in a pharmaceutical pomad. In
spectrophotometric method, third order derivative of the amplitudes at 218 nm n=5 and the
first order derivative of the amplitudes 254 nm n=13 was selected for the determination of
EPD, ANT, respectively while NPZ was determined by the second derivative at 234 nm and
n=21 and colorimetric detection was applied for assay analysis of CLO at 540 nm. Linear
operating range was obtained as 20-70, 1-3, 10-30 and 10-200 ug/mL for EPD, NPZ, ANT,
and CLO respectively. The LOD values were found to be 3.95, 0.19, 0.92 and 0,96 ng/mL
for EPD, NPZ, ANT, and CLO in spectrophotometric method, respectively. As
chromatographic method, the reverse phase high performance liquid chromatographic (RP-
HPLC) method has been developed and optimized by using column Agilent Zorbax Eclipse
XDB C18 (3.0x75mm, 3.5um) .The column temperature was 40°C, binary gradient elution
was used and the mobil phase consisted of 15 mM phosphate buffer in distilled water (pH
3.0) and methanol, and the flow rate was 0.6 ml/min and the UV detector was detected at
210 nm. The linear ranges in the RP-HPLC method were 8.33-24.36 ng/mL, 0.25 - 0.75
pg/mL, 2.5-7.5 ng/mL and 8.33 - 24.4 pg/mL for EPD, NPZ, ANT, and CLO, respectively.
The LOD values in the validation studies were 2.7, 0.025, 0.66 and 0.86 pg/mL for EPD,
NPZ, ANT, and CLO in RP-HPLC method respectively. The results of the chromatographic
and spectrophotometric methods developed were statistically compared with each other in
terms of accuracy and precision, and there was no significant difference between the two
methods.
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1. GIRIS

Farmasoétik analizlerde en ¢ok kullanilan yontemler, UV spektrofotometri ve HPLC’dir.
Ozellikle, ayn1 dalga boyu araliginda spesifik pikleri olan maddelerin karisimlari, UV-VIS
spektrofotometrisi ile analiz edildiginde olusan spektral girisim nedeniyle analizin giiglestigi
bilinmektedir. Bu soruna UV tiirev spektrofotometresi yontemi bir ¢6ziim olabilir. Yontem
uygulanabilirlik bakimindan bir¢ok {istiinliige sahiptir. Zaman alict ve pahali islemlere
bagvurmaksizin analize imkan tanimasi sebebiyle giincelligini korumaktadir. Farmasotik
analizlerde HPLC yontemi ise basit, hizli, kesin ve dogru olmasi nedeniyle siklikla rutin
analizlerde kullanilmaktadir. Genelikle, HPLC yontemi UV  spektrofotometrik
yontemlerden daha duyarli olmast ve daha az numune kullanilmasi gibi 6zellikleri ile 6n

plana ¢ikmaktadir [1].

Efedrin Hidrokloriir gerek alfa ve gerekse beta-reseptorleri uyarmasi nedeniyle adrenaline
benzeyen; fakat ona oranla sempatomimetik etkileri zayif olan bir ilag etken maddesidir ve
Ephedra bitkisi tiirlerinden elde edilen bir alkaloiddir. Giiniimiizde sentez yoluyla elde edilir,
levo izomeri veya rasemik karisim seklinde hidrokloriir ya da stilfat tuzu halinde kullanilir.
Bronkodilator etkisinden baska, vazokonstriiktor etkisi de vardir. Efedrin Hidrokloriir,
bronglardaki beta reseptdrlerinin stimiilasyonu sonucu astim, bronsit, amfizem ve
bronsektazi gibi hastaliklarda brons diiz kas adalesini gevsetmek suretiyle gosterdigi
bronkodilator etkiyle hastalarin daha rahat nefes almasini saglar. Ayrica solunum yolu

konjestiyonunu giderir [2].

Nafazolin Hidrokloriir, alfa adrenerjik aktivite gosteren sempatomimetik bir ajandir.
Mukoza zar1 iizerine uygulandiginda sismeyi azaltmada hizli bir etki gosteren bir
vazokonstriiktordiir. Konjunktiva arteriollerinde alfa-reseptorlere etki ederek konstruksiyon
olusturur ve tikanikligi azaltir. Nafazolin Hidrokloriir, soguk alginligi, alerji veya goz

tahrislerinden dolay1 kizariklik, siskinlik giderici bir dekonjestandir [2].

Antazolin Hidrokloriir, se¢ici Hl-antagonistleri olan etilendiamin sinifindan bir
antihistaminiktir. Alerjik konjunktivit semptomlarini azaltmak ig¢in burun tikanikligini
azaltmasinda kullanilan antikolinerjik 6zelliklere sahip bu birinci nesil antihistaminik madde

g6z damlalarinda, genellikle Nafazolin ve / veya Tetrahidrozolin ile kombine halde



kullanilir. Antihistamin ve vazokonstriktorii birlestiren iiriinler, alerjik g6z hastaliklarinin

semptomatik iyilesmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [2].

Kloreton giiniimiizde hiptonik olarak degil, antiseptik etkisi nedeniyle sivi farmasétik ilag

sekilleri i¢cinde koruyucu olarak kullanilir [2].

Tiirk ilag pazarinda Efedrin Hidrokloriir, Nafazolin Hidrokloriir, Antazolin Hidrokloriir ve
Kloreton etken maddelerini igeren farmasotik bir pomad bulunmaktadir. Ayrica, piyasa
bulunan ¢esitli farmasotik formlarda Antazolin Hidrokloriir ve Nafazolin Hidrokloriir igeren
preparatlar oldugu gibi Efedrin ve Kloreton’u da ayri ayn iceren g¢esitli preparatlar
mevcuttur. Bu etken maddeler tayin edilirken ayr1 ayri yontemler uygulanmaktadir. Bu
nedenle, bu maddeleri igeren karisimlarin ayrimi ve miktar tayini yapilabilmesi igin

ekonomik, ¢evreci ve kolay yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada farmasoétik pomatta Efedrin Hidrokloriir, Nafazolin Hidrokloriir, Antazolin
Hidrokloriir ve Kloreton etken maddelerinin rutin analizlerde herhangi bir ayirma islemine
tabi tutulmadan ayni anda kantitatif tayinlerine yonelik ekonomik, kolay, duyarli ve hizli bir
analitik teknik gelistirilmesi amaglanmigtir. Bu maddelerden Efedrin Hidrokloriir, Nafazolin
Hidrokloriir ve Antazolin Hidrokloriir birbirine benzer spektroskopik ozelliklere sahip
olduklarindan ayn1 anda UV spektrofotometrik yontemle tayinleri miimkiin degildir. Bu
nedenle, Efedrin Hidrokloriir, Nafazolin Hidrokloriir, Antazolin Hidrokloriir in es zamanl
tayini i¢cin UV-Tirev spektrofotometresi kullamlmistir. Ancak, Kloreton UV
spektrofotometrisi ile tayin edilememektedir. Bu nedenle, Kloreton segici bir renklendirme
ajan1 ile muamele edilerek kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Daha sonra, Efedrin
Hidrokloriir, Nafazolin Hidrokloriir, Antazolin Hidrokloriir ve Kloreton'un aynmi anda

analizi i¢in RP-HPLC yontemi gelistirilmis ve yontemler kiyaslanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sempatomimetik ilaglar

Sempatomimetik ilaglar, efektor organlari, adrenerjik reseptorler iizerinden direkt ve/veya
indirekt olarak etkileyen ve sempatik sinir stimiilasyonunun bu organlardaki etkilerini taklit
eden ilaglardir. Genellikle hem alfa ve hem de beta-adrenerjik reseptorleri aktive ederler. Bu
ilaglarin efektdr hiicre veya organlarda olusturduklar: etkinin tiirii ve derecesi baslica iki
faktore bagimlidir: 1) ilacin al 02, B1, B2 ve B3 reseptorlere karsi afinitesi ve ii) etkilenen
yapinin reseptor bilesimi. Ayrica ilacin farmakokinetik 6zellikleri de etki kalibini, etki

giiclinil ve sliresini degistirir.

Bu ilaglarin tamamina yakini feniletilamin tiirevidir. 3,4-dihidroksifeniletilamin tiirevleri
veya diger adiyla katekolaminler sadece dogrudan etki gosterirler. Digerlerinin bir boliimii
direkt etki gosterir. Geri kalanlar ise adrenerjik reseptorleri hem dogrudan ve hem de dolayli

yani karma bir sekilde etkilerler.

Sempatomimetik ilaglar: i)Katekolaminler ve ii)Sempatomimetik aminler (Katekolamin-
olmayanlar) diye iki ana boliime ayrilirlar. Cizelge 2.1’de Sempatomimetrik ila¢ etken

maddeleri verilmistir [2].

Cizelge 2.1. Sempatomimetik ilag grubuna dahil olan etken maddeleri [2]

Katekolamin olmayanlar
Alfa Mimetik flaglar Beta Mimetik ilaglar
Katekolaminle Myokard
' Antihipotansif Dekonjestan Bm“k;’d‘lato Vaz"f“lato Tokolitik | Stimiilant
Lokal Sistemik
Adrenalin Efedrin Nafazolin Femlprorp])anolaml Terbutalin Izoksuprin Ritodrin Dope:saml
Noradrenalin FenilEfedrin KS'IOT]%ZO“ Psodofedrin Salbutamol Nilidrin Izoksuprin
Etilnoradrenalin Metarlammo Tetrahidrozolin Salmeterol
Dopamin Metoksamin | Oksimetazolin Formoterol Salbutamol
Dobutamin EtilEfedrin Indanazolin Fenoterol
Dopeksamin Norfenefedrin Fenilefrin Kalbuterol
Dipivefrin Oksedrin Efedrin Klenbuterol
izoproterenol | Nordefedrin Tuamur]]ohepta Tulobuterol
Oktopamin | Metilheksamin
Heptaminol Propllr::aksedrl




2.2. Efedrin Hidrokloriir

2.2.1. Efedrin Hidrokloriir’iin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Efedrin Hidrokloriir iin kimyasal ve fiziksel ozellikleri, Cizelge 2.2.’de, acik formiilii Sekil

2.1.°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Efedrin Hidrokloriir in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [3]

Kimyasal Adi (1R,2S)-2-(metilamino)-1-fenillpropan-1-ol; hidrokloriir

Kapali Formiilii C,,H,;CINO

Molekiil Agirlig 201.694 g/mol

Erime Noktasi 182-186°C
Coziiniirligii Suda, alkolde, kloroformda, eterde
Rengi, formu Beyaz kati, kristal toz

Saklama Kosullari 30°C altindaki oda sicakliginda ve sikica kapali hava gegirmeyen
kaplarda saklanmalidir

H
N““-..

Sekil 2.1. Efedrin Hidrokloriir tin agik formiilii

2.2.2. Efedrin Hidrokloriir’iin farmakolojik 6zellikleri

Efedrin, Cin’de iki bin yildan beri halk ilac1 olarak kullanilan Ephedra tiirii bir bitkiden ilk
olarak 1920’lerde elde edilmis olan bir alkaloiddir. Daha sonra sentezle yapilmaya
baglanmistir [4]. Periferik etkinliginin niteligi bakimindan adrenaline benzer; ancak
gravimetrik etki giicii adrenaline gore disiiktiir; fakat etki siiresi daha uzundur. Esas

itibariyle adrenerjik sinir uclarindan noradrenalin salivererek indirekt etki yapar.



Sempatomimetik etkisi, dozlar tekrarlanirsa giderek azalir. Kalp tizerindeki stimiilan etkisi
nedeniyle kalp debisini artirarak ve ayrica damar yataklariin ¢ogunda vazokonstriksiyon
yaparak diyastolik ve 6zellikle sistolik kan basincini yiikseltir. Bronkodilator etkisi vardir;

ancak astim tedavisinde kullanilan beta 2 agonisti ilaglara gore bu etki zayiftir.

Spinal anesteziye veya epidural anesteziye bagli hipotansyonun diizelmesi igin kullanilir.
Nazal dekonjestan olarak sprey veya burun damlasi seklinde soliisyon kullanilir. Enurezis
nokturna’y: (gece alt 1slatma) 6nlemek igin gece yatarken agizdan verilebilir. Akut bronsit
olgularinda kullanilan antitusif majistral formiilasyonlara katilabilir. ilag olarak siilfat veya
hidrokloriir tuzu kullanilir. Psikomotor stimiilan etkisi nedeniyle keyif verici olarak kotiiye

kullanilabilir; ayrica kagak olarak metamfetamin yapiminda prekiirsor olarak kullanilir.

Diger sempatomimetik ajanlar gibi Efedrin’in fizyolojik etkileri de olduk¢a degiskendir ve
genelde kullanilan doza baghdir. Efedrin, B2 adrenerjik reseptorleri stimule ederek brons diiz
kaslarin1 gevsetir; bronkospazmi ¢dzer; solunumu olumlu yonde etkiler ve vital kapasiteyi

artirir. Bazi hastalarda kalp atim hiz1 degismez. Yiiksek dozlarda ise aritmiler goriliir [2,3].

Efedrin’in koroner kan akimi tizerindeki etkileri doza bagimli olmasina ragmen, genellikle
koroner kan akimini artirir. Kan akiminda yaptig1 bu artis koroner arterlerin dilatasyonuna
veya kan basincindaki artiga bagli olabilir. Periferde hem vazodilatasyon hem de
vazokonstriksiyon yapabilir;  vazodilatasyon P2 reseptorlerinin  stimulasyonuna,
vazokonstriksiyon ise o1 reseptorlerinin stimiilasyonuna baglidir. Efedrin deri, mukoza
membranlari1 ve preferik arteriyollerde konstriksiyon, iskelet kaslarinda ise vazodilatasyon
yapar. Sistolik ve diyastolik basinci artirir. Efedrin etkisiyle ortaya ¢ikan presor cevaplar

adrenalin ve noradrenalin ile karsilastirildiginda daha yavas gelisir, fakat daha uzun siirer.

Parenteral Efedrin bobrek kan damarlarini biizerek bobrek kan akimini azaltir. Hipovolemisi
olmayan hipotansif hastalarda baslangicta bobrek kan ve idrar akimini azaltir; kan basinci

normale ulasirken idrar akigi da normale doner [3].

Efedrin topikal olarak uygulandiginda nazal mukozada konjestiyon nedeniyle dilate halde
bulunan kan damarlarim1 biizerek konjestiyonu azaltir. Oral yoldan verildiginde bu etkisi
goriilmez, fakat rebound konjestiyona neden olabilir. Santral sinir sisteminde stimiilan etki

gosterir; bu etki amfetaminlerle karsilastirildiginda daha zayiftir. Genellikle gastrointestinal



sistemdeki diiz kaslar1 gevsetir. Mesane diiz kasi1 lizerinde de etkilidir. Bir yandan idrar
kesesindeki trigon ve sfinkter kaslarini kasarken, diger yandan detrusor kasini1 gevseterek
idrar retansiyonuna neden olur. Uterus lizerine etkileri ise degiskendir; dogum esnasinda
spinal anesteziyle bagli hipotansiyonun tedavisi i¢in kullanildiginda uterus kan akimini
artirir. Efedrin glikojenoliz yapar, ancak bu etkisi adrenalin kadar giiclii degildir ve
hiperglisemiye neden olmaz. Yaptig1 santral stimiilasyonla oksijen tiikketimini ve
metabolizma hizim1 artirir. Miyastenia gravis’li hastalarda kas giiclinii artirir; bu etki

mekanizmasi bilinmemektedir [3].

Efedrin oral, topikal veya parenteral yoldan verilir. Oral, subkiitan veya intramiiskiiler
uygulamadan sonra hizla ve tamamen absorbe olur. Bronkodilaator etkisi oral yoldan 15-60
dakika i¢inde goriiliir ve 2-4 saat devam eder. Intramiiskiiler (IM) yoldan absorbsiyonu
subkiitan yoldan verilmesine gore biraz daha hizlidir (10-20 dakika). Presor etkisi parenteral
uygulama sonrasi yaklasik 1 saat devam eder; bu siire oral yoldan 4 saate kadar
cikabilmektedir. Dagilim1 hakkinda ¢ok fazla bilgi yoktur; plasentay1 astig1 ve anne siitiine
gectigi diistinilmektedir. Cok az bir kismi1 karacigerde oksidatif deaminasyon, demetilasyon,
aromatik hidroksilasyon ve konjugasyonla metabolize olur. Baslica metabolitleri p-
hidroksiefedrin, p-hidroksinorefedrin, norefedrin ve bu metabolitlerin konjugatlaridir. Ana
ilag ve metabolitleri esas olarak idrarla atilirlar; biiylik kismi idrarda degismemis halde
bulunur. Gerek kendisinin gerekse metabolitlerinin eliminasyonu idrar pH’sinin
asitlesmesine paralel olarak artar. idrar pH’s1 5 oldugunda elimasyon yar1 émrii yaklasik 3

saattir; pH 6,5’a yiikseldiginde bu siire 6 saate kadar uzar [3].

Efedrin, diinya dopingle miicadele kurallarna goére diizenlenen Yasakli Maddeler
Listesi’nde Uyaricilar grubunda yer almaktadir. Efedrin’in idrarda 10 pg/mL’den daha

yiiksek konsantrasyonda bulunmasi yasaktir [2].



2.2.3. Efedrin iceren miistahzarlar

Efedrin igeren miistahzarlar, Cizelge 2,3’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Efedrin i¢eren miistahzarlar [3].

Miistahzar Ismi Farmasotik Form Efedrin derisimi | Miistahzardaki Diger
Maddeler

Efedrin hidrokloriir Ampiil Enjektabl Preparat 50 mg/1 mL --

Sulfarhin Burun Pomad Nazal pomad %0,833 Nafazolin HCI
Antazolin HCI
Kloreton
Mentol
Okaliptol

Antibeksin Surup Soliisyon 5mg/5 mL Feniramin Maleat
Potasyum Siilfogayakolat
Sodyum Sitrat

Broksin Surup Soliisyon 6,66 mg/5 mL Guaifenesin

Defeks Surup Soliisyon 20 mg/10 mL Dekstrometorfan HBr
Difenhidramin HCI

Eupnase Surup Soliisyon 8,3 mg/5 mL Gliseril Gayakolat

2.3. Nafazolin Hidrokloriir

2.3.1. Nafazolin Hidrokloriir’iin kimyasal ve fiziksel o6zellikleri

Cizelge 2.4. Nafazolin Hidrokloriir’in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [3]

Kimyasal Adi 2-(naftalen-1-ylmetil)-4,5-dihiydro-1H-imidazole; hidrokloriir
Kapali Formiilii C,,H,CIN:

Molekiil Agirlig 246.092 g/mol

Erime Noktasi 255-260°C

Coziiniirligii Suda alkolde ¢6ziiniir, kloroformda az ¢6ziiniir, benzende ve eterde ¢6ziinmez
Rengi, formu Beyaz kristal toz
Saklama Kosullar1 15-30°C arasindaki kontrollii oda sicaklifinda ve sikica kapali hava gecirmeyen

kaplarda saklanmalidir. Isiktan korunmalidir. Cozeltileri dondurulmamalidir.

H
N e HCl

Sekil 2.2. Nafazolin Hidrokloriir’iin agik formiilii




2.3.2. Nafazolin Hidrokloriir’iin farmakolojik ozellikleri

Nafazolin imidazolin tiirevi vazokonstriktor etkili bir lokal dekonjestandir. Burun mukozasi
veya konjunktivaya uygulanir. a- adrenerjik reseptdrleri stimule eder ve intranazal olarak
kullanildiginda akut ve kronik rinit, siniizit, soguk alginlig1, saman nezlesi ve diger alerjilere
bagli nazal konjestiyonu ortadan kaldirir. Asir1 miktarda ya da uzun siireli kullanimi nazal
mukozada iritasyona neden olabilir. Polen alerjisi, toz, soguk, sigara dumani, yiizme ve
kontakt lens takmaya bagli hafif iritasyon olusturan maddelerin neden oldugu go6z

kizarikliklarini gidermek tizere oftalmik preparatlar1 seklinde de kullanilir.

Nafazolin, direkt etkili sempatomimetrik bir amindir. Dekonjestan etkisini nazal mukoza
veya konjunktivada bulunan arteriyollerdeki o adrenerjik reseptorleri etkilemesine bagli

vazokonstriksiyon yaparak gosterir [3].

Nafazolin oftalmik ve intranazal olarak kullanilir. Goze topikal olarak uygulandiginda etkisi
10 dakika igerisinde goriiliir. Etki siiresi 2-6 saattir. Sistemik dolasima absorbe olabilir. Anne
stitiine gegip gegmedigi bilinmemektedir [2].

2.3.3. Nafazolin igeren miistahzarlar

Nafazolin igeren miistahzarlar, Cizelge 2,5’de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Nafazolin igeren miistahzarlar [3]

Miistahzar Ismi Farmaso6tik Form Nafazolin Derigimi Miistahzardaki Diger
Maddeler

Sulfarhin Burun Nazal pomad 200,025 Efedrin

Pomad Antazolin HCI

Kloreton Mentol
Okaliptol




2.4 Antazolin Hidrokloriir

2.4.1. Antazolin Hidrokloriir’iin kimyasal ve fiziksel ozellikleri

Cizelge 2.6. Antazolin Hidrokloriir’iin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [3]

Kimyasal Adi N-benzil-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-ylmetil)anilin; hidrokloriir

Kapali Formiilii C,,H, CINs

17" 20

Molekiil Agirlign 301.818 g/mol

Erime Noktasi 235-240°C
Coziiniirligi Suda alkolde ¢oziiniir.
Rengi, formu Beyaz Kiristal toz
Saklama Kosullar 30°C’nin altindaki oda sicakliinda ve hava gegirmeyen kaplarda
saklanmalidir.
H
N

C

HCI

Sekil 2.3. Antazolin Hidrokloriir’in agik formiili

2.4.2 Antazolin Hidrokloriir’iin farmakolojik 6zellikleri

Antazolin, segici H1-antagonistleri olan etilendiamin sinifindan bir antihistaminiktir. Alerjik
rinit ve konjunktivit tedavisinde kullanilir. Burun ve goz damlalarinda hidrokloriir, fosfat,
siilffat veya melazit tuzu halindedir. Genellikle Nafazolin ve / veya Tetrahidrozolin ile
kombine halde kullanilir. Antazolin hidrokloriirin %1,8’lik kremleri ciltteki hafif
iritasyonlarin tedavisinde de kullanilir. Antazolin hidrokloriir oral yoldan sistemik

antihistaminik olarak da kullanilir [3].
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Bu grup ilaglar gastrointestinal kanal, genis kan damarlar1 ve brong diiz kasinda Hi-
reseptorleri diizeyinde histamin’in etkilerini bloke ederler. Hi-reseptdrlerinin blokaji
etkilenen bolgede histamine bagl ortaya ¢ikan 6dem olusumu, kizariklik ve pruritusu da
baskilarlar. Hi-antagonistleri degisen derecede antikolinerjik etki gdsterirler. Antikolinerjik
etki santral antimuskarinik etkiye baglidir. Topikal olarak uygulanan Antazolin bocek

isirmalarinda, kiigiik yaniklarda veya zedelenmelerde lokal iyilesme saglayabilir [3].

2.4.3. Antazolin iceren miistahzarlar

Antazolin igeren miistahzarlar, Cizelge 2.7’de gosterilmistir.

Cizelge 2.7. Antazolin i¢eren miistahzarlar [3]

Miistahzar Ismi Farmasotik Form Antazolin Derigimi Miistahzardaki
Diger Maddeler

Sulfarhin Burun Pomad: | Nazal Pomad %0,025 Efedrin HCI
Nafazolin HCI
Kloreton
Mentol
Okaliptol

2.5. Kloreton

2.5.1. Kloreton’un kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Cizelge 2.8. Kloreton’un kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [3]

Kimyasal Adi 1,1,1-trikloro-2-metilpropan-2-ol

Kapali Formiilii C,H.CI0

Molekiil Agirlig 177,449 g/mol

Erime Noktas1 97°C

Coziintirligi Soguk suda az ¢Oziinlirden sicak suda ¢6ziiniir, alkolde, kloroformda,
eterde ve ugucu yaglarda ¢oziiniir

Rengi, formu Renksiz Kristal toz

Saklanmas1 Hava gecirmeyen kaplarda ve serin bir yerde saklanmalidir




Cl
Cl

Cl

OH

H3;C CHj

Sekil 2.4. Kloreton’un agik formiilii

2.5.2. Kloreton’un farmakolojik ozellikleri

11

Renksiz beyaz kristal seklinde ve hizli siiblime olan Kloreton (Klorbutanol) antiseptik ve

lokal anestezik olarak kullanilir. Ayrica, sedatif ve hipnotik etkisi de vardir. Antibakteriyel

ve antifungal etki de gosterir. Seyreltik ¢ozeltileri diseti ve bogaz enfeksiyonlarinda gargara

seklinde kullanilabilir. Ayrica enfekte olmus dis pulpasindaki enfeksiyon ve agriya karsi da

kullanilir. Enjektabl ¢ozelti ve g6z damlalarinda koruyucu olarak %0,5 derisimde kullanilir.

Hafif sedatif etki gosterir, fakat bu amagla kullanilmaz [2,3]

2.5.3. Kloreton i¢eren miistahzarlar

Kloreton igeren miistahzarlar, Cizelge 2.9’da gosterilmistir.

Cizelge 2.9. Kloreton i¢eren miistahzarlar [3]

Miistahzar Ismi Farmasotik Form Kloreton Derisimi

Miistahzardaki Diger
Maddeler

Sulfarhin Burun Pomad: | Nazal Pomad 90,833

Efedrin
Nafazolin HCI
Antazolin HCI
Mentol
Okaliptol

Narivent Burun Merhemi | Nazal pomad -

Mannitol

Petrolatum

Mineral Yag

Stit Albiimini
Dipotasyum Glisirizinat
Tokoteril Asetat

Disinol Cozelti Soliisyon 2g/10cc

Fenol
Esans Girofle
(karanfil esansi)
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2.6. Analiz Yontemleri

2.6.1. Efedrin

Cesitli matrikslerde Efedrin analiz yontemleri Cizelge 2.10°da 6zetlenmistir.

Cizelge 2.10. Efedrin analiz yontemleri

160

Numune/ Calisma
Diger Maddeler Yontem | Kosullar Aralig1 LOD Ref.
Zayiflatict Gida ve Bitkisel | HPLC ~ [Kolon: Cyg (4,6 mm id.x150 mm,5um) 2,5-500 | 0,17 [5]
Uriinler! Fenolftalein, -MS Mobil faz: Asetonitril- formik asit- | pg/mL pg/mL
Sibutramin, Fenfluramin, su, gradient
Klopamid, Norseferofedrin, Akis hizi: 500 pL/dk
Kafein, Fenformin Dedektor: MS
Sa¢ Numunesil LC-MS |Kolon: CD-Cig HT (150mmx2 mm | 20-500 10,0 [6]
Epinastin, Feksofenadin, id. 3 um) ug/mg ug/mg
Dihidrokodin, Klorfeniramin Mobil faz: Asetonitril - %0,5 formik
Klorfeniramin Metaboliti, asit
Dismetilklorofenilamin, Dedektor: MS-MS
Metilefedrin
Idrarl Metamfetamin HPLC Kolon: Cig (25cmx 4,6 mm id.,10 um)| 100- 52,80 [7]
Mobil faz: Asetonitril - 10 mM 2000 ng/mL
fosfat tamponu ng/mL
IAkis hizi: 1,5 mL/dk
IDedektor: UV
Farmasatik Tablet/Teofilin | 1)UV 1) Dalga boyu: 250,3 nm 1)10-50 | 1)0,92 | [8]
Spek 2)Kolon: Dimetil oktadesil bagli C1g | pg/mL pg/mL
2)HPLC (300 mmx3.9 mm id.10pum) 2)15-75 | 2)0,86
Mobil faz: Metanol-su (40: 60h/h) pg/mL pg/mL
pH 3 kis hizi: 1,2 ml/dk
Dedektor: 217 nm
Farmasatik Tabletl HPLC- [Kolon: Kinetix Cig 5-200 1,46 [9]
Fenilefrin, Parasetamol, uv Mobil Faz: Asetonitril - pH 5 fosfat | pg/mL pg/mL
Guaifenesin, Doksilamin tamponu, gradient
Siiksinat, Dekstrometorfan IAkis hizi: 2 mL/dk
Hidrobromiir IDedektor: UV
Idrar! Fenilpropanolamin, | 1)RP- 1)Kolon: Cig (2,1mm x 50mm, 1,7um) 1)2,5-20 | -
Katin, Psodoefedrin, UPLC Mobil faz: 10 mM Amonyum pg/mL [10]
Metilefedrin bikarbonat tamponu - metanol,
gradient
2)HILIC- |Akis hizi: 0,6 mL/dk 2)2,5-20
UPLC Dedektor: MS pg/mL
2)Kolon: HILIC (2,2mm x 100mm,
1,7 pm)
Mobil faz: Asetonitril-su (95:5 h/h)
)Akis hizi: 0,5 mL/dk
Farmasétik  Dozaj Form,| Kolori- Renklendirici, dalga boyu: (ng/mL) |(ng/mL)
Idrarl metri Pikrik Asit, 410 nm 1,4-13 0,177 | [171]
Bromheksin Hidrokloriir Klorofenil bakir trisodyum, 410 nm | 15,30- 1,53
Alizerin kirmizisi, 435 nm 121 1,25
Amonyum reineckat, 530 nm 12,42- 1,07
120
13,66-
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Cizelge 2.10. (devam) Efedrin analiz yontemleri

Oksiiriik Surubul Kodein Fosfat, | HPLC Kolon: Cg 150-360 | -
Klorfeniramin Mobil faz: Metanol- asetik pg/mL [12]
asit- trietilamin (980:15:6
h/h/h) gradient

Akis hizt: 1,5 mL/dk
Dedektor: UV 254 nm

Farmasatik Surupl Norefedrin, 1)CE- 1)Elektrolit: pH 9,5, 5 mM 1)2,5- 1)0,25

Guafenezin MEEKC | borat tamponu 22,5 pg/mL | [13]
Enjeksiyon siiresi: 20 s pg/mL
2)CE- Kaset sicakligr: 30°C 2)0,46

MEKC | 2)Elektrolit: pH 11, 10 mM 2)2,5- pg/mL
Borat tamponu %96,7, %1,4 22,5
SDS, %1,2 1-butanol %0,7 pg/mL
etil asetat

Enjeksiyon siiresi: 20 s
Kaset sicaklig1: 40°C

Bitkisel Ilag¢ Formiilasyonul HPLC Kolon: Kinetex HILIC (100 - -
Psaédoefedin, Fenilefedrin, mm X 4,5 mm; 2,6 mm) [14]
Sinefrin Mobil faz: Asetonitril- pH 4,5

asetat tamponu (91: 9 h/h)
Akis hizi: 1 mL/dk
Dedektor: UV 215 nm

Kopek UPLC Kolon: Cys 0,01-5 3
Plazmasi/ Metilefedrin, (2.1mmx100mm;1,7pum) pg/mL ng/mL | [15]
Amigdalin, Glisirizik Asit Mobil faz: %0,1 Formik asit-

asetonitril, gradient
Akis hizi: 0,4 mL/dk
Dedektor: MS

Bitkisel Ilag Formiilasyonul UPLC Kolon: Cig (2.1mmx100mm; | - 2

Norefedrin, Norpsédoefedrin, 3,5um) ng/mL | [16]
Metilefedrin, Mobil faz: % 0,1 formik asit-

Psodoefedrin asetonitril, gradient

Akis hizt: 0,3 mL/dk
Dedektor: MS

Kan, Idrar! Amfetamin, UPLC Kolon: ACQUITY UPLC 0,1-10 -
Metamfetamin, BEH Phenyl (100 mm x 2,1 ng/mL [17]
Metilendioksiamfe-tamin, , mm; 1,7 pm)

MetoksimetofetaminMetilefedrin, Mobil faz: %0,3 formik asit-

Katinon, Merkatinon Ketamin asetonitril, gradient

Akis hizi: 0,4 mL/dk
Dedektor: MS

1)Fare Plazmasi LC-MS- | Kolon: Cg (100x2,1 mm; 1,8 1)0,51- | 1)0,51
2)Beyin Dokusu MS pum) 51,0 ng/mL | [18]
Homojenati/Morfin Mobil faz: Metanol- 2 mM ng/mL 2)0,255
amonyum asetat 2)0,255- | ng/mL
Akis hizi: 0,2 mL/dk 25,5
Dedektor: MS-MS ng/mL
Farmasatik Surup/Guaifenesin RP- Kolon: Inertsil ODS-2 Cisg 15-50 0,97
HPLC (4,6 x 250 mm, 5 pm) pg/mL | pg/mL | [19]

Mobil faz: pH 3 fosfat
tamponu-metanol
(60: 40 h/h)

Akis hizt: 1,0 mL/dk

Dedektor: UV 212 nm
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Cizelge 2.10. (devam) Efedrin analiz yontemleri

Bitkisel Farmasotik HPLC | Kolon: HS F5 (150 mmx4,6 mm; 5 pum) | 1,0- 0,3 [20]
Preparat/ Norefedrin, Mobil faz: pH 6,9 Asetat tamponu- 1000,0 | pg/mL
Norpsodoefedrin, asetonitril (90: 10 h/h) pg/mL
Psédoefedrin, Akis hizi: 1,0 mL/dk
Metilefedrin Dedektor: UV 215 nm
Farmasatik Surupl HPLC Kolon: CN (250 mmx4.6 mm, 5 um) 0-500 - [21]
Bromheksin Mobil faz: Su-asetonitril-etanol pg/mL
Hidrokloriir, (38:60:2 h/h/h)
Klorfeniramin Maleat, Akis hizi: 1,0 mL/dk
Kodein Fosfat, Dedektor: letkenlik
Dekstrometorfan
Hidrobromiir,
Difenhidramin
Hidrokloriir,
Papaverin
Hidrokloriir,
Fenilefrin Hidrokloriir
Oral kapsiil, RP- Kolon: Cys 0-300 2ng/mL | [22]
Nazal sprey, kan, HPLC Mobil faz: Asetonitril-su (52: 48 h/h) ng/mL
idrar/ Norefedrin Akis hizt: 1,0 mL/dk
Dedektor: Floresans, Eksitasyon 264
nm, Emisyon 313 nm
Idrar | Metamfetamin | GC-MS | Kolon: Karbon Nanotiip/Iyonik Sivi 0,5-250 | 0,07 [23]
Kapli Silika Kapiler pg/mL | pg/mL
Baslangig kolon sicakligi: 80°C
Enjeksiyon Sicaklig: 275°C
Akis hizi: 1,0 mL/dk
Dedektor: MS
Kan, idrar/ CE Kolon: 45 cm Fused silica kapiler, 0,005- 0,00096 | [24]
Psédoefedrin 45 cm, etkin uzunluk 37 cm, 75 pm id. 0,5 pg/mL
Eletrolit: pH 9,2 25 mM borat tamponu | pg/mL
Dedektor: UV 214 nm
Farmasatik Tabletl Donii- Karbon pasta elektrot 6x10°5 | 3.5x107 | [25]
Askorbik Asit, Glikoz, | siimli Elektrolit: pH 9 Bristton-Robinson -1x10% | M
Glisin Volta- | tamponu M
metri
Bitkisel Numune/ CE Kolon: 50,2 cm fused silica kapiler, 40 | 0,04— 4,8 [26]
Psodoefedrin cm etkin uzunluk, 75 m id. 4,00 ng/mL
Elektrolit: pH 9,7 25 mM borat tamponu | ng/mL
Dedektor: Lazer Induced Floresans
Bitkisel Ilagl CE Kolon: 50,2 cm fused silica kapiler, 40 1-100 | 0,7 [27]
Psddoefedrin cm etkin uzunluk, 75 m id. pg/mL | pg/mL
Elektrolit: 80 mM NaH»PO4 (pH 3), 15
mM B-siklodekstrin ve %0,3
hidroksipropil metilseliiloz tamponu
Dedektor: UV
FARMAKOPE YONTEMLERI
Standart Etken Madde [Potansi- | Titrant: 0,1 M NaOH - - [28,
yometri 29]
Standart Etken Madde [HPLC Kolon: Cig (15 mm x 4,6 mm, 3um) - - [30]

Mobil faz: Metanol- pH 4 asetat
tamponu (6: 94 h/h)

Akis hizt: 0,9 mL/dk

Dedektor: UV 220 nm




2.6.2. Nafazolin

Cesitli matrikslerde Nafazolin analiz yontemleri Cizelge 2.11°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.11. Nafazolin analiz yontemleri
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Calisma
Numune/ Yontem Kosullar Aralig1 LOD Ref.
Diger
maddeler
Insan idrart [Kemiliiminesans | Eksitasyon dalga boyu: 320 nm 0,5-200 0,19 [31]
ve serumu, Emisyon dalga boyu: 425 nm nmol/L nmol/L
Nazal
ve Oftalmik
Damla / -
Oftalmik HPLC Kolon: XDB Cig (150 mm x4,6 mm 5 um)| 12,5-100 | 0,02 [32]
Damla/ Mobil faz: %0,5 trietilamin, pH 2,8 pg/mL pg/mL
Feniramin 10 mM fosfat tamponu-metanol (68: 32
Maleat h/h)
Akis hizi: 1,0 mL/dk
Dedektor: UV 280 nm
Oftalmik/ Potansi- 1)Iyon Segici Yiizeyi Baskilanmis - 1)5,6x107| [33]
Nazal yometri Elektrot M
Damla/ 2)Karbon pasta elektrot
Klorofenra- 2)5,9x1077
min Maleat M
Oftalmik 1)Floresans Eksitasyon dalga boyu: 281 nm - 1)25 [34]
Damla/- Spektrometri Emisyon dalga boyu: 330 nm ng/mL
2)Siklo 2)15
desktrin ng/mL
destekli
Floresans
Spektrometri
Farmasotik | CE Kolon: 50 cm silika kapiler, 10cm etkin 100-500 | 20 [35]
Preparat/ uzunluk, 50pum id. pmol/L pmol/L
Cinko Elektrolit: 20 mM 2-(morfolin-4-il) etan-
1-sulfonik asit, 20 mmol/L histidin (pH 6)
Dedektor: Tletkenlik
Kolon Sicakligi: 25°C
Voltaj: 25 kV
Numune Enjeksiyonu: Hidrodinamik
Oftalmik Kare Dalga Boron-doped diamond elektrot, pH 4,7 3,0-21,0 | 0,04 [36]
Damla/ Siyirma asetat tamponu pmol/L pmol/L
Cinko Voltametri
Oftalmik RP-HPLC Kolon: Cig (250 mm x 4,6 mm id. 5um) | 10-60 0,28 [37]
Damla/ Mobil faz: pH 3 fosfat tamponu - pg/mL pg/mL
Fenilefedrin asetonitril (80: 20 h/h)
Akis hizt: 1 mL/dk
Dedektor: UV 276 nm
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Cizelge 2.11. (devam) Nafazolin analiz yontemleri

Ayirma voltaji: 30 kV

Elektrolit: pH 8,2 5 mM fosfat-5
mM borat tamponu

Enjeksiyon: Hidrodinamik

Kaset Sicakligr: 25°C

Dedektor: UV 205 nm

Oftalmik Damla/ [1)UV Tiirev 1) UV 4. tiirev, dalga boyu 302 nm | 1)5-40 1)1,46 [38]
Klorfeniramin  2)HPLC 2)Kolon: Cys pg/mL pg/mL
Mobil faz: Metanol- pH 7 fosfat 2)5-37 2)0,14
tamponu (55: 45 h/h) pg/mL pg/mL
Akis hizi: 1,5 mL/dk
Dedektor: UV 265 nm
Oftalmik Damla/ | AES NFZ ile Co (NO,) ] *ile 0.98-14.76 [39]
Tolazolin, coktiiriiliip geriye kalan kobalt pg/mL
Ksilometa-zolin miktar1 6l¢iiliir.
Oftalmik Damla/- Floresans Eksitasyon dalga boyu: 294 nm 2,6-225,0 2,6 ng/mL [40]
Spektrometri Emisyon dalga boyu: 306 nm ng/mL
Nazal Damla/ HPLC Kolon: Cyg (250 mm x 4,6 mm) 0,065- 0,02 [41]
Metilparaben Mobil faz: Metanol-su (40: 65 12,50 pg/mL
h/h) pg/mL
Akis hizi: 0,9 mL/dak
Dedektor: UV 220 nm
Nazal Cozeltil CE Kolon: 70 cm silika kapiler, 62 cm | 40,0-60,0 4,7 ng/ml| [42]
Difenilhidramin etkin uzunluk, 75 pm i,d. pg/mL
Fenilefrin Elektrolit: pH 3,72 fosfat tamponu
Dedektor: UV
Nazal Sprey/ CE Kolon: 50 cm fused silika kapiler, | 100-1600 25 [43]
Difenhidramin, 10 cm etkin uzunluk, 50 pm id. umol/L umol/L
Feniramin Ayirma voltaji: 25 kV
Enjeksiyon siiresi: 1,25 s
Enjeksiyon: Hidrodinamik
Kaset Sicakligr: 25°C
Dedektor: UV
Oftalmik Damla/ | Amperometri | Calisma Elektrodu: Boron-doped | 2-15 0.1 [44]
Feniramin, diamond elektrot pumol/L umol/L
Klorfeniramin Referans, yardime: elektrot:
Ag/AgCI
Elektrolit: pH 10 Bristton-
Robinson
Oftalmik Damla/ | Floresans Eksitasyon dalga boyu: 200-380 - 0,004 [45]
Piridoksin Spektrometri nm pg/mL
Emisyon dalga boyu: 280-550 nm
Oftalmik Damla/ | RP-HPLC Kolon: Cys 3-8 mg/L - [46]
Kloramfenikol, Mobil faz: Asetonitril-pH 3 25
Deksametazon mM fosfat tamponu (27:
73 h/h)
Akis hizi: 0,9 mL/dak
Dedektor: UV 220 nm
Oftalmik Damla/ Kemiliiminesans | %3 formaldehit iceren ve 1 M 0,01-7,0 8,69 ng/L| [47]
Oksimetazolin H>SO4iginde ¢ozlinmiis 0,1 mmol | mg/L
Hidrokloriir KMnO4 ¢ozeltisi ile reaksiyon
sonrasi 634 nm.de 6l¢iim
Oftalmik Damla/-Akisa Enjeksiyon Reaktif: KIO4 ve H20; 5x10°6- 1x10% [48]
Kemiliiminesans 7x10° M M
Oftalmik Damla/ | MEKC Kolon: Fused silika kapiller (57 cm] 0,2-39,9 0,03 pg/L| [49]
Prednizolon, etkin uzunluk 50 cm, 675 um| pg /L
Fenilefrin id)
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Oftalmik Damla/ | CE Kolon: Fused-Silika Kapiller (60 cm, | 5-30 0,02 [50]
Neostigmin etkin uzunluk 50 cm,75 pm id) ug/L pg/L
Metilsiilfat, Ayirma voltaji: 25 kV
Klorfenamin Elektrolit: pH 10 5 mM borat tamponu
Maleat, Piridoksi Kaset Sicaklig: 25°C
Dipotasyum Dedektor: 205 nm
Glikirhizinat
FARMAKOPE YONTEMLERI
Standart Etken |Potensiyometrik | Titrant: 0,1 M NaOH - - [28,
Madde 29]
Standart Etken | HPLC Kolon: Cig (4,0 mm x 25 cm, 5 um) - - [30]
Madde Mobil faz: Asetonitril-pH 3 fosfat
tamponu (20:80 h/h)
Akis hizi: 1,5 mL/dak
Dedektor: UV 280 nm
2.6.3. Antazolin
Cesitli matrikslerde Antazolin analiz yontemleri Cizelge 2.12°de 6zetlenmistir.
Cizelge 2.12. Antazolin analiz yontemleri
Numune/ Yontem Kosullar Calisma LOD Ref.
Diger Araligt
maddeler
Insan LC- Kolon: C13 (100 mm x 4,6 mm, 5 pum) 5-3000 - [51]
Plazmasu- | MSIMS Mobil faz: Metanol- %0,1 Formik asit ng/mL
Dedektor: MS-MS
Oftalmik UV Tirev | 1.tlirev 250 nm, ¢6ziicii: 0.1 M metanolik | 3-30 - [52]
Damla/ NaOH pg/mL
Tetryzolin
Hidrokloriir
Kaopek HPLC Kolon: Cys 20-1600 20 [53]
Plazmasil- Mobil Faz: Metanol-5 mM Tetrabutil ng/mL ng/mL
amonyum bromiir (45: 55 h/h)
Akis hizi: 1 mL/dak
Dedektor: UV
Oftalmik HPLC Kolon: Ci5 (250 x 4,6 mm, 5 pm) 20-80 2,66 [54]
Damla/ Akis hizi: 1,8 mL/dk pg/mL pg/mL
Tetryzolin Mobil Faz: Asetonitril-tetrahidrofuran-
Hidrokloriir %1 fosforik asit (18:5:77 h/h)
Dedektor: UV 230 nm
Insan LC-ESI- Kolon: Cis (100 mm x 4,6mm,5pum) 5-3000 - [55]
Plazmasil- | MS/IMS Akis hizt: 0,75 mL/dk ng/mL
Mobil faz: Su-metanol, gradient
Dedektor: MS
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Cizelge 2.12. (devami) Antazolin analiz yontemleri

Sican RP- Kolon: Cyg (5 um, 150 x 4,6 mm id.) 25-2000 | 100
Plazmasi- | HPLC Mobil Faz: Metanol-5 mM tetra biitil amonyum ng/mL ng/mL | [56]
(fyon bromiir(45: 55 h/h)
cifti) Akis hizi: 1 mL/dak
Dedektor: UV 241 nm
Oftalmik 1)CE 1)Kolon: Fused-Silika Kapiller 64,5 cm,75 um 1)5,3-100 | 1)1,6
Cozeltil 2)HPLC | Ayirma voltaji: 22 kV ug/mL pg/mL | [57]
Tetryzolin Elektrolit: pH 7,0 20 mM fosfat tamponu
Hidrokloriir Kaset Sicakligi: 25°C
Dedektér: UV-DAD 205 nm 2)0’5_200 2)0,068
2)Kolon: Kinetex Cig (150x4.6mmx5pm) wg/mL ug/mL
Mobil Faz: Asetonitril-fosfat tamponu (63: 37, h/h)
Akis Hizi: 1 mL/dak
Dedektor: UV 215 nm
Farmasotik | HPLC Kolon: Cg 20,22- -
Tablet/- Mobil Faz: Metanol-5 mM asetat tamponu, (50: 50 h/h)202,2 [58]
Akis hizi: 1 mL/dak ng/mL
Dedektor: UV 241 nm
FARMAKOPE YONTEMLERI
Standart Titrasyon | Titrant: 0,1 M KOH - -
Ftken Indikator: Fenolftalein [28,
Madde 29]

2.6.4. Nafazolin ve antazolin

Nafazolin ve Antazolin’i birlikte igeren matrikslerde analiz yontemleri Cizelge 2.13’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.13. Nafazolin ve Antazolin analiz yontemleri

Numune/ Yontem Kosullar Calisma | LOD Ref.
Aralig1
Oftalmik  [UV Tiirev 1)NFZ 225 nm 1. Tiirev, n=6 1)0,2-1,1 | 1)0,2 [59]
Damla/ Spektrofotometri |  Coziicii: Metanol pg/mL pg/mL
2)ANT 252 nm 1. tiirev, n=6 2)1-10 | 2)1
Coziicli: Metanol pug/mL pg/mL
Oftalmik UHPLC Kolon: ACE C18 2 um, 2,1 x 100 mm 0,500- NFZ: [60]
Damla/ Mobil Faz: Asetonitril- pH 3 fosfat 100 0,029
tamponu %0,5 trietilamin pg/mL pg/mL
Akis hizi: 0,6 mL/dak ANT:
Dedektor: 285 nm 0,052
pg/mL




Cizelge 2.13. (devam) Nafazolin ve Antazolin analiz yontemleri

19

Oftalmik HPLC Kolon: Cg (150 mmx4.6 mm id, 5 um) | NFZ 0,0025-0,0180 | - |[61]
Damla/ Mobil faz: Asetonitril- su- trietilamin | mg/mL
(40: 59.75: 0.25) ANT 0,05-0,3
Akis hizt: 2 mL/dak mg/mL
Dedektor: UV 285 nm
Nazal ve uv NFZ: 281 nm - - |[62]
Oftalmik Spektrofotometri| ANT: 271 nm
Damla/
Oftalmik HPLC Kolon: C1g (250 x 4,6 mm, 5 pm) NFZ 10-100 pg/mL | - |[63]
Damla/ Mobil faz: Metanol/Su (57:43 h/h) ANT 100-1000 pg/mL
Akis hizi: 1 mL/dak
Dedektor: UV 280 nm
Oftalmik UV Tiirev NFZ: 227,2 nm NFZ 10-150 ymol/mL | - |[64]
Damla/ Spektrofotometri| ANT: 235 nm ANT 10-150 pmol/mL
2.6.5. Kloreton
Kloreton igeren matrikslerde analiz yontemleri Cizelge 2.14’de 6zetlenmistir.
Cizelge 2.14. Kloreton analiz yontemleri
Numune/ Calism
Diger Yontem Kosullar a LOD | Re
maddeler Araligi f.
Serum,fdrarl- | GC Kolon: Fused silika kapiler 1-10 - [65]
(30 mx0.25 mm id. 0.25 pm) pg/mL
Tastyici gaz: Helyum
Akis hizi: 1 mL/dak
Dedektor: ECD
Oftalmik RP-HPLC Kolon: 10-um oktadesilsilan - - [66]
Merhem/- Mobil Faz: Metanol/su (50:50)
Dedektor: UV 210 nm
Nazal Damla/ | CE Kolon: 60 cm, etkin uzunluk 52 cm 75 pm id. | 1000 - 350 [67]
Dermopressin Elektrolit: 20 mM SDS igeren pH 9 50 mM | 10.000 |ug/mL
borat tamponu pg/mL
Enjeksiyon: Hidrodinamik
Dedektor: UV 214 nm
FARMAKOPE YONTEMLERI
Standart Potansiyometrik - - [28,
Etken Madde | titrasyon Titrant: 0,1 M AgNOs 29]
Standart GC Kolon: Fused silika kapiler - - [30]
Etken Madde (0,32 mmx30 m; 0,25 pum)
Tastyict gaz: Helyum
Akis hizi: 1 mL/dak
Dedektor: FID
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2.7. Yar1 Kati Farmaso6tik Preparatlar

2.7.1. Deriye uygulanan yar1 kat1 preparatlar

Bu grup preparatlar merhemler (pomadlar), patlar, kremler, seralar, sabunlar, yakilar,
pastalar, macunlar, lapalar ve baz1 jel seklindeki farmasdtik formilleri kapsar.
Uygulandiklar cilt iizerinde yikanincaya veya silininceye kadar kadar gegen siire i¢inde
kalirlar. Bu yapisici (adhesif) karakter, formiiliin plastik ve reolojik 6zelligine dayanir [68].
Yar1 kat1 preparatlardan bazilari cilde uygulanan etken maddeler i¢in sivag olarak kullanilir.
Ayrica yumusatici, koruyucu, ortlicii amagla da sivag olarak verilmektedir. Bu preparatlarin
rektal, vajinal, iiretral mukozalara, zarlara, kornea, kulak ve burun mukozalarina uygulanan

formiillerinin 6zelliklerinde bazi farkliliklar bulunmaktadir [68].

Pomadlar (Merhemler), deri iizerine siiriilmek iizere hazirlanmis, haricen kullanilan yari kati
preparatlardir. Genellikle s1vi, kat1 ve yliksek erime noktasina sahip kat1 hidrokarbonlar,
mineral yaglar, polietilen glikoller veya bunlarin belirli oranlardaki karigimlari ile hazirlanan
yardimc1 maddeler ile sivi veya kat1 halde etken maddeler igerirler. Bir pomad formiilasyonu
etken madde ve tasiyici (sivag) kisimlarindan olusur. Pomad i¢inde etken madde ¢oziinmiis
halde veya siispansiyon/katt halde bulunabilir [68]. Yagli sivag ile hazirlanmig
preparatlardir. Pomad sivagi tek fazli olabilecegi gibi, emiilsiyon halinde de olabilir. Etken
maddenin ¢Oziiniirlik problemi varsa, daha fazla ¢6ziindiigli fazda ¢oziilerek emiilsiyon
seklinde bir pomad sivagi icinde de hastaya sunulabilir. Siiriilebilir ve yumusaktirlar,
uygulandiklar1 zaman erimeleri gerekmez. Terap6tik etkili pomadlarin deriyi yumusatic ve
koruyucu 6zellikleri de vardir. Derine niifuz etme yetenekleri vardir. Deri gozeneklerini

tikamazlar. Pomat, aslinda Fransizca merhem demektir [68].

Merhem Sivaglan

Stvag merhemin ya da yar1 kati preparatin tasiyici kismudir. ideal bir merhem sivagmin

tagimas1 gereken 6zellikler sdyle siralanabilir:

e Deriye veya siiriildiigli bolgeye zararli etkileri olmamalidir.
e Stabil olmali ve kullanim siiresince bozunmamalidir.

e  (Goze uygulanan ve koruyucu merhemler hari¢ penetrasyon kabiliyeti fazla olmalidir.
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e Su tutma yetenegi olmalidir.

e Etken maddeyi uygulama sonrasinda kolayca salmalidir.

e Koruyucu merhemler ve glinesten koruyucu {iriinler harig, kolay yikanir olmalidir.
e Etken madde ile ge¢imli olmalidir.

e Ucuz olmalidir.

GOz merhemlerinde sivaglarin steril olmasi, zararli boyutta iri partikiil icermemesi,
yumusatici etkisinin olmasi, olusturdugu film tabakasinin gozii rahatsiz etmeyecek boyutta

olmasi, uygun viskozlukta ve gozyas ile karisabilir olmasi gibi 6zelliklerin de olmasi istenir
[68].

Merhem Sivaglarinin Siniflandirilmasi

1- Hidrokarbon sivaglari
2- Absorpsiyon sivaglari
a)Anhidr olup su tutabilen sivaglar
b)Su/Yag ile yikanabilen sivaglar
3- Su ile yikanabilen sivaglar

4- Suda ¢oziinebilen sivaglar.

Patlar, temel yapilar1 merhemlere benzeyen ancak yiiksek oranda (%50 ve daha fazla) kati
madde igeren, deri lizerinde koruyucu tabaka olusturan kiitlelerdir [69].

Kremler, opak goriintislii yar1 kati emiilsiyon sistemleridir. Kivam ve viskoziteleri,
emiilsiyon tipine (su/yag veya yag/su olduguna gore) ayrica i¢ fazdaki katt maddenin tiiriine

gore degisir [69].

Jel seklindeki preparatlar, dogal ve sentetik zamklardan meydana gelen ii¢ boyutlu polimer
yapili esas kiitle i¢inde, kat1 veya sivi bir fazin dagilimi ile olusan yar1 kat1 preparatlardir.
Dogal zamklardan kitre zamki, pektin, karragen, agar ve aljinik asit; sentetik ve yar1 sentetik
materyallerden de metil seliiloz, hidroksi etil seliiloz, karboksi metil seliiloz ve karbopoller

ile hazirlanir. Esas kiitle jellestirme veya ergitme suretiyle hazirlanir [68].

Sabunlar cilt temizligi ve deri ile sa¢ vb. organlarin tedavisinde kullanilir [69].
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2.8. UV Spektrofotometrisi

Elektromanyetik spektrumun 100-200 nm dalga boylar1 aras1 vakum ultraviyole olarak, 200-
380 nm dalga boylar1 arasi ise ultraviyole olarak adlandirilir. Bir molekiiliin total enerjisi,
elektronik, titresimsel ve donme enerjileri toplamidir. Bu durum,

ETOtaI:EEIektronik+ETitresim"'EDénme seklinde ifade edilir [70]

Bir molekiil, Eo olarak belirtilen temel enerjisi seviyesinde UV 15181n1 absorbladiktan sonra
E: olarak belirtilen bir iist enerji seviyesine yani uyarilmis degerine yiikselir. Iki enerji

seviyesi aradaki enerji farki (E1-Eo=AE) absorplanan enerjiyi verir [71].

Elektronik enerji seviyeleri arasinda gecise neden olan bu enerji farki ile 1s181n hizi (c), dalga

boyu(A) ve frekansi(v) arasinda su iliski vardir:

E=hv=hc/A (Es. 2.1)

Enerji farki ile absorplanan 15181n dalga boyu arasinda ters bir orant1 vardir, enerji farki ne
kadar kiiciikse, dalga boyu o kadar biiytiktiir. Molekiil tarafindan absorblanan ultraviyole
isinlar, bag elektronlarinin elektronik enerji seviyelerini etkiler ve molekiiler orbitaldeki

elektronlarin daha yiiksek enerjili orbitallere sigramasina neden olur [72].

UV-VIS bolgedeki 1sinlarin molekiiller tarafindan absorplanmasi ile elektronik enerji
seviyelerindeki pek cok gecisin yani sira, titresim ve donme enerji seviyelerinde de gegisler
olur. Her gegise karsi farkli bir dalga boyu absorplanir. Bu dalga boylarinin yan yana

dizilmesiyle ortaya ¢ikan molekiiliin absorpsiyon spektrumu bir bant spektrumudur.

Absorpsiyonun siddeti ise elektronlarin uyarilmis duruma gecebilme olasiliklarina ve ayrica
bu uyarilmis durumun polarligina baghdir. Elektronik ge¢isin dipol momentinde neden
oldugu degisim ne kadar biiyiik ise absorpsiyon siddeti o kadar biiyiik olur. Absorplanan
151810 miktar1 absorbans olarak ol¢iiliir. Absorbans molekiiliin yapisina, 1s181n dalga boyuna,
15181 ¢ozelti icinde aldigr yolun uzunluguna ve ¢ozelti derisimine baglhidir. Bu durum,

Lambert-Beer Kanunu olarak asagidaki gibi ifade edilir [72].

A=¢l.C (Es. 2.2)
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A: Absorbans, &: Coziinen maddeye ve dalga boyuna bagli molar absorptivite katsayisi

(L/mol.cm), I: Is1gin ¢ozelti iginde aldigi yol (cm), C: Derisim (mol/L)

| sabit tutuldugunda, a, € ve I’yi i¢eren orant1 katsayisi olmak iizere Lambert-Beer ifadesi su

sekilde yazilabilir:

A=aC (Es. 2.3)

Absorbans, ¢ozelti derigimi ile orantili olup absorbansin derisimle degisimini veren grafik,

orijinden gegen ve egimi @’ya esit olan bir dogru seklindedir.

Bilinen artan derisimlerdeki ¢ozeltilerin absorbanslar1 6l¢iiliip, derisim absorbans grafigi
cizerek bir kalibrasyon dogrusu elde edilir. Bilinmeyen derisimdeki maddenin ayni sartlarda

absorbansi okunarak kalibrasyon dogrusu yardimiyla derisimi bulunabilir [70].

Kolorimetrik analiz, bir renk reaktifinin yardimiyla bir ¢6zeltideki bilesigin derisimini

belirleme yontemidir. Hem organik bilesiklere hem de inorganik bilesiklere uygulanabilir
[72].

2.8.1. UV Tiirev spektrofotometrisi

UV spektrofotometrisi, ilag analizlerinde kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyeti nedeniyle
yaygin olarak kullanilmaktadir [73]. Ancak, ayn1 dalga boyu araliginda spesifik pikleri olan
maddelerin karigimlart UV-VIS spektroskopisi ile analiz edildiginde spektral girisim
nedeniyle analizin gii¢lestigi bilinmektedir. Bu soruna UV tiirev spektroskopisi yontemi bir
¢ozlim olabilmektedir. Tiirev yonteminde, x bagimsiz, y bagimli degisken olmak iizere, bir
fonksiyonun herhangi bir noktasindaki tiirevi dx/dy’dir. Absorpsiyon spektrumlari s6z
konusu oldugunda tiirev dA/dA olacaktir. Spektrumun her bir noktasindaki tiirev degerleri
hesaplanip dalga boyunun bir fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde 1. Tiirev absorpsiyon
spektrumu elde edilir. Buna benzer sekilde 2.,3.,....n tiirev spektrumlar1 sirastyla d?A/dA2?,
d3A/d)3, d"A/dA" degerleri ile dalga boylar1 arasinda olusturulabilir. Orginal spektrumla
karsilagtirildiginda tiirev derecesi arttikg¢a piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla rezoliisyon
artmaktadir. Boylece spektral olarak birbirine girisim yapan piklerin ayrimi saglanmaktadir
[71].


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Color_reagent&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhjqoXXYtUv--FsE3r39BKfY47fT8Q
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Solution&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhjEiIq6PsfuBj12Oa0YcC6J4JKI8w
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Chemical_compound&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhi3zVvWl1UxXCok-ab_bN86i86WnA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Organic_compound&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhhNOwNIic6HRHtcOo0cq4b7l5BSTg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Inorganic_compound&xid=17259,15700021,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhjR5qXz-Fqcg5E5F9Uqc3OOalIa9Q
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Sekil 2.5. Basit bir Gauss pikinin 1-4. Sekil 2.6.Ortiisen iki Gauss pikinin 1-4.
tiirev spektrumlari [74] tiirev spektrumlari [74]

UV Tiirev Spektrofotometrisi YOnteminin Avantajlari:

e UV Tirev Spektroskopisi yontemi, segicilik saglar.

e Kiiciik dalga boyu araliginda bile, iki veya daha fazla ortiisen pik varliginda absorbans
bantlar1 tanimlanabilir.

e Giigli ve keskin absorbans piklerinin varliginda zayif ve kiiciik absorbans pikleri
tanimlanabilir.

e Genis absorbans spektrumu, maksimum spektrumda belirli dalga boyu hakkinda net bir
fikir verir.

e Zemin Sinyali varliginda bile, kantitatif analiz, tiirev degerleri ve konsantrasyon

seviyeleri arasinda dogrusal bir iliski oldugu i¢in yapilabilir [75].

UV Tirev Spektrofotometrisi Yonteminin Dezavantajlari:

. Bir temel spektrumdaki kiiclik degisiklikler tiirev spektrumunu giliclii bir sekilde
degistirebilir. Sifir mertebe spektrumlari i¢in farkli spektrofotometreler kullanildiginda
sonuglar1 benzer sekilde degistirebilir, ancak bunlarin tiirevlendirilmesi farkli goriinebilir.

Bunun sonucunda da zayif tekrarlanabilirlik elde edilir [76].
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2.9. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri mobil faz olmak {izere
birbirleriyle karismayan iki fazl1 bir sistemde ayrilmas1 ve saflastirilmasi yontemidir. ilk kez
1903 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan gelistirilmistir. TsSwett bu yontemi
bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta kullanmig ve kolonda renkli bantlar
olustugu igin, bu ayirma yontemine kromatografi adin1 vermistir [77]. Kolondan ¢ikan
bilesenlerin pik alanlar1 veya yiiksekliklerinin uygun bir yontemle olgiilerek zamana veya

mobil fazin hacmine karsi ¢izilen grafigine kromatogram adi verilir [72].

2.9.1. Kromatografinin siniflandirilmasi

Kromatografik siiflama, Sekil 2.7°de goriilmektedir.

< Gaz -Sivi
) G T Sivi —| Dagilma [— Kolon — |kromatografisi
Kromatografisi ) -
grafisil]. Kat  —| Adsorpsiyon —|  Kolon  |—|, r(?rr?azttcl)%?gfisi
S1vi-Sivi
Stperkritk y L__Kolon 1= |kromatografisi
= akiskan Dagilma N ,
% | Tabaka [ ITK
é ] Sivi-Kati
Kromatografisi
E Kolon { dratisi
J HPLC
—| Adsorpsiyon —L TR
Sivi J_
Kromatografisil | Tabaka 'I: HPTLC
B Kati = Kagit
Kromatografisi
[ |iyon degisimi —|  Kolon ~ f—[ Yo gfg(;gg;;
B Eleme
Eleme  — Kolon 1=k romatografisi
Kolon
Bagli Sivi [—| Dagilma il
Tabaka

Sekil 2.7. Kromatografinin siniflandirilmasi [78]
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Kromatografik yontemler ayrilma mekanizmalarina gére i)Dagilma, ii)Adsorpsiyon, iii)lyon

(Iyon degistirme ve Iyon gifti) ve iv)Molekiiler eleme olmak iizere 4 baslikta siniflandirilir.

i) Dagilma kromatografisi

En cok kullanilan kromatografik ayirma ydntemidir. Bu yontemde, karisim halindeki
maddeler s1v1 sabit faz ile sivi mobil faz arasinda dagilarak ayrilir. Birbiriyle karigmayan iki
stvidan, yani iki fazdan olusan bu faz sistemde analit, bu sivilardaki ¢éziliniirligline baglh
olarak iki faz arasinda dagilir ve dengeye ulasir. Boyle bir sistemde maddelerin dagilmasi
sabit olup dagilma katsayisi ile ifade edilir ve Kgq ile gosterilir. Boylece Kqg degerleri
birbirinden farkli olan maddeler kromatografik sistem icerisinde farkli hizlarda ilerleyerek

birbirlerinden ayrilirlar.

Kq = C1/C; (Es. 2.4)
Ci: Maddenin 1. fazdaki derisimi Cj: Maddenin 2. fazdaki derigimi

Sabit faz kat1 yiizey lizerinde tutturulmus ince bir siv1 film tabakasiyken, diger sivi mobil
fazdir. Sabit faz ile mobil faz farkli polariteye sahip olduklarinda analitler de farkl
cozliniirliiklere sahip olabilirler. Bu iki fazin polarite farkliliklarina gore dagilma
kromatografisi iki kisimda incelenebilir. Bunlar, Ters Faz Sivi Kromatografisi ve Normal

Faz Siv1 Kromatografisidir.

Ters Faz (RP) s1vi dagilma kromatografisi

Ters faz kromatografisinde sabit faz nispeten apolar, mobil faz polardir. ilag etken maddeleri
genellikle apolar yapida olduklarindan ilag analizlerinde ters faz sivi kromatografisi yaygin
kullanilir. Ayrica, ters faz sivi kromatografisinde mobil faz olarak su gibi daha ucuz ve
cevreci ¢oziiclilerin kullanilmas1 ve uygulamanin kolayligi bu yontemin en Onemli

avantajidir.

Ters faz sivi kromatografi yonteminde, sabit faz dolgusu, silanize edilmis yiizeye polar
olmayan uzun zincirli hidrokarbon zincirlerinin eklenmesi ile olusur. Ters faz

kromatografide en ¢ok kullanilan kolon dolgu materyalleri Cizelge 2.15°de verilmistir. Uzun
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zincirli sabit fazlar (C1g) daha apolar maddelerin, kisa zincirli sabit fazlar (Cs, Cs, Cs) polar

maddelerin ayriminda kullanilir [79].

Cizelge 2.15. Ters-faz sivi kromatografisi sabit faz dolgu materyalleri [80]

Materyal Kimyasal Adi Kisaltmasi
Oktil Si-(CH2)-CHs Cs
Oktadesil Si-(CH2)17-CHj3 Cis

Fenil Si-(CHz)g-C6H5 CeHs
Siyanopropil Si-(CH2)s-CN CN
Aminopropil Si-(CH2)3-NH; NH

Diol Si-(CH)3s-OCH(OH)-CH.-OH -
Pentafloro fenil Si-(CH»)-CH PFP

Normal faz sivi dagilma kromatografisi

Normal faz kromatografisinde sabit faz nispeten polar, mobil faz apolardir. Sabit faz olarak
genellikle silika veya altimina kullanilirken mobil faz olarak ise diisiik polariteli hekzan,
metilen kloriir, metil butil eter, kloroform ve bunlarin karisimlar1 kullanilmaktadir. Silika
iizerine farkl polaritelerdeki -CN, -NOz ve -NH: gibi gruplar baglanarak, farkli sabit fazlar
elde edilebilir. Normal faz sivi kromatografisi ile polarlig1 en az olan madde kolondan en

Once surtiklenir.

Cizelge 2.16. Normal faz ve ters faz sivi kromatografisinin karsilagtiriimasi [80]

incelenen Ozellik Ters Faz Normal Faz

Sabit Faz Polaritesi Diisiik Yiiksek

Mobil Faz Polaritesi Ortadan yiiksege Diisiikten ortaya

Kolonu terk etme sirasi [En polar 6nce [En az polar 6nce

Mobil fazin polarite artig etkisi Eliisyon zamanini artirir Eliisyon zamanin1 azaltir.

i)Adsorpsiyon kromatografisi

Adsorbsiyon, kat1 bir madde ile s1vida ¢6ziinen bir bilesik arasindaki yilizeysel etkilesmedir.
Ya da; bir karisimda bulunan sivi veya gaz halindeki maddelerin kat1 faz {izerine
tutunmasidir. Adsorpsiyon kromatografisi ise Ornek bilesenlerinin dolgu maddesinin
ylizeyinde farkli olarak tutunmalari sonucu meydana gelen bir ayirma islemidir.
Adsorpsiyon kromatografisinde; maddeler kati olan sabit faz ile s1vi veya gaz olan mobil faz
arasinda etkilesirler. Ayrilacak karisimdaki maddelerin, adsorban maddeye karsi farkli
adsorbsiyon katsayilarina sahip olmalari gerekmektedir. Adsorpsiyon kromatografisinde

sabit faz olarak adsorplama yapabilecek bir kati kullanilir. En ¢ok kullanilan polar sabit



28

fazlar, Aliimina ve silikajeldir. Sabit faz olarak genellikle polar katilar kullanildigindan,
mobil faz olarak apolar veya ¢ok az polar olan benzen, oktan, kloroform gibi sivilar

kullanilir.

iii)Iyon degistirme kromatografisi

Sabit fazdaki iyonlarla numunedeki ayni ylikteki iyonlarin karsilikli yer degistirmesi esasina
dayanir. Maddenin mutlaka iyonik halde olmas1 veya iyonlasmasi gerekir. Ilyon degistirme
kromatografisinde iyonik yapilar (K*, Na*, SO4%) ya da belirli pH degerlerinde iyonlasabilen
molekiiller (organik asit veya organik bazlar) ayrilir. Ayrilacak madde ile sabit faz arasinda
ne kadar kuvvetli iyonik bag olusursa alikonma o kadar gii¢liidiir. Yiikii, mobil fazin zt
iyonlar1 ile ayni olan iyonik yapidaki numune bilesenleri katiya baglanmak i¢in zit iyonlarla
yarigirlar. Zit iyonu yerinden ederek katiya kuvvetle baglanan uygun ylikte bilesenler
kolonda uzun siire kalirken, katiya zayifca baglanan, uygun yiikte olmayan veya ytiksiiz olan

bilesenler kolonu ¢abuk terk eder.

Iyon cifti kromatografisi

Bu yontemde dagilma kromatografisi ile ayrilamayan molekiillerin ayrilmasi saglanir. Iyon
¢ifti olugturma kromatografisinde iyonlasabilen ve iyonik molekiillere, mobil faza eklenen
uygun bir karsit iyon ile iyon ¢ifti olusturularak lipofilik karakter kazandirilir ve sabit faza
olan ilgi artar.

iv)Molekiiler eleme kromatografisi

Makromolekiillerin ayrilmasinda kullanilir. Bu yontemde sabit faz i¢in destek gorevi yapan
pordz bir yapiya ihtiya¢ vardir. Hidrofilik ve hidrofobik jeller kullanilir. Hidrofilik jeller,
sulu ¢ozeltiler ile kullanilir ve sulu ortamda siserler (Jel filtrasyon Kromatografisi).
Hidrofobik jeller, organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen polimerlerin ayrilmasinda kullanilir. (Jel
permasyon kromatografisi). Kimyasal olarak inert olmasi gereken kati faz, bir jel ya da
gbzenekli bir organik bilesiktir. Mobil faz kat1 gézeneklerini doldurmustur. Ayirma, numune
bilesenlerinin molekiil biiyiikliiklerine gore olur. En igteki gozeneklere ulasabilen kiiciik

molekiillii bilesenler, kolonda uzun siire kalirken, biiylik molekiilliiler daha kisa siire kalirlar.
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Degisik tiirde sabit fazlar kullanilabilir ve bu sayede ayni anda farkli biiyiikliikteki

partikiiller de birbirinden ayrilabilir.

2.9.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla
uygulanabilir olmasi, otomasyon kolayligi ugucu olmayan veya sicaklikla kolay bozulmayan

tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir [80].

HPLC, bir karisimda bulunan maddelerin birbirleri ile karismayan iki faz arasindaki dagilim
dengeleri, iyonlagsma Ozellikleri ya da adsorbsiyonlarindan yararlanarak yapilan ayirma
islemidir. Bir HPLC cihazi, pompa, enjektdr, kolon, dedektdr ve kaydedici olmak iizere bes

ana boliimden olusur, Sekil 2.8°de bir HPLC cihazi sematik gosterimi verilmistir [80].

Basinc1 ayarh
helyum kaynag
yum kaynag,

Cikis kontrol muslugu > ’

ﬁ [ qlP 'JF Atk I='_i
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soniimleyici ¢
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Emadd fitresi T muslugu l
£
Bosluk giderme
» sirngast
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t Coziicl Hazneleri

= i

== == g H—p=H—p
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Basimng Geri tepme
...... transduseri reglilatdrii

Dedektore

Enjeksiyon muslugu

Sekil 2.8. HPLC cihazinin sematik gosterimi

2.9.3 HPLC’de temel parametreler

Teorik tabaka sayisi (N)

Kolonda tabakalarin oldugu varsayilir ve bunlar teorik tabaka olarak adlandirilir. Teorik

tabaka sayis1 ‘N’ kolon verimliliginin gostergesidir [81].
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N=]6[%F (Es. 2.5)

Ayrica, mobil fazin akis hiz1 ve analitin kat1 faz tanecikleri arasindaki yolculugu da pik

sekline etki etmektedir. Bu etkilesim Van Deemter esitligi ile gosterilir [81].
H=A+g +CV (Es. 2.6)

H: Teorik tabaka yiiksekligi, V: Mobil fazin akis hizi, A: Eddy difiizyona bagli kolon sabiti,
B: Diflizyona bagli kolon sabiti C: Kiitle aktarimu ile ilgili bir sabit
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Sekil 2.9.Analite ait kromatogram, tm: Olii zaman, tr: Alikonma zamani, W: Pik taban
genisligi [80]

Kapasite faktorii (k*)

Analitin alikonma zamani ve 6lii zaman ile hesaplanir. k’: 1-5 arasinda olmalidir [81].

tR—tM

v tr: alikonma zamani, ty: Olii zaman (Es. 2.7)

K =

Secicilik faktori (o)

Iki pikin kapasite faktorlerini birbirine oranidir. Iyi bir ayrim igin o>1 olmasi gerekir [81].

k2 _ tR2—tM
=T R (Es. 2.8)
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Rezoliisyon

Rezoliisyon, art arda gelen iki pikin birbirinden ayrilma derecesini gosterir. R>1,5 olmalidir
[81].

_ 2[(tR)B - (tR)A]

WA + WB (Es. 2.9)

2.10. Analitik Yontem Validasyonu

Validasyon, bir yontemin ilgili performans kriterlerine uygunlugunun saptanmasi igin,
yontem parametrelerinin belirlenip incelendigi bir gegerlilik c¢alismasidir. Bir analitik
prosediire validasyon uygulanmasiin nedeni, Onerilen yontemin uygulanabilirligini
gostermektir [82]. Analitik yontem validasyonu, belirli bir analizde kullanilmak amaciyla
geligtirilen yontemin kesinliginin, giivenilirliginin ve kalitesinin belirtilen kosullara
uygunlugunu kanitlamak i¢in gerceklestirilmektedir. Ayrica valide edilmis yontemin analiz
kosullarinda herhangi bir degisiklik yapilmis ise yontem rutin analizlerde kullanilmadan

once tekrar valide edilmelidir [83].

Analitik yontem validasyonu belirli validasyon parametrelerinin degerlendirilmesi ile
gergeklestirilir. Bu parametrelerin degerlendirilmesi i¢in Farmakopeler veya Uluslararasi
Harmonizasyon Konferans1 (ICH), Amerika Bilesik Devletleri Gida ve Ilag Uygulamalari
Kurumu (US FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA) gibi yasal kuruluslarm hazirladig
kilavuzlar kullanilmaktadir [84].

ICH’e gore uyulmasi gereken validasyon parametreleri sunlardir [83]:
e Dogruluk (geri kazanim)

o Kaesinlik (tekrarlanabilirlik-tekrar edilebilirlik)

e Secicilik

e LOD (Limit of Dedection, Tespit Limiti)

e LOQ (Limit of Quantification, Tayin Limiti)

e Dogrusallik ve Calisma araligi
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ICH gore bu validasyon parametrelerine ek olarak saglamlik ve stabilite calismalarinin

yapilmasi da tavsiye edilir [83].

Ayrica, ilag analizlerinde asagida belirtilen kosullarda tekrar validasyon gerekir [83].
e Ila¢c maddelerinin sentezinde degisiklik olmast,
e Son iirlin bilesiminde degisiklik olmasi,

e Analitik prosediirde degisiklik olmasi

2.10.1. Dogruluk

Dogruluk, analiz sonucu elde edilen deger ile dogru oldugu kabul edilen referans degerin
birbirine yakinhiginin 6lgiisiidiir [83]. Etken maddeler ve bitmis iriinler ile yapilan birgok

deneysel ¢alisma sonucu dogrulugun belirlenmesi miimkiindiir. Bunlar;

Ilac etken maddeleri ile yapilan deneysel calismalar

¢ Analitik prosediiriin safsizlig1 bilinen referans maddelere uygulanmasindan,
e Onerilen analitik prosediiriin gecerliligi kanitlanmis bir yontem ile kiyaslanmasindan,

e Kesinlikten, dogrusalliktan ve segicilikten, ¢ikarilabilir [85].

Uriinlerle yapilan deneysel calismalar

e flac etken maddelerinin bilinen miktarlarinda hazirlanan sentetik bir karisima &nerilen
analitik prosediiriin uygulanmasindan,

e flacin igindeki tiim bilesenlere ulasilamamasi durumunda, ilag iiriiniine bilinen miktarda
eklenmis analit iceren karisima Onerilen analitik prosediiriin uygulanmasi veya sonuglarin
bir bagka iyi tanimlanmis bir yontem ile kiyaslanmasindan,

o Kaesinlikten, dogrusalliktan ve segicilikten,

e Safsizlik miktar tayinlerinde, safsizliklarin ilag numunesine veya ilag etken maddesine

disaridan ilave edilip geri kazanim degerinin hesaplanmasindan, bulunabilir [85].

ICH bu testler i¢in en az 3 farkli derisimde 3 tekrar deney yapilmasini 6nermektedir. Bu
derisimler calisma araliginda yer alan diisiik, orta ve iist bolgelerden birer derisim degeri

secilmesi ile yapilir [85]. Ayrica, geri kazanim g¢alismalari {i¢ sekilde yapilabilir. Bunlar;
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e Referans bir yontem ile kiyaslamak: Gelistirilen analiz yontemi ile 3 farkli derisimde en
az 3’er Ol¢lim almir. Elde edilen deney sonuglarindan % geri kazanim degerleri
hesaplanir. Daha sonra gecerliligi kanitlanmis baska bir yontem ile istatistiksel olarak
Student-t ve Fisher testleri kullanilarak kiyaslanir [82]. Student-t testi iki yontemin
ortalamalar1 arasindaki, Fisher test ise standart sapmalar1 arasindaki farkliliklar1 kiyaslar.
Bulunan degerler t ve F tablolarindaki teorik degerler ile kiyaslanir. Eger bulunan deger,
teorik degerden daha diisiik ise yontemler arasinda anlamli bir fark olmadig: belirtilir ve
yontemin dogrulugu ispatlanmis olur [85]. Ayrica, elde edilen sonuglar % Bagil Standart
Sapma (%BSS) ve/veya %BH ile beraber verilir.

e Kor Matriks ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek: Bu yontem, matriks etkisi
oldugu durumda kullanilir. Tayini yapilacak madde, sadece matrikse degisik derisimlerde
eklenir. Bu matriks ilag preparatlari i¢in etken maddelerin disindaki etkenlerden olusur
[85]. Genellikle %50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda analit ilavesi yapilir ve her seviyede
en az 3’er 6l¢tim alinir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve %BSS ve/veya
%BH ile beraber verilir [82].

e Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi: Analizi yapilacak maddenin bilinen ve
farkli miktarlar1 matriks igerisinde yer alan ve miktar1 bilinmeyen veya daha 6nceden
tayin edilmis numunenin iizerine ilave edilir [85]. Genellikle %25, 50, 100 oraninda
madde ilave edilerek en az 3’er defa 6l¢iim alinarak analiz yapilir. Sonuglar ilave edilen
ve Olglilen madde miktar1 verilerek ifade edilir [82]. Bu teknik, katki maddelerinin ve
yardimc1 maddelerin bilinmedigi durumda biyolojik sivilardan ilag etken maddeleri ve
metabolitleri analiz edilirken kullanilir. Sonuglarin ortalamalari, % BSS ve/veya % BH

ile beraber verilir.
2.10.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin c¢alisilan kosullarda tekrarlanabilirliginin dl¢iistidiir. Sonuclar % BSS
veya % CV (varyasyon katsayisi) olarak ifade edilir. Ol¢iim yapilan deger her derisim igin
en az 5-6 kez 6l¢iim yapilmalidir. Bunlardan en az 5 deney sonucunun % BSS’sini teorik
olarak %15’in altinda olmasi gerekir. Kesinlik, tekrarlanabilirlik(repeatability), orta kesinlik

ve tekrar edilebilirlik(reproducibility) olarak {ige ayrilir [83].
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Tekrarlanabilirlik

Kisa zaman igerisindeki ayni kosullarda, tartim, seyreltme, homojenizasyon gibi numune
hazirlamadan gelebilecek hatalar1 gosteren ve bir kesinlik parametresidir. Genellikle analizi
yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢6zeltisi hazirlanir ve bu ¢6zeltiden en az 10 6l¢iim
alinir [82]. Elde edilen sonuglar giin i¢i Tekrarlanabilirlik olarak da tanimlanmaktadir ve

%BSS degeri verilerek ifade edilir. %BSS degeri < 1,0 olmalidur.

Orta Kesinlik

Laboratuvar i¢i deneysel farkliliklar: belirten bir kesinlik olgiisiidiir. Farkli giinler, farkli
analizciler veya farkli cihazlar kullanarak yapilan kesinlik olarak tanimlanmaktadir. Analit
iceren numune ¢ozeltileri ayri ayri hazirlanir. Farkli giinlerde ve/veya farkli analizciler
tarafindan ve/veya farkli cihazlar kullanilarak her numuneden en az 3’er 6lgim yapilir [82].
Elde edilen degerler %BSS olarak ifade edilir. ilag etken maddelerinin analizlerinde %BSS
degeri < 2,0 olmalidir. Ancak, biyolojik numunelerde %BSS degeri %10-15’e¢ kadar
cikabilmektedir.

Tekrar edilebilirlik

Farkli laboratuvarlarin ayni yOntemi uygulamalari sonucu elde ettikleri degerlerin
kesinliginin 6l¢iistidiir. Analit, ayr1 ayr1 laboratuvarlarda, farkli analizciler tarafindan en az
bir giin ara ile farkli giinlerde tayin edilir [85]. Bu ¢ozeltilerden en az 3’er kez 6l¢tim alinir.
Elde edilen degerler %BSS olarak ifade edilir. %BSS degeri < 2,0 olmalidir. Ancak,
biyolojik numunelerde %BSS degeri %10-15 e kadar ¢ikabilmektedir [82].

2.10.3. Segicilik

Yontemin segiciligi, analizi yapilacak maddenin numunede bulunan, girisim yapabilecek
diger yardimci ve etken maddelerin yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir [85]. Secicilik, yontem gelistirmenin basinda ve
analiz ile matriks ortamindan tayin edilmelidir. Ozellikle stabilite tayini ¢aligmalarinda
yapilmasi gerekmektedir. Teshis testleri, safsizlik tayini ve miktar tayini i¢in gerekli

validasyon iglemlerine gegmeden once Segicilik yapilmalidir [85].
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Ayirma yontemleri ile yapilan analizlerde segicilik belirlenirken, tayini yapilan bilesik ile
girisim yapma olasiligi bulunan maddelerin Rezoliisyon (R) degerlerine veya diger
yontemlerde girisim yapma oranina bakilir. R > 2,0 olmalidir. Bunun i¢in asagida belirtilen

bes ayri1 islem yapilabilir. Bunlar;

e Biitiin girisim yapabilecek maddeler ayni anda gelistirilen yontem ile analiz edilir ve
cevap lizerindeki etkileri ve cevaptaki degisim incelenir. R > 2,0 olmalidur.

e llac preparatlarnin yardimc1 maddeleri, etken madde ile birlikte gelistirilen yéntemle
tayin edilir. R > 2,0 olmalidir.

e Etken madde %10-30’unu kadar bozacak stirede; 0,1 M HCI; 0,1 M NaOH; 50°C sicaklik;
UV 15181 veya %3’lik H202 ¢ozeltisi ile muamele edilir. Bozunma {irtinlerini de igeren
numunenin analizi yapilarak herhangi bir girisim olup olmadigmna bakilir. Ayirma
yontemlerinde kromatogramdaki piklerin R degerine bakilir. R > 2,0 olmalidir.

e Gelistirilen yontemin deney kosullarindaki ufak degisimlere karsi verdigi cevap incelenir.
Yani saglamlik calismasi yapilir. Kromatografik yontemlerde madde pikine etkisi
incelenir. Pik seklinde kuyruklanma, omuzlanma ve yarilma gibi durumlar veya ilave pik
olmamalidir.

e Kromatografik yontemler ile ¢alisilirken duyarl ve segici dedektorler segilir [85].

2.10.4. LOD (Tespit limiti)

LOD, tespit edilebilen, fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen ve analit sinyalinin,
giiriiltiiden ayrilabilmesi i¢in gerekli olan en diisiik derisimdir. LOD degeri hesaplanirken
farkli yontemler kullanilabilir [82]. Yaygin kullanilan yontemlerden biri,

LOD = 3 x Standart Sapma (SS) /m (Kalibrasyon dogrusunun egimi)’dir [83].

2.10.5. LOQ (Tayin limiti)

LOQ, kabul edilebilir dogrulukta ve kesinlikte Olciilebilen en diisiik derisimdir. LOQ
hesaplamasinda pek ¢ok yaklasim mevcuttur. Yaygin kullanilan yontemlerden biri,

LOQ = 10 x Standart Sapma (SS) /m (Kalibrasyon dogrusunun egimi)’dir [83].



36

2.10.6. Dogrusallik ve ¢calisma arahgi

Dogrusallik, analit derisimine karsilik yontemin verdigi cevabin grafiksel olarak ifadesidir.
Dogrusalligin kabul edilebilir oldugunu gosteren parametreler korelasyon katsayisi (r) veya
regresyon (R?) katsayisidir. Analit derisimi ve olgiilen degerler kullanilarak regresyon
analizi yapilir. R? ve r degeri 1’¢ ne kadar yakisa dogrusallik o kadar kabul edilebilir
seviyededir [83].

Dogrusalligi belirlemek i¢in ana stok ¢ozeltiden en az 5 farkli derisim hazirlanir. Derisimler
genellikle hedef seviyenin %50 ile %150 si arasinda olmalidir. Her derisim en az 3 defa
tekrarlanmalidir. Dogrusalligin tam validasyonu i¢in egim (m) ve kesisim (n) degerlerinin

%BSS degerleri veya standart hatalar1 da hesaplanmalidir [82].

2.10.7. Saglamhk (Robustness)

Geligtirilen yOntemin analiz parametrelerindeki ufak degisikliklerden etkilenmeden
kalabilme kapasitedir. Sivi kromatografisinde, mobil faz pH’si1, sicaklik, akis hizi, dalga
boyu gibi parametrelerdir [82].

2.10.8. Stabilite

ICH’e gore stabilite zorunlu degildir, ancak yapilmasi tavsiye edilmektedir. Analitin farkli
kosullar altinda ne kadar kararli kalabildiginin gosterilmesi amaciyla yapilir. Ayrica,
bozulma kosullarinda elde edilen bozunma {iriinlerinin yaninda etken maddelerin kabul

edilebilir dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilirligini de gosterir [83].

Stabilite ¢alismalari; kisa stireli stabilite, uzun stireli stabilite, dondurma-¢6zme stabilitesi
ve hizlandirilmig stabilite olmak {izere 4 farkli sekilde yapilabilmektedir. Tiim stabilite
caligmalar1 analiti tek basina igeren ¢oOziicii ve biyolojik sivi igerisindeki c¢ozeltiler

kullanilarak yapilir [82].

Kisa siireli stabilite calismalarinda diisiik ve yiiksek derisimdeki numuneler oda sicakliginda
coziildiikten sonra 4-24 saat oda sicakliginda tutulur. Elde edilen ¢ozeltiler taze hazirlanan

analit ¢ozeltileri ile kiyaslanir [82].
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Dondurma-¢6zme stabilite c¢alismalarinda {i¢ kez dondurma-¢6zme dongiisii uygulanir.
Analit igceren ¢ozelti 24 saat dondurulur ve tamamen ¢oziindiikten sonra ayni sartlarda 12-
24 saat tekrar dondurulur. Ugiincii dongiiden sonra, elde edilen ¢dzeltinin oda sicakligina
gelmesi beklenir. Gelistirilen yontemde analiz edilen bu ¢ozelti ile taze hazirlanan analit

cozelti ile karsilastirma yapilir [82].

Uzun siireli stabilite etken maddenin ilk toplandig tarihten itibaren, son numune analizine
kadar gegen siireyi kapsar. Bu islem, farkli derisimlerde 3 ¢6zeltinin, en az 3 defa analiz
yapmaya yetecek miktarlarinin saklanmasi ile yapilir. Bu ¢ozeltilerden genellikle 3, 6 ve 12

aylik zaman dilimlerinde 6l¢iim alinir ve taze ¢ozeltiye ait analiz sonuglari ile kiyaslanir

[82].

Hizlandirilmis bozundurma calismasi

Hizlandirilmis bozunma galigmalarinda etken maddenin hizli bozunmasini saglayacak g¢esitli
stres kosullar1 uygulanir. Daha sonra elde edilen ¢dzeltilerin analiz sonuglari taze ¢ozeltiye
ait analiz sonuglari ile kiyaslanir [82]. Bu ¢alismada da uygulanan stres kosullar1 asagidaki
Cizelge 2.17°da verilmistir.

Cizelge 2.17. Hizlandirilmis Bozunma Caligsmasi

Stres Kosulu | Uygulama Bigimi

uv 1 g kat1 etken madde saat camu icerisinde 1 giin UV 151k altinda bekletilir ve
daha sonra gelistirilen yontem ile analiz edilir.

Asit Hidrolizi | 0,1 M ve 0,01 M HCl igerisinde hazirlanan etken madde 12-24 saat sonra
analiz edilir.

Baz hidrolizi | 0,1 M ve 0,01 M NaOH igerisinde hazirlanan etken madde 12-24 saat sonra
analiz edilir.

Yiikseltgenme | 0,1 M ve 0,01 M H»0; igerisinde hazirlanan etken madde 12-24 saat sonra
analiz edilir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kimyasal malzemeler

Kimyasal maddelerden gelebilecek safsizliklar: engellemek icin yiiksek saflikta kimyasallar

ve deiyonize su kullanilmistir. Etken maddeler ¢esitli ila¢ firmalarindan temin edilmistir.

e Metanol-Sigma

e Etanol-Sigma

e Asetonitril-Merck

e Sodyum Hidroksit-Merck
¢ Piridin-Riedel de Haen
e Fosforik asit-Merck

e Sodyum dihidrojen fosfat-Merck
3.1.2. Kullamilan arac¢ ve gerecler

e UV-Visible Spektrofotometre: Specord 50 Plus, Analytik Jena.,1 cm kuvartz hiicre
Saf Su Cihazi: Millipore direct-Q 3UV System A10 ultra saf su sistemi

Manyetik Karistirici: Heidolph marka manyetik karistiric
Analitik Terazi: Mettler Toledo XSE104 model,

Cesitli hacimlerde balon joje, hacmi belirli deney tiipleri, beherler, ¢esitli dlctilerde

mikropipetler kullanilmistir.

3.1.3. Kullamlan farmasdétik pomad

Sulfarhin® burun pomads; 1 tiip (12 g), 100 mg Efedrin HCI, 3 mg Nafazolin HCI, 30 mg
Antazolin HCI, 100 mg Kloreton, 100 mg mentol ve 100 mg o6kaliptol igerir.
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3.2. UV Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi icin On Calismalar
3.2.1. Efedrin HCI’in UV spektrumunun alinmasi

10,0 mg standart Efedrin HCI hassas terazi ile tartilip, distile suda ¢6ziildiikten sonra 10,0
mL ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1,60 mL alimip distile su ile 10,0 mL ye seyreltildi.
Boylece elde edilen 160 ng/mL Efedrin HCI ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda
UV spektrumu alindz.

3.2.2. Nafazolin HCl’in UV spektrumunun alinmasi

5,0 mg standart Nafazolin HCI hassas terazi ile tartilip, distile suda ¢6ziildiikten sonra 50,0
mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 0,050 mL alinip distile su ile 10,0 mL ye seyreltildi.
Boylece elde edilen 5 pg/mL Nafazolin HCI ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda
UV spektrumu alindi.

3.2.3. Antazolin HCI’in UV spektrumunun alinmasi

10,0 mg standart Antazolin HCI hassas terazi ile tartilip, distile suda ¢oziildiikten sonra 10,0
mL ye tamamlandi. Bu ¢dzeltiden 0,050 mL alinip distile su ile 10,0 mL ye seyreltildi.
Boylece elde edilen 50 pg/mL Antazolin HCI ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda
UV spektrumu alindi.

3.2.4. Kloreton’un UV spektrumunun alinmasi

10,0 mg standart Kloreton hassas terazi ile tartilip, distile suda ¢oziildiikten sonra 10,0 mL
ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1,6 mL alinip distile su ile 10,0 mL ye seyreltildi. Boylece
elde edilen 160 pg/mL Kloreton ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV

spektrumu alindi. Daha sonra Kloreton tayini i¢in bir kolorimetrik yontem gelistirildi.

3.2.5. Efedrin HCI, Nafazolin HCL, Antazolin HCI ve Kloreton iceren standartlar
karisiminin hazirlanmasi ve UV spektrumunun alinmasi

Standartlar karisimi, 160 pg/mL Efedrin HCI, 5 pg/mL Nafazolin HCI, 50 pg/mL Antazolin
HCI ve 160 ug/mL Kloreton igerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 210-400 nm



41

dalga boyu araliginda UV spektrumu alindi. Coziicli olarak metanol-su (30: 20, h/ h) karigimi1
kullanildi.

3.2.6. Efedrin HCI, Nafazolin HCL, Antazolin HCI ve Kloreton igceren farmasotik
pomadin UV spektrumunun alinmasi

Farmasotik pomad ¢ozeltisinin spektrumu ¢oziicii ve diger kosullar degistirilerek asagida

anlatilan ti¢ sekilde alinmustir:

1 tiip pomadin tamami 11,975 g olarak tartilip bir behere alindi ve bir baget yardimiyla
karistirildi. Bu karisimdan 1,000 g pomad hassas olarak tartildi ve metanol-su (30: 20, h/ h)
karisimi ile 50,0 mL ye tamamlandi. Bu karisim, 500 rpm karistirma hizinda ve 50°C’de
1sitilarak 4 saat karistirildi. Karigim oda sicakligina geldikten sonra 1,0 mL alinip 3,0 mL ye
metanol-su (30: 20, h/h) ile seyreltildikten sonra UV spektrumu alind1. Kor olarak metanol-
su (30: 20, h/h) kullanildu.

1,000 g pomad hassas olarak tartildi ve asetonitril-su (40: 10, h/ h) karistmi1 50,0 mL ye
tamamland1. Bu karisim, 500 rpm karistirma hizinda ve 50°C’de 1sitilarak 4 saat karistirilda.
Karisim oda sicakligina geldikten sonra 1,0 mL alinip 3,0 mL ye asetonitril-su (40: 10, h/h)
ile seyreltildikten sonra UV spektrumu alindi. Kor olarak asetonitril-su (40: 10, h/h)
kullanildi.

1,000 g pomad hassas olarak tartildi ve distile su ile 50,0 mL ye tamamlandi. Bu karigim,
500 rpm hizda ve 50°C de 1sitarak 4 saat karistirildi. Bu karisim oda sicakligma geldikten
sonra 1,0 mL alinip, 3,0 mL ye distile su ile seyreltildikten sonra UV spektrumu alindi. Kor
olarak distile su kullanildi. Sonugta ¢oziicii olarak metanol-su (30: 20, h/ h) karigimi

kullanilmasina karar verildi.

3.2.7. Efedrin HCIl, Nafazolin HCL ve Antazolin HCI’in ¢cahisma dalga boylarinin
secilmesi

Hazirlanan her bir standart etken madde ¢ozeltisinin her bir tlirev derecesinde 9 n degeri
kullanilarak 1., 2., 3. ve 4. Tiirev spektrumlar1 alindi. Ayn1 kosullarda standartlar karigimi
¢ozeltisinin ve pomad ¢Ozeltisinin de tiirev spektrumlari alindi. Cozeltiler, standartlar
karisim ¢ozeltisindeki ve pomad ¢ozeltisindeki etken madde igerikleri birbirine esit olacak

sekilde hazirlandi. Coziicii olarak metanol-su (30: 20, h/ h) karigimi1 kullanildi.
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Pomadda Efedrin HCI tayini i¢in Antazolin HCI ve Nafazolin HCI ¢ozeltilerine ait tiirev
absorbans degerlerinin sifir oldugu ve pomad ¢ozeltisinin tiirev absorbans degerinin Efedrin
HCI ¢ozeltisinin tlirev absorbans degerine tam olarak esit oldugu dalga boyu, Nafazolin HCI
tayini i¢cin Antazolin HCI ve Efedrin HCI ¢ozeltilerine ait tiirev absorbans degerlerinin sifir
oldugu ve pomad ¢6zeltisinin tiirev absorbans degerinin Nafazolin HCI ¢ozeltisinin tlirev
absorbans degerine tam olarak esit oldugu dalga boyu, Antazolin HCI tayini i¢in Nafazolin
HCI ve Efedrin HCI ¢ozeltilerine ait tiirev absorbans degerlerinin sifir oldugu ve pomad
¢ozeltisinin tiirev absorbans degerinin Antazolin HCI ¢6zeltisinin tiirev absorbans degerine
tam olarak esit oldugu dalga boyu, arastirildi. Coziicli olarak metanol-su (30: 20, h/ h)

karisimi1 kullanildi.

3.2.8. UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi ile Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve
Antazolin HCI kalibrasyon grafikleri

10,0 mg standart Efedrin HCI hassas terazi ile tartilip metanolde ¢oziildii ve 10,0 mL ye
tamamlandi. Bu ¢dzeltiden belirli hacimler alinip son derisimler 20,0; 40,4; 55,3; 66,4; 70,0
pug/mL olacak sekilde metanol-su (30: 20, h/h) karisimi ile 10,0 mL ye seyreltildi. Bu
¢ozeltilerin UV tiirev absorbans degerleri (218 nm, 3.tiirev n=5) okunarak Efedrin HCI i¢in

kalibrasyon grafigi ¢izildi.

10,0 mg standart Nafazolin HCI hassas terazi ile tartilip metanolde ¢oziildii ve 10,0 mL ye
tamamlandi. Bu ¢o6zeltiden belirli hacimler alinip son derisimler 1,0; 1,66; 2,04; 2,55; 3,0
pug/mL olacak sekilde metanol-su (30: 20, h/h) karisimi ile 10,0 mL’ye seyreltildi. Bu
¢ozeltilerin UV tiirev absorbans degerleri (234 nm, 2.tiirev n=21) okunarak Nafazolin HCI

icin kalibrasyon grafigi ¢izildi.

10,0 mg standart Antazolin HCI hassas terazi ile tartilip metanolde ¢oziildi ve 10,0 mL ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden belirli hacimler alinip son derisimler 10,0; 16,6; 19,36; 24,2; 30,0
pug/mL olacak sekilde metanol-su (30: 20, h/h) karisimi ile 10,0 mL ye seyreltildi. Bu
¢ozeltilerin UV tiirev absorbans degerleri (254 nm, 1.tirev n=13) okunarak kalibrasyon

grafigi ¢izildi.
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3.2.9. UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi ile farmasé6tik pomadlarda Efedrin HCI,
Nafazolin HCI ve Antazolin HCI miktar tayini

1,000 g pomad hassas olarak tartildi ve 50,0 mL metanol-su (30: 20, h/h) karigiminda 500
rpm hiz ve 50°C’de 1sitarak 4 saat karistirildi. Bu karisim oda sicakligina geldikten sonra 1,0
mL alinip, 3,0 mL ye metanol-su (30: 20, h/h) karisimi ile seyreltildikten sonra UV
spektrumu alindi. Daha sonra her bir etken madde i¢in belirlenen tiirev derecesi, dalga boyu
ve n degeri kosullarinda, tiirev absorbans degerleri 6lgiildii. Her bir etken maddenin ayni
kosullarda ¢izilen kalibrasyon dogrularindan hareketle pomadin icerdigi etken madde
miktarlar1 hesaplandi. Miktar tayini amaciyla bes adet pomad ¢6zeltisi hazirlanarak paralel

tayinler gerceklestirildi.

3.2.10. Farmasotik pomadlarda UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi ile Efedrin HCI,
Nafazolin HCI ve Antazolin HCI geri kazanimi

Belirtilen kosullarda hazirlanmig, 166 pg/mL Efedrin HCI igeren pomad ¢ozeltisinden 5,0
mL alinip son derisim 132; 166; 199 pg/mL olacak sekilde stok Efedrin HCI ¢ozeltisinden
eklendi ve metanol-su (30: 20, h/h) karigimi ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu karisim oda
sicakligina geldikten sonra 1,0 mL alinip, 3,0 mL ye metanol-su (30: 20, h/h) karigimu ile
seyreltildikten sonra UV spektrumu alindi. Bu ¢ozeltinin belirlenen tiirev derecesi, dalga
boyu ve n degeri kosullarinda tiirev absorbans degerleri okundu ve ilgili kalibrasyon

grafiginden hareketle % geri kazanim degerleri hesaplandi.

Belirtilen kosullarda hazirlanmig, 5 pg/mL Nafazolin HCI i¢eren pomad ¢6zeltisinden 5,0
mL alinip son derisim 4; 5; 6 pg/mL olacak sekilde stok Nafazolin HCI ¢6zeltisinden eklendi
ve metanol-su (30: 20, h/h) karisimi ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu karisim oda
sicakligina geldikten sonra 1,0 mL alinip, 3,0 mL ye metanol-su (30: 20, h/h) karigimu ile
seyreltildikten sonra UV spektrumu alindi. Bu ¢ozeltinin belirlenen tiirev derecesi, dalga
boyu ve n degeri kosullarinda tiirev absorbans degerleri okundu ve ilgili kalibrasyon

grafiginden hareketle % geri kazanim degerleri hesaplanda.

Belirtilen kosullarda hazirlanmis 50,0 pg/mL Antazolin HCI igeren pomad ¢dzeltisinden 5,0
mL almip son derisim 40,0; 50,0; 60,0 pug/mL olacak sekilde stok Antazolin HCI
¢ozeltisinden eklendi ve metanol-su (30: 20, h/h) karigimi ile 10,0 mL hacme tamamlandi.

Bu karisim oda sicakligina geldikten sonra 1,0 mL alinip, 3,0 mL ye metanol-su (30: 20, h/h)
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karisimi ile seyreltildikten sonra UV spektrumu alindi. Bu ¢ozeltinin belirlenen tiirev
derecesi, dalga boyu ve n degeri kosullarinda tiirev absorbans degerleri okundu ve ilgili

kalibrasyon grafiginden hareketle % geri kazanim degerleri hesaplandi.

3.2.11. UV Tiirev spektrofotometrisi yonteminde validasyon

Kullanilan analiz yonteminin giivenilir bir sekilde analiz edilebildigi en diisiikk derisimleri
saptayabilmek amaciyla, LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. Hesaplama, en kiigiik kareler
yontemine gore ¢izilen kalibrasyon grafiginin egim ve kesisim degerleri kullanilarak yapildi.
Elde edilen Kkalibrasyon grafiginin kesisim noktasinin standart sapmasi kullanilarak

asagidaki formiiller ile hesaplama yapildu.

LOD= 3 x SS/m
LOQ=10 x SS/m

SS: Kesisim noktasinin standart sapmasi, m: Kalibrasyon grafiginin egimi

Glin i¢i ve Gilinler arasi1 Tekrarlanabilirlik ¢aligmasi i¢in, 3.2.9. anlatildig1 gibi hazirlanan
ayni derisimde pomad c¢ozeltileri ayni giin icerisinde 6 kez ve farkli 6 gilinde dl¢limleri
yapildi. Olgiimler sonucu elde edilen verilerden ortalama, ortalamanimn standart hatas,

standart sapma, %BSS ve giiven aralig1 degerleri hesaplandi.

3.2.12. Farmasotik pomadlarda Kolorimetrik yontemle Kloreton miktar tayini

Optimizasyon ¢alismalarinda, 10,0 mg standart Kloreton hassas terazi ile tartildi, metanolde
¢oziiliip 10,0 mL ye tamamlandi. Farkli derisimlerde Kloreton ¢ozeltileri hazirlanirken
kullanilan ¢6ziicliniin etkisini arastirmak igin diliisyon ¢oziiciisii olarak asetonitril-su (30:
20, h/h), metanol-su (30: 20, h/h) ve sadece su kullanildi. Sonugta ilk seyreltme metanolle
yapildiktan sonra asetonitril-su (30: 20, h/h) kullanilmasina karar verildi. Bir tiip icerisine
1,0 mL asetonitril-su (30: 20, h/h) i¢inde hazirlanmis Kloreton ¢ozeltisi kondu (100 pg/mL)
tizerine 1,0 mL piridin ve 1,0 mL 5 M NaOH ¢ozeltisi eklendikten 30 dakika sonra 540 nm
de dl¢iim yapildi.

Kolorimetrik yontem ile Kloreton kalibrasyon grafiklerinin eldesi i¢in 10,0 mg standart

Kloreton hassas terazi ile tartildi. Metanol igerisinde ¢oziiliip 10,0 mL ye tamamlandi. Bu
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¢ozeltiden belirli hacimler alinip son derisim 10,0; 50,0; 100,0; 150,0 ve 200,0 ug/mL olacak
sekilde asetonitril-su (30: 20, h/h) ile 10,0 mL ye seyreltildi. Her bir derisimden 1,0 mL Kloreton
iceren ¢ozelti alind1 ve 1,0 mL piridin ve 1,0 mL 5 M NaOH ¢ozeltisi eklendikten 30 dakika sonra
540 nm de 6lgiim yapildi. Cozeltilerin absorbans degerleri okunarak Kloreton igin kalibrasyon

grafigi ¢izildi.

1,000 g pomad hassas olarak tartildi ve 50,0 mL asetonitril-su (30: 20, h/h) karisiminda 500 rpm
ve 50°C’de 1sitarak 4 saat karistirildi. Bu karisim oda sicakligina geldikten sonra bir tiip igerisine
1,0 mL alindi, daha sonra 1,0 mL piridin ve 1,0 mL 5 M NaOH ¢ozeltesi eklendikten 30 dakika

sonra 540 nm de 6l¢iim yapildi. Miktar tayini yapilmasi i¢in bes adet pomad ¢ozeltisi hazirlandi.

Geri kazanim ¢alismasinda belirtilen kosullarda hazirlannmig 166 pg/mL Kloreton igeren pomad
¢ozeltisinden 5,0 mL alinip son derisim 132; 166; 199 ug/mL olacak sekilde stok Kloreton
¢Ozeltisinden eklenerek asetonitril-su (30: 20, h/h) ile 10,0 mL hacme tamamland. Bir tiip igerisine
1,0 mL Kloreton igeren ¢ozelti eklendi daha sonra 1,0 mL piridin ve 1,0 mL 5 M NaOH ¢ozeltisi
eklendikten 30 dakika sonra 540 nm de 6lgiim yapildi. Cozeltinin absorbans degerleri okundu ve

ilgili kalibrasyon grafigi kullanilarak derisim degeri ve % geri kazamm degerleri hesaplandi.

Giin i¢1 ve Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi icin, 3.2.9. anlatildig1 gibi hazirlanan aym
derisimde pomad ¢ozeltilerinin ayni giin icerisinde 6 kez ve farkli 6 giinde dlgtimleri yapildi.
Olgiimler sonucu elde edilen verilerden ortalama, ortalamanin standart hatasi, standart sapma,

%BSS ve giiven aralig1 degerleri hesapland

3.3. RP- HPLC Yontemi ile Farmasotik Pomadlarda Efedrin HCI, Nafazolin HCI,
Antazolin HCI ve Kloreton Tayini

3.3.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton 'un stok ¢6zeltilerinin hazirlanmasi igin,
her bir maddeden 10,0 mg hassas olarak tartildi ve 5,0 mL metanol eklenerek, ultrasonik banyoda
tamamen ¢oziildiikten sonra metanol ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Stok ¢6zeltinin son derisimi
her bir madde igin 1000 pg/mL dir. Kullanmilacak standart ¢6zeltiler igin, hazirlanan stok ¢ozeltiden
gerekli seyreltmeler mobil faz (metanol-su, 30: 20 h/h) ile yapildi.
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Kullanilan fosfat tampon ¢ozeltileri, %85 h/h lik fosforik asit (H3POas) ¢ozeltisi ve sodyum
dihidrojen fosfat (NaH2POs) kullanilarak hazirlandi. Optimizasyonda kullanilan tampon
cozeltilerin pH degerleri, 1 M NaOH c¢ozeltisi kullanilarak ayarlandi.

pH 3 Fosfat Tamponu Hazirlanmasi: 0,78 g NaH2PO4.2H-0 (sodyum dihidrojenfosfat) bir miktar
saf su icerisinde ¢oziildii. Uzerine derisik % 85°lik HsPO4’den 0,68 mL eklenerek son hacim 1
L.’ye tamamlandi. Bu pH degeri optimize edilen ve deneylerde kullanilan tampon ¢6zeltinin pH

degeridir.

3.3.2.RP-HPLC yéntemi ile Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton tayini
optimizasyonu

Gelistirilecek yontem igin en iyi ayrimin saglanmasi amaciyla optimum kromatografik kosullar
belirlendi. Bu amagla, Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton'un RP- sivi
kromatografisiyle ayiriminda; sabit faz se¢imi, mobil faz organik diizenleyici se¢imi (metanol
veya asetonitril), mobil faz tampon ¢6zelti se¢imi, kolon sicakligi se¢imi, enjeksiyon hacmi se¢imi

ve gradient sistem se¢imi yapildi.

Optimizasyon ¢alismalarinda ilk olarak kolon etkisini incelemek igin C1g Phenomenex (250x4,6
mm, 5 um) ve Agilent Zorbax Eclipse XDB Cas (3,0x75mm, 3,5um) kolonlar kullanildi. En iyi
ayrm Agilent Zorbax Eclipse XDB Cis (3,0x75mm, 3,5um) ile elde edildikten sonra mobil faz

bilesiminin etkisi arastirildi ve Cizelge 4.1.’de gosterilen gradiyent eliisyon sistemi kullanildi.

Daha sonra, mobil faz bileseni fosfat tamponu pH degerinin kromatografik ayirima etkisinin
arastirilmasi amacityla 10 mM fosfat tamponunun pH degeri 2,5; 3,0; 4,0 ve 5,0’e ayarlanarak
analiz yapildi. Mobil faz bileseni fosfat tamponu derisiminin etkisinin arastirmak igin tampon

derisimi 5 mM, 10 mM, 15 mM ve 20 mM olarak degistirilerek calisildi.

Mobil faz optimizasyonu tamamlandiktan sonra cihaz parametreleri optimizasyonu yapildi. Bunun
icin ilk olarak, 0,5; 0,6; 0,7 ve 0,8 mL/dk mobil faz akis hizlarinda ¢alisildi. Daha sonra, mobil faz
akis hiz1 optimum degerinin 0.6 mL/dk oldugu kosulda 1, 5, 10, 15, 20, 25 uL enjeksiyon hacimleri
incelendi. En uygun enjeksiyon hacmi 10 pL olarak segildikten sonra kolon sicakligmnin etkisi
arastirildi. Bu amagla, kolon sicakhigi 25, 30, 35, 40, 45°C olarak degistirildi ve kromatografik
parametrelerdeki degisim incelendiginde en uygun sicaklik degerinin 40°C olduguna karar verildi.
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Standartlar karisimz, 16,6 pg/mL Efedrin HCI, 0,25 pg/mL Nafazolin HCI, 2,5 ng/mL 5 Antazolin
HCl ve 16,6 ug/mL Kloreton igerecek sekilde hazirlandi.

3.33. RP - HPLC yontemi ile Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton
kalibrasyon grafikleri

10,0 mg standart Efedrin HCI hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢oziilerek 10,0 mL ye
tamamlandi. Bu ¢6zeltiden belirli hacimler alimip son derisimler 8,3; 12,4; 16,6; 20,75; 25,00
ug/mL olacak sekilde mobil faz (metanol-su, 30: 20 h/h) ile 10,0 mL ye seyreltildi. Bu ¢ozeltilerin
210 nm’deki pik alam degerleri okunarak Efedrin HCl i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi.

10,0 mg standart Nafazolin HCI hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢oziilerek 10,0 mL ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden belirli hacimler almip son derisimler 0,25; 0,375; 0,5; 0,625; 0,750
ug/mL olacak sekilde mobil faz (metanol-su, 30: 20 h/h) ile 10,0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltilerin
210 nm’deki pik alami degerleri okunarak Nafazolin HCI igin kalibrasyon grafigi ¢izildi.

10,0 mg standart Antazolin HCI hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢oziilerek 10,0 mL ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden belirli hacimler alinip son derisim 2,5; 3,75; 5,0; 6,25; 7,50 pg/mL
olacak sekilde mobil faz (metanol-su, 30: 20 h/h) ile 10,0 mL ye seyreltildi. Bu ¢6zeltilerin 210
nm’deki pik alant degerleri okunarak Antazolin HCl igin kalibrasyon grafigi ¢izildi.

10,0 mg standart Kloreton hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢oziilerek 10,0 mL ye tamamlandi.
Bu ¢6zeltiden belirli hacimler alinip son derisim 8,3; 12,4, 16,6; 20,75; 25,0 ug/mL olacak sekilde
mobil faz (metanol-su, 30: 20 h/h) ile 10,0 mL ye seyreltildi. Bu ¢ozeltilerin 210 nm’deki pik alani
degerleri okunarak Kloreton i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi.

3.3.4. RP- HPLC yontemi ile farmasotik pomadlarda Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin
HCI ve Kloreton miktar tayini

1 tiip pomadin tamami 11,975 g olarak tartilip bir behere alindi ve baget yardimiyla karistirildi.
Karigimdan 1,000 g hassas olarak tartildi ve 50,0 mL metanol-su (30: 20, h/h) karisiminda 500
rpm hiz ve 50°C’de 1sitarak 4 saat karistirildi. Daha sonra, optimize edilen RP-HPLC kosullarinda
elde edilen pik alan1 degerleri kullanilarak, kalibrasyon grafiklerinden hareketle pomaddaki her bir

etken maddenin miktarlar1 hesaplandi. Miktar tayini amaciyla bes adet pomad ¢6zeltisi hazirlandi.
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3.3.5. RP- HPLC yontemi ile Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton geri
kazanimi

Belirtilen kosullarda hazirlanmig 16,6 pg/mL Efedrin HCI igeren pomad ¢ozeltisinden 5,0 mL
almip son derisim 13,2; 16,6; 19,9 ug/mL olacak sekilde stok Efedrin HCI ¢ozeltisinden eklendi
ve mobil faz (metanol-su, 30: 20 h/h) ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltinin pik alan
degerleri okundu ve ilgili kalibrasyon grafiginden hareketle derisim ve % geri kazamm degerleri

hesaplandi.

Belirtilen kosullarda hazirlanmig 5,0 ug/mL Antazolin HCI igeren pomad ¢6zeltisinden 5,0 mL
alimp son derisim 4,0; 5,0; 6,0 ng/mL olacak sekilde stok Antazolin HCI ¢ozeltisinden eklendi ve
mobil faz ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltinin pik alan degerleri okundu ve ilgili

kalibrasyon grafiginden hareketle derisim ve % geri kazanim degerleri hesaplandi.

Belirtilen kosullarda hazirlanmis, 0,5 pg/mL Nafazolin HCI igeren pomad ¢6zeltisinden 5,0 mL
alinip son derisim 0,4; 0,5; 0,6 pg/mL olacak sekilde stok Nafazolin HCI ¢zeltisinden eklendi ve
mobil faz ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltinin pik alan degerleri okundu ve ilgili

kalibrasyon grafiginden hareketle derisim ve % geri kazanim degerleri hesaplandi.

Belirtilen kosullarda hazirlanmus, 16,6 pg/mL Kloreton igeren pomad ¢6zeltisinden 5,0 mL alinip
son derisim 13,2; 16,6; 19,9 ug/mL olacak sekilde stok Kloreton ¢ozeltisinden eklenerek mobil
faz ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢dzeltinin pik alan degerleri okundu ve ilgili kalibrasyon

grafiginden hareketle derisim ve % geri kazanim degerleri hesaplandi.

3.3.6. RP- HPLC yonteminde validasyon

RP-HPLC yontemi ile gilivenilir bir sekilde analiz yapilabilen en diisiik derisimleri
saptayabilmek amaciyla, LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. Hesaplama, en kiiciik kareler
yontemine gore cizilen kalibrasyon grafiginin denklemindeki egim(m) ve kesisim(n)

degerleri ve Kesisim noktasinin standart sapmasi kullanilarak yapildi.

Giin i¢i ve Gilinler aras1 Tekrarlanabilirlik caligmasi i¢in, ayn1 derisimde hazirlanan standart
¢ozeltilerin aym giin igerisinde 6 kez ve farkli 6 giinde dlgiimleri yapildi. Olgiimler sonucu
elde edilen verilerden ortalama, ortalamanin standart hatasi, standart sapma, %BSS ve giiven

arali1 degerleri hesaplandi.
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Saglamlik

1 tiip pomadin tamamu tartilip bir behere alindi1 ve baget yardimiyla karigtirildi. Karigimdan
1,000 g hassas olarak tartild1 ve 50,0 mL metanol-su (30: 20, h/h) karisiminda 500 rpm hizda
ve 50°C’de 1sitarak 4 saat karistirildi. Bu ¢6zeltinin RP- HPLC ile analizinde, optimize edilen
yontem kosullarindan kromatografik parametrelere etkisi olan pH, kolon sicaklig1 ve akis

hizindaki degisimlerin etkileri ayr1 ayr1 incelendi.

Cozelti stabilite testleri

10,0 mg/mL derisimde hazirlanmis olan ve 4°C’de saklanan ana stok ¢ozeltilerden hareketle,
son derisimler 2,5 pg/mL Efedrin HCI, 0,5 pg/mL Nafazolin HCI, 16,6 pg/mL Antazolin
HCI, 16,6 ug/mL Kloreton olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢6zeltilerden, 48 saatlik

stire igerisinde 6 saatte bir dl¢lim alinarak ¢ozeltilerin bozulma yiizdesi bulundu.

Hizli bozundurma testleri

Fotoliz

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI, Kloreton ayr1 ayr1 1,000’er g hassas olarak
tartildiktan sonra, 24 saat boyunca UV 1s18a maruz birakildi. Bu siire sonunda her bir etken
maddeden 10,0’ar mg alinarak, 10,0’ar mL metanolde ¢6ziildii. Daha sonra, bu ¢ozeltilerden
hareketle ve ¢oziicii olarak mobil faz kullanilarak, son derisim degerleri 166 pg/mL Efedrin
HCI, 0,25 pg/mL Nafazolin HCI, 2,5 pg/mL Antazolin HCI, 166 ng/mL Kloreton olacak
sekilde, ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler, RP-HPLC ile analiz edilip bozunma miktarlar

hesaplandi.

Asit hidrolizi

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI, Kloreton etken maddelerinden ayr1 ayr1 10,0’ar
mg iki ayr1 beher i¢ine alindi. Beherlerden birine 10,0 mL 1,0 M HCI ve digerine 10,0 mL
0,1 M HClI ilave edildi. Bu islem her bir etken madde i¢in iki ayr1 beherde yapildi. 24 saat
sonra, her bir ¢ozeltiden belirli miktarda alinip son derisim 166 pg/mL Efedrin HCI, 0,25
ug/mL Nafazolin HCI, 2,5 ug/mL Antazolin HCI, 166 ug/mL Kloreton olacak sekilde mobil

fazla hacme tamamlandi. RP-HPLC ile analiz edilip bozunma miktar1 hesaplandi.
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Baz hidrolizi

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI, Kloreton etken maddelerinden ayr1 ayr1 10,0’ ar
mg iki ayr1 beher i¢ine alindi. Beherlerden birine 10,0 mL 1,0 M NaOH ve digerine 10,0
mL 0,1 M NaOH ilave edildi. Bu islem her bir etken madde i¢in iki ayr1 beherde yapildi. 24
saat sonra, her bir ¢ozeltiden belirli miktarda alinip son derisim 166 pg/mL Efedrin HCI,
0,25 pg/mL Nafazolin HCI, 2,5 pg/mL Antazolin HCI, 166 pg/mL Kloreton olacak sekilde

mobil fazla hacme tamamlandi. RP-HPLC ile analiz edilip bozunma miktar1 hesaplandi.

Yiikseltgenme

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI, Kloreton etken maddelerinden ayr1 ayr1 10,0’ ar
mg iki ayr1 beher i¢ine alindi. Herbirine 10,0 mL %30 H2O; ilave edildi. 24 saat sonra, her
bir ¢ozeltiden belirli miktarda alinip son derisim 166 pg/mL Efedrin HCI, 0,25 pg/mL
Nafazolin HCI, 2,5 pg/mL Antazolin HCI, 166 pg/mLKloreton olacak sekilde mobil fazla

hacme tamamlandi. RP-HPLC ile analiz edilip bozunma miktart hesaplandi.

Sistem Uyqunluk Testleri

Gelistirilen yontemin kromatografik standartlar1 saglayip saglamadigini degerlendirmek
amaciyla, elde edilen kromatogram {izerinden, her bir analit i¢in, rezoliisyon (R), pik alani

(PA), pik asimetrisi (As), ve tabaka sayis1 (N) degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton’un UV Spektrumlari

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton ¢o6zeltileri, Bolim 3.2.1., 3.2.2.,
3.2.3 ve 3.2.4.’de anlatildig1 gibi hazirlanmis ve her bir ¢ozeltinin UV spektrumu, Sekil

4.1.de st iiste gosterilmistir.

0,7
0,6
0,5
) antazolin (50 pug/mL)
P 0,4 efedrin (160 pg/mL)
©
.g 0,3 nafazelin (5 pg/mL)
(7]
.2 02 kloreton (160 pg/mL)
0,1
0
200 250 300 350 400
-0,1
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1. Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton 'un UV spektrumlari

4.2. Standartlar Karisinm Cozeltisi ve Farmasotik Pomad Cozeltisinin UV

Spektrumlari

Standartlar karisimi ¢ozeltisi ve Farmasotik pomad ¢ozeltisi, Bolim 3.2.5 ve 3.2.6’da
anlatildig1 gibi hazirlanmis ve herbir ¢ozeltinin UV spektrumu, Sekil 4.2.°de iist iiste

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Farmasotik pomad (¢oziicii: metanol-su, 30: 20) ve Standartlar karisimi (¢oziicii:
metanol-su, 30: 20) ¢ozeltilerinin UV spektrumlari

4.3. UV-Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi Sonuclari

4.3.1. UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi ile miktar tayini icin uygun dalga boyunun
belirlenmesi

UV-Tiirev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini i¢in en uygun dalga boyunun
belirlenmesi amaciyla Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI standart ¢6zeltilerinin ve
ve esit miktarda Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI igeren farmasotik pomad
¢ozeltisinin, n degerleri (AX) 5,7, 9, 11, 13, 17, 21, 27 olacak sekilde 1. tiirev spektrumlari
alimmstir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7,
Sekil 4.8., Sekil 4.9. ve Sekil 4.10°da iist iiste gosterilmistir. Bu c¢alisma, matriksden

gelebilen bir etkinin varligini kontrol amaciyla yapilmistir.
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Antazolin 16,6 ug / mL
Efedrin 40,4 pg / mL
MNafazolin 1,66 pg / mL
Pomad

dA/dA\t

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.3. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 ng/mL NFZ, 16,6 ng/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist {iste ¢ekilmis 1.tiirev (n=5) UV
spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.4. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 ng/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT iceren Farmasdtik Pomad’a ait {ist liste c¢ekilmis 1.tirev (n=7) UV
spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.5. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist liste ¢ekilmis I.tiirev (n=9) UV
spektrumlari
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< ~ MNafazolin 1,66 pg / mL
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.6. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 ng/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste g¢ekilmis 1.tiirev (n=11) UV
spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.7. 40,4 ug/mL EFD, 1,66 ug/mL NFZ, 16,6 ng/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste g¢ekilmis 1.tiirev (n=13) UV
spektrumlart

0,04
0,02

0 —————————
0,02 200 50 : 300 350 400

-0,04
-0,06

Antazolin 16,6 pg / mL
Efedrin 40,4 pg / mL
Mafazolin 1,66 pg / mL
Pomad

-0,08

d*A/dA!

-0,1
-0,12
-0,14
-0,16
-0,18
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.8. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 ng/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste g¢ekilmis 1.tiirev (n=17) UV
spektrumlari
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0,02
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-0,06 ——Antazolin 16,6 pg / mL
-0,08 ——Efedrin 40,4 pg / mL
0,1 ——MNafazolin 1,66 pg / mL
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-0,16
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.9. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 ng/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste g¢ekilmis 1.tiirev (n=21) UV
spektrumlart

-0,06 Antazolin 16,6 pg / mL
Efedrin 40,4 pg / mL
Mafazolin 1,66 pg / mL
Pomad

dA/d\!
o
o
co

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.10. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait {ist iiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=25) UV
spektrumlari
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UV-Tiirev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini i¢in en uygun dalga boyunun
belirlenmesi amaciyla Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI standart ¢6zeltilerinin ve
ve esit miktarda Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI ig¢eren farmasotik pomad
coOzeltisinin n degerleri (AN) 5,7, 9, 11, 13, 17, 21, 27 olacak sekilde 2. tlirev spektrumlari
alimmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil
4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17. ve Sekil 4.18’de iist {iste gosterilmistir.

0,05
Antazelin 16,6 pg / mL
0,04 \ Efedrin 40,4 pg/ mL
0,03 \‘ MNafazolin 1,66 pg / mL
J Pomad
0,02

0,01 ] C'\/‘\

I N e WALk S U Al st Ny
T 001 20@ | 250 300 350 400
002 |
-0,03 |
0,04 J
0,05

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.11. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 2.tlirev (n=5) UV
spektrumlari
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0,03 “ Efedrin 40,4 pg/ mL
0,02 || Mafazolin 1,66 pg / mL
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001 ZOQ I 250 300 350 400
-0,02 /\ “ “

\
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.12. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 2.tlirev (n=7) UV

spektrumlart
0,05
0,04
—Antazolin 16,6 pg / mL
0,03 ——Efedrin 40,4 pg/ mL
——~Mafazolin 1,66 pg / mL
Pomad
~ 0,02
e
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I
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0 \ ‘ Wﬁ\-AfV\\— R e e S
2 7260 310 360
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|
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.13. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=9) UV
spektrumlari
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0,04
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.14. 40,4 ug/mL EFD, 1,66 pg/mLNFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait st iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=11) UV

spektrumlari
0,03
| Antazolin 16,6 pg / mL
0,02 ——Efedrin 40,4 pg/ mL
Mafazolin 1,66 pg / mL
0’01 Pomad
=
2
< e _
~ O s S T
200 50 300 350 400
-0,01
-0,02 |
-0,03

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.15. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait iist liste ¢ekilmis 2.tliirev (n=13) UV
spektrumlari
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0,03
0,02 Antazolin 16,6 pg / mL
Efedrin 40,4 pg / mL
Mafazolin 1,66 pg / mL
0,01 Pomad
<
= 0 oA e —— . — e —
B 200 50 300 350 400
-0,01
-0,02 —/
-0,03

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.16. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=17) UV

spektrumlari
0,02
0,015 ——Antazolin 16,6 pg / mL
——Efedrin 40,4 pg / mL
0,01 :
——Mafazolin 1,66 pg / mL
0,005 Pomad
‘:‘,é \
= 0 %w#- ———— ———
ke 2 0 300 350 400
-0,005
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-0,02

Dalgaboyu(nm)

Sekil 4.17. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait tist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=21) UV
spektrumlari
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0,02
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.18. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igceren Farmasotik Pomad’a ait iist tiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=25) UV
spektrumlari

UV-Tiirev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini i¢in en uygun dalga boyunun
belirlenmesi amaciyla Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI standart ¢6zeltilerinin ve
ve esit miktarda Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI igeren farmasotik pomad
cozeltisinin n degerleri (AN) 5,7, 9, 11, 13, 17, 21, 27 olacak sekilde 3. tlirev spektrumlari
alimmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.19., Sekil 4.20., Sekil 4.21., Sekil 4.22., Sekil
4.23., Sekil 4.24., Sekil 4.25. ve Sekil 4.26°da {ist {iste gosterilmistir.
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.19. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait st liste ¢ekilmis 3.tirev (n=5) UV

spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.20. 40,4 ug/mL EFD, 1,66 ug/mL NFZ, 16,6 ug/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 3.tlirev (n=7) UV
spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.21. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 3.tlirev (n=9) UV

spektrumlari
0,01
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.22. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 ng/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait {ist iiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=17) UV
spektrumlari
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Sekil 4.24.
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Dalga boyu (nm)

40,4 ug/mLEFD, 1,66 pg/mLNFZ, 16,6 ng/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait iist liste ¢ekilmis 3.tirev (n=21) UV
spektrumlart
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Dalga boyu (nm)

40,4 ug/mLEFD, 1,66 pg/mLNFZ, 16,6 ng/mL ANT ve esit miktarda EFD, NFZ
ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait iist liste ¢ekilmis 3.tlirev (n=25) UV
spektrumlari
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UV-Tiirev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini i¢in en uygun dalga boyunun

belirlenmesi amaciyla Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI standart ¢6zeltilerinin ve

ve esit miktarda Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI ig¢eren farmasotik pomad

coOzeltisinin n degerleri (AN) 5,7, 9, 11, 13, 17, 21, 27 olacak sekilde 4. tiirev spektrumlari
alimmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.24., Sekil 4.25., Sekil 4.26., Sekil 4.27., Sekil
4.28., Sekil 4.29., Sekil 4.30. ve Sekil 4.31°de st {iste gosterilmistir.
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.25. 40,4 ug/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 ng/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait tist tiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=5) UV
spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.26. 40,4 ug/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait {ist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=7) UV

spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.27. 40,4 ng/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=9) UV
spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.28. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igceren Farmasotik Pomad’a ait {ist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=11) UV

spektrumlart
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.29. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait {ist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=13) UV

spektrumlari
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.30. 40,4 ug/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 ng/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait tist iiste ¢cekilmis 4.tiirev (n=17) UV

spektrumlart
0,0009
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Sekil 4.31. 40,4 pg/mL EFD, 1,66 pg/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT igeren Farmasotik Pomad’a ait iist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=21)
UV spektrumlari
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400

Sekil 4.32. 40,4 ug/mL EFD, 1,66 ug/mL NFZ, 16,6 pg/mL ANT ve esit miktarda EFD,
NFZ ve ANT iceren Farmasotik Pomad’a ait {ist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=25) UV
spektrumlart

Elde edilen spektrumlardan Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI igin miktar tayini

yapilabilecek dalga boylar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Etken Maddelerin miktar tayini yapilabilecek UV Tiirev derecesi, n ve dalga
boyu (1) degerleri

Etken Madde UV Tiirev derecesi, n | Dalga boyu (L), nm
Efedrin HCI 3.Tiirev, n =5 218, 223
3. Tiirev, n =13 247
4. Tiirev, n =9 217, 258, 259, 260, 244
4.Tiurev, n =13 217
Nafazolin HCI 2. Tiirev, n =21 234
2. Tirev, n =13 285
3. Turev, n =21 284
3. Tirev, n =13 296, 287, 281
4, Tiirev, n =9 232,230
4. Turev, n =13 232, 235, 247, 249
4. Turev, n =21 232, 237
Antazolin HCI 1. Tirev, n =5 248, 252
1. Tirev, n =13 288, 254, 239
2. Tiirev, n =21 277, 296, 308-311, 315
3. Tirev, n =21 256, 252, 249, 239, 243
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4.3.2. UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi ile miktar tayini icin secilen dalga boylar1

Bolim 4.3.1°de anlatildigi gibi taranan dalga boylari arasindan Efedrin HCI tayini igin
3.tiirev (n=5) 218 nm, Nafazolin HCl tayini i¢in 2.tiirev (n=21) 234 nm, Antazolin HCI tayini
icin l.tlirev (n=13) 254 nm dalga boylar se¢ilmis ve bu dalga boylarinda diger etken
maddelerin tiirev absorbans degerlerinin sifir oldugu Sekil 4.34., Sekil 4.35 ve Sekil 4.36°da

isaretlenerek gosterilmistir.

0,06
(EFD,218 nm)

\

Antazolin 16,6 pg / mL
Efedrin 40,4 pg / mL
Mafazolin 1,66 pe / mL

0,04

0,02

dA/dA
o

-0,02

-0,04

-0,06
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.35. UV Tiirev Spektrofotometrisi yontemi ile EFD tayini i¢in secilen tiirev derecesi
ve dalga boyu (3. Tiirev, n=5, 218 nm)
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Sekil 4.36. UV Tiirev Spektrofotometrisi yontemi ile NFZ tayini icin segilen tiirev derecesi
ve dalga boyu (2.tiirev, n=21, 234 nm)
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——Antazolin 16,6 pg / mL
Efedrin 40,4 pg / mL
01 ——Nafazolin 1,66 pg / mL
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Sekil 4.37. UV Tiirev Spektrofotometrisi yontemi ile ANT tayini i¢in segilen tiirev derecesi
ve dalga boyu (1. Tiirev, n=13, 254 nm)
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4.3.3. UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi kalibrasyon grafikleri
Kalibrasyon grafikleri Bolim 3.2.8.°de anlatildigi sekilde ¢izildi. UV Tirev

spektrofotometrisi yontemi ile Efedrin HCI tayini igin 3.tirev (n=5) 218 nm’de ¢izilen

kalibrasyon grafigi sekil 4.34°de gosterilmistir.

0,035
y = 0,0004x - 0,0004
0,03 R2=0,9936
0,025 -
@ T
8 0,02 ?
] T
@ 0,015
2 I
0,01 T
I
0,005
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Derigim (nug/mL)

Sekil 4.32. UV Tirev Spektrofotometrisi yontemi ile (3. Tirev, n=5, 218 nm) EFD
tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi, Derigim araligi = 20,0-70,0 pg/mL

UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi ile Nafazolin HCI tayini igin 2.tiirev (n=21) 234 nm’de

cizilen kalibrasyon grafigi sekil 4.35°de gosterilmistir.

0,009
0,008 y = 0,0026x + 7E-05
0,007 R? = 0,9966
0,006
0,005
0,004
0,003
0,002
0,001

Absorbans

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Derisim (ug/mL)

Sekil 4.33. UV Tiirev Spektrofotometrisi yontemiyle (2.tirev, n=21, 234 nm) NFZ
tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi, Derisim aralig1 = 1,0-3,0 ng/mL
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UV Tiirev spektrofotometrisi yontemi ile Antazolin HCI tayini i¢in 1.tlirev (n=13) 254 nm’de

cizilen kalibrasyon grafigi sekil 4.36’de gdsterilmistir.

0,12

Absorbans

y = 0,0031x + 0,0022

R?=0,9977

10 15

20 25

Derigim (pg/mL)

30 35

Sekil 4.34. UV Tiirev Spektrofotometrisi yontemi ile (1. Tirev, n=13, 254 nm) ANT
tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi, Derisim araligi = 10,0-30,0 pg/mL

UV-Tiirev Spektrofotometrik yontemin analitik parametreleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. UV Tirev spektrofotometrik yontemin analitik parametreleri

Efedrin HCI Nafazolin HCI Antazolin HCI
Dogrusal Aralik 20,0-70,0 (ug/mL) 1,0-3,0 (ug/mL) 10,0-30,0 (ug/mL)
Regresyon y =0.0004x - 0,0004 y =0.0026x + 7x10° | 0.0031x + 0.0022
Denklemi
Determinasyon R2=0.9936 R2=0.9966 0.9977
katsayisi (R?)
LOD (ug/mL) 3.95 0.19 0.92
LOQ (ug/mL) 11.97 0.59 2.79

4.3.4. UV Tiirev spektrofotometrik yontemde tekrarlanabilirlik

UV Tirev Spektrofotometrik yontemde tekrarlanabilirlik ¢aligmasi, Bolim 3.2.11.°de

anlatildig1 gibi yapilmis ve elde edilen giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi sonuglari

cizelge 4.3 de, giin i¢i tekrarlanabilirlik calismasi sonuglari ¢izelge 4.4 de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglari

EKLENEN BULUNAN
(ug/mL) Efedrin HCI (ug/mL) Antazolin HCI
Efedrin HCI: 55,33 pg/mL Nafazolin HCI
Nafazolin HCI: 1,66 pg/mL 55,37 1,67 16,87
Antazolin HCI: 16,66 pg/mL 55,56 1,70 16,97
55,40 1,73 17,00
55,27 1,72 16,63
55,53 1,63 16,73
55,37 1,73 16,72
Ortalama 55,41 1,69 16,82
Ortalamanin Standart Hatas1 0,13 0,05 0,18
SS 0,32 0,12 0,44
%BSS 0,19 2,37 0,87
%BH -0,14 -1,8 -0,92
GA* (p=0,05) 55,30-55,53 1,59-1,8 16,66-16, 97
*GA: Gliven Araligt
Cizelge 4.4. Gln igi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi sonuglari
EKLENEN BULUNAN
(ng/mL) Efedrin HCI (ng/mL) Antazolin HCI
Efedrin HCI: 55,33 pg/mL Nafazolin HCI
Nafazolin HCI: 1,66 pug/mL 55,30 1,77 17,00
Antazolin HCI: 16,66 ug/mL 55,43 1,93 16,96
55,46 1,63 16,83
55,73 1,66 16,76
55,60 1,67 16,93
55,50 1,70 16,73
Ortalama 55,51 1,71 16,87
Ortalamanin Standart Hatasi 0,18 0,17 0,13
SS 0,44 0,19 0,33
%BSS 0,27 3,77 0,65
%BH -0,31 -2,4 -1,24
GA (p=0,05) 55,35-55,66 1,63-1,77 16,75-16,98

4.3.5. UV Tiirev spektrofotometrik yontem ile farmasotik pomadda etken madde
miktar tayini sonuclari

UV tiirev spektrofotometrik yontem ile farmasotik pomadda etken madde miktar tayinleri
Boliim 3.2.9 da anlatildigi sekilde yapilmis, sonuclar gizelge 4.5, gizelge 4.6 ve cizelge 4.7

de verilmistir.



Cizelge 4.5. Farmasotik pomadda Efedrin HCI miktar tayini sonuglari
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Numune Efedrin HCI
No.
Bulunan miktar (mg/g) Belirtilen miktar (8,33 mg/g)
1 8,13 Xort = 8,32
2 8,56 SS=0,18
3 8,43 %BSS =2,11
4 8,17 %BH =-0,12
5 8,29 GA =8,10-8,54 (p=0,05)

Cizelge 4.6. Farmasotik pomadda Nafazolin HCI miktar tayini sonuglari

Numune No

Nafazolin HCI

Bulunan miktar (mg/g)

Belirtilen miktar (0,25 mg/g)

0,245

0,251

0,243

0,247

QP IWIN|F-

0,252

Xort = 0,2476
SS =0,003

%BSS = 1,5

%BH =-1,2

GA =0,24-0,25 (p=0,05)

Cizelge 4.7. Farmasotik pomadda Antazolin HCI miktar tayini sonuglari

Numune No | Antazolin HCI
Bulunan miktar (mg/g) Belirtilen miktar (2,5 mg/g)
1 2,53 Xot=2,51
2 2,46 SS = 0,0665
3 2,58 %BSS =2,6
4 2,43 %BH =0,4
5 2,57 GA =2,42-2,59 (p=0,05)

4.3.6. UV Tiirev spektrofotometrik yontem ile geri kazanim sonuclari

UV tiirev spektrofotometrik yontem ile geri kazanim c¢aligmasi, Boliim 3.2.10°da anlatildig1

sekilde, her bir etken madde igin 3 farkli derisimde yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.8’de

verilmistir.
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Cizelge 4.8. Farmasotik pomadda UV tiirev spektrofotometrik yontemle geri kazanim sonuglari

Gergek Bulunan % Geri %BSS | %BH
Deger Deger Kazanim
(pg/mbL) | (pg/mL)
44,0 45,00 102,27 2,4 -0,86
Efedrin HCI 43,30 98,40
45,30 102,95
55,0 54,30 98,72 1,94 -0,83
54,66 99,38
56,30 102,3
66,0 64,33 97,46 1,56 -0,80
65,00 98.48
66,30 100,45
1,33 1,34 100.75 15 -0,083
Nafazolin 1,30 97,74
HCI 1,33 99,35
1,67 1,63 97,60 1,2 -0,067
1,62 97,00
1,66 99,40
2,00 2,017 100,89 1,0 -0,056
2,028 101,40
1,98 99,00
13,30 13,40 100,78 3,95 0,033
Antazolin 13,50 101,5
HCI 13,06 98,20
16,67 17,00 101,97 3,46 0,0013
16,00 95,98
16,84 101,02
20,00 19,89 99,47 2,88 -0,016
20,66 103,30
19,65 98,25

4.4. Kloreton tayini i¢in renklendirme reaktifi se¢cimi calismalari

Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI varliginda, renklendirme reaktifi olarak piridin
kullanarak kolorimetrik yontemle Kloreton tayini, Bolim 3.2.12’de anlatildigi gibi yapilmus,
On ¢alismalar gizelge 4.9.’da verilmistir. Kloreton’un kolorimetrik spektrumu Sekil 4.35’de

goriilmektedir.
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Sekil 4.35. 100 pg/mL Kloreton’un kolorimetrik spektrumu (Renklendirme ajani: Piridin)

Cizelge 4.9. Renklendirme reaktifi 6n ¢alisma sonuglari

Reaktif (Piridin) ile Muamele Coziicii: Coziicii: Coziicii:
Edilen Madde Metanol/Su Asetonitril/Su Su
Kloreton - Pembe renk elde edildi | -
Efedrin HCI - - -
Antazolin HCI - - -
Nafazolin HCI - - -
Standartlar karigimi - Pembe renk elde edildi | -
Farmasotik Pomad - Pembe renk elde edildi | -

4.4.1. Kolorimetrik tayinde piridin miktarimin etkisi

Kolorimetik yontem ile Kloreton tayinine piridin miktarinin etkisi, Boliim 3.2.12.’de

anlatildig1 gibi aragtirilmis, sonuglar, Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Kolorimetrik tayine Piridin miktarinin etKisi

Ayni miktar numuneye eklenen piridin miktari, mL

Olciilen absorbans

0,5 0,150
1,0 0,240
15 0,239
2,0 0,241
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4.4.2. Kolorimetrik tayinde NaOH miktarinin etkisi

Kolorimetik yontem ile Kloreton tayinine NaOH miktarinin etkisi, Bolim 3.2.12.°de

anlatildig1 gibi arastirilmis, sonuglar, Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Kolorimetrik tayinde NaOH miktarinin etkisi

Ayn1 miktar numuneye eklenen NaOH miktari, mL | Olgiilen absorbans
0,5 0,240
1,0 0,240
15 0,240
2,0 0,240

4.4.3. Kolorimetrik yontemle Kloreton Kalibrasyon grafigi

Kolorimetrik yontemle Kloreton Kalibrasyon grafigi Sekil 4.34’de gosterilmistir.

0,35
¥ =0,0007x +0,1629
0.3 R2=0,9927
0,25
%
= 02
=
—
2
= 0,15
20
0.1
0,05
0
0 50 100 150 200 250
Derigim (ug/mL)

Sekil 4.36. Kolorimetrik yontemle Kloreton kalibrasyon grafigi, Derigsim araligi=10,0-
200,0 pg/mL

4.4.4. Kolorimetrik yontemde analitik parametreler

Kolorimetik yontem ile Kloreton tayininde analitik parametreleri belirlemek i¢in 5 farkli
derisimde piridin ile renklendirme yapildiktan sonra 540 nm de absorbans degeri

Olciilmiistiir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.12 de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Kolorimetrik tayinin analitik parametreleri

Numune No. Derigim pg/mL Absorbans
1 10,0 0,17
2 50,0 0,19
3 100,0 0,24
4 150,0 0,27
5 200,0 0,29
Dogrusal Aralik pg/mL 10,0-200,0
Regresyon Denklemi y = 0,0007x + 0,1629
Regresyon katsayisi (R) 0,9927
LOD pg/mL 0,96
LOQ pg/mL 2,92

4.4.5. Kolorimetrik yontemde miktar tayini sonuglari

Kolorimetrik yontem ile farmasotik pomadda Kloreton miktar tayini Bolim 3.2.12.°de

anlatildig1 sekilde yapilmis, sonuglar ¢izelge 4.13 de verilmistir.

Cizelge 4.13. Farmasdtik pomadda Kloreton miktar tayini sonuglari

Numune No Kloreton
Bulunan miktar (mg/g) | Belirtilen miktar = 8,33 (mg/qg)
1 8,21 Xor= 8,19
2 o1t hBSS= 227
0 =Z,
3 813 %BH= -1,68
4 8,5 GA=7,95 -8,42 (p=0.05)
5 8,01

4.4.6. Kolorimetrik yontemde tekrarlanabilirlik ¢calismasi sonuglari

Kolorimetrik yontem ile Kloreton tayininde giinler arasi ve giin i¢i tekrarlanabilirlik
caligmalari, Boliim 3.2.12°de anlatildigi gibi yapilmis, sonuglar Cizelge 4.14 ve Cizelge

4.15° de verilmistir.
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Cizelge 4.14. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢aligmasi sonuglari

BULUNAN

EKLENEN Kloreton (pug/mL)
Kloreton: 166,00 pg/mL 165,70

163,00

169,80

165,40

165,80

166,20
Ortalama 165,90
Ortalamanin Standart Hatasi 0,0089
SS 0,0022
%BSS 1,31
GA (p=0,05) -167,90-168,80

Cizelge 4.15. Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglari

BULUNAN

EKLENEN Kloreton (ug/mL)
Kloreton: 166,00 pg/mL 165,7

165,3

168,4

165,5

164,9

166,3
Ortalama 166,0
Ortalamanin Standart Hatasi 0,0005
SS 0,0013
%BSS 0,75
GA (p=0,05) 164,6-167,3

4.4.7. Kolorimetrik yontemde geri kazanim ¢calismasi sonuclari

Kolorimetrik yontem ile Kloreton tayininde geri kazanim caligmalari, Bolim 3.2.12°de

anlatildig1 gibi yapilmis, sonuglar Cizelge 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.16. Kloreton geri kazanim sonuglari

Spike Yiizdesi | Gergek Bulunan % Geri %BSS %BH
Deger Deger Kazanim
ug/mL ug/mL
Kloreton %25 132 128,4 97,34 0,85 -2,6
127,4 96,56
129,6 98,23
%75 166 165,4 99,63 0,87 2,0
165,6 99,78
168,0 101,25
%100 199 201,4 99,22 1,63 0,063
196,5 98,77
195,3 98,19
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4.5. RP- HPLC ile Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton Tayini

4.5.1. Yontemin optimizasyonu

RP - HPLC yo6nteminde, Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton miktar
tayinlerinde uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla mobil faz bilesimi, tampon pH’s1 ve
derisimi, akis hizi, enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi gibi parametreler incelendi.
Kromatografik sistemde optimize edilen kosullarda to degerinin bulunmasi igin sisteme

metanol enjekte edildi ve metanoliin alikonma zamana to olarak alindi.

Dedektor secimi

Farmasotik pomadda ayni yontemle tayin edilmek istenen Efedrin HCI, Nafazolin HCI,
Antazolin HCI ve Kloreton un absorpsiyon verdigi 210 nm dedeksiyon dalga boyu olarak
secildi ve UV dedektor kullanildi.

Sabit fazin belirlenmesi

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton apolar yapida molekiiller
oldugundan ters faz sivi kromatografide kullanilan C18 HPLC kolonu kullanildu.

Mobil fazin belirlenmesi

pH’s1 3 olan fosfat tamponu ¢ozeltisi ile metanol sirasiyla 80: 20 oraninda sisteme mobil faz
olarak verildi ve bu kosullarda Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton igin
analiz stiresi 30 dakika oldu. Bu sartlarda, Efedrin HCI ve Nafazolin HCI ilk 5 dakikada
kolondan ¢ikarken Antazolin HCI ve Kloreton 25 dakikada, nispeten daha geg¢ ¢ikti. Bu
nedenle, mobil faz A: pH 3 fosfat tamponu ve mobil faz B: metanol olan gradiyent eliisyon
sistemi denendi ve Cizelge 4.17 de belirtilen gradiyent eliisyon kosullarinda en iyi ayrim
elde edildi. Bu sartlarda analiz siiresi de 13 dakikaya indirilmis oldu. Elde edilen

kromatogram, Sekil 4.37’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.17. Gradiyent eliisyon sistemi

Zaman(dak) Mobil faz %A Mobil faz %B
0 80,0 20,0
3 80,0 20,0
31 75,0 25,0
35 70,0 30,0
4,0 65,0 35,0
4,5 65,0 35,0
5,0 60,0 40,0
12,0 60,0 40,0
13,0 80,0 20,0
mall o y
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Sekil 4.37. Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton igeren karisima ait
kromatogram

Tampon pH’sinin belirlenmesi

Mobil faz pH’smin en uygun oldugu degerin saptanmasi amaciyla fosfat tamponunun pH
degeri 2,0; 3,0; 4,0 ve 5,0 olarak degistirildi. pH degisiminin kromatografik parametrelere
etkisi Cizelge 4.18’de verilmistir.
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Cizelge 4.18. Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton tayininde mobil faz
bileseni fosfat tamponunun pH ‘sinin kromatografik parametrelere etkisi

oH 2 3 4 5

{R (dak) 1,40 1,47 1,64 1,51
Efedrin HCI Rerp-NFz 2,22erp-NFZ 2,25erD-NFZ 1,93erp-NF2 1,64erp-NFz

N 2310 2590 2660 1470

Pas 0,61 1,02 1,20 1,23

tr (0 4,22 4,40 4,65 4,72
Nafazolin HCI RNez-aNT 10,00 nezant | 10,55nez.ant | 11,28nFz-ant | 8,2 NFz-ANT

N 1669 2720 2213 1364

Pas 0,91 1,13 1,19 1,12

tr (0 8,55 8.84 8.85 9.04
Antazolin HCI Rantkio | 7,20aNT-KLO 7,41 aNTKLO 6,93aNT-KLO 6,34ANT-KLO

N 6360 7219 12452 4517

Pas 0,54 1,15 1,4 0,97

{R (dak) 10,63 10,84 11,03 11,35
Kloreton N 5839 8096 7871 3831

Pas 0,60 1,11 1,70 1,66

Kromatografik kosullar: Mobil faz: 10 mM fosfat tamponu / Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dK,
16,6 pg/mL EFD, 0,25 ug/mL NFZ, 2,5 ug/mL ANT, 16,6 pg/mL KLO igeren standart ¢6zelti

Buna gore en iyi ayirimin saglandigr mobil faz pH 3,0 10,0 mM fosfat tamponu/metanol,

(gradiyent eliisyon) olarak belirlendi.

Tampon derisiminin belirlenmesi

Fosfat tamponu derisiminin analize etkisinin arastirilmasi i¢in pH’s1 3,0 olan 5,0 mM, 10,0
mM, 15,0 mM ve 20,0 mM fosfat tamponu ve metanol Cizelge 4.19 da belirtilen gradiyent
eliisyon sistemi uygulanarak, mobil faz olarak denendi. Bu kosullarda elde edilen

kromatografik bulgular Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Cizelge 4.19. Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI, Kloreton tayininde mobil faz

bileseni fosfat tamponu derisiminin kromatografik parametrelere etkisi

Tampon Derigimi 50mM 10,0 mM 15,0 mM 20,0 mM

tR (dak) 1,34 1,47 1,53 1,54
Efedrin Rerp-NFz 1.86 erp-NFz 2.25 eFp-NFz 2.33 EFD-NFZ 2.45 grp-NEz
HCI N 1800 2590 2880 2930

Pas 0,61 1,02 1,01 1,20

{R (dak) 3,99 4,40 4,74 4,66
Nafazolin | Rnrz-ant 6,42NFz-ANT 10,55nFzanT | 10,81nrzant | 11,21NFzANT
HCI N 1389 2720 2884 2017

Pas 8,13 1,13 1,02 0,6

tr (@ 8,58 8,84 9,14 9,10
Antazolin | Rant-kL0 6,42 ANT-KLO 7,41 anNT-KLO 8,06ANT-KLO 8,17aNT-KLO
HCI N 4896 7219 9498 9017

Pas 0,49 1,15 1,2 2,08

{R (dak) 10,55 10,84 11,44 11,31
Kloreton N 3458 8096 8145 8501

Pas 0,81 1,11 1,05 1,92

Kromatografik kosullar: Mobil faz: pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk, 16,6 ng/mL EFD,

0,25 pg/mL NFZ, 2,5 pg/mL ANT, 16,6 ug/mL KLO igeren standart ¢ozelti

Kolon sicakliginin belirlenmesi

HPLC sisteminde 25, 30, 35, 40 ve 45°C kolon sicakliklarinda analiz yapilmis ve elde edilen

kromatografik parametreler Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Kolon sicakliginin kromatografik parametrelere etkisi

Kolon Sicakligi (°C) 25 30 35 40 45

tR (dak) 1,73 1,67 1,50 1,40 1,47
Efedrin | Rero-nez | 3,08 eronrz | 3,00 eronez | 2,62 erpnez | 2,25 ErDNFz | 2,23 EFD-NFZ
HCI N 3470 3400 3140 2590 3010

Pas 1,60 1,70 1,40 1,20 1,69

{R (dak) 6,17 5,79 5,24 4,40 4,20
Nafazolin | Ryrzant | 12,97nrzeant | 10,97nezant | 9,04nkz.ant | 7.41nrzant | 7,32nFz-ANT
HCI N 6215 3501 2182 2720 1691

Pas 1,66 1,28 1,20 1,02 1,25

{R (dak) 10,86 10,20 9,68 9,14 8,70
Antazolin | Rantkio | 11,75antkLo | 10,62ant-kio | 10,37antkio | 10,55ant-kio | 11,85anT-KLO
HCI N 8108 8715 9185 9498 10378

Pas 1,49 1,60 1,50 1,50 2,01

tR (dak) 14,56 13,29 12,33 10,85 10,62
Kloreton | N 6742 7196 7977 8096 8772

Pas 1,49 1,60 1,70 1,50 1,50

Kromatografik kosullar: Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk, 16,6 ug/mL

EFD, 0,25 ug/mL NFZ, 2,5 ng/mL ANT, 16,6 ug/mL KLO igeren standart ¢ozelti




Enjeksiyon hacminin belirlenmesi

HPLC sisteminde 1, 5, 10, 15 ve 20 uL enjeksiyon hacimlerinde analiz yapilmis ve elde

edilen kromatografik parametreler Cizelge 4.21 de verilmistir.

Cizelge 4.21. Enjeksiyon hacminin kromatografik parametrelere etkisi

Enjeksiyon Hacmi 1 5 10 15 20
(1)

R | 158 1,56 148 144 1,56
Efedrin [ Reeo ez | 3,34 eronez 2,92 erpnez | 2,25erpNrz | 0,97 eFpnez | 1,83 eFDnez
HC N 2893 2514 2590 1220 1380

Pas 2,3 2,0 1,2 1,56 1,13

tR (dak) 4,730 4,775 4,610 4,162 4,810
Nafazolin | Rnezant | 14,44nrzant | 13,01nrz-ant | 10,55nFz-anT | 9,08NFz-ant | 7,78NFz-ANT
HCI N 3373 2900 2720 765 790

Pas 0,76 0,69 1,02 1,05 1,03

Ry | 9,23 9,21 9,14 9,09 0,19
Antazolin | Rantkio | 11,70antkio | 10,20anTkL0| 8,18anTkL0 | 4,82aNTKLO | 5,33ANT-KLO
HCI N 15476 12781 9498 11042 6928

Pas 1,88 1,93 1,50 1,40 1,40

{R (dak) 11,56 11,51 10,85 11,41 11,57
Kloreton | N 14242 11521 8096 7474 5703

Pas 0,68 0,60 1,50 1,40 1,56

Kromatografik kosullar: Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk, 16,6 pg/mL

EFD, 0,25 pg/mL NFZ, 2,5 pg/mL ANT, 16,6 pg/mL KLO igeren standart ¢ozelti
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Mobil faz akis hizinin belirlenmesi

HPLC sisteminde 0,5; 0,6; 0,7 ve 0,8 mL/dk mobil faz akis hizlarinda analizler yapilmis ve

elde edilen kromatografik parametreler Cizelge 4.22 de verilmistir.

Cizelge 4.22. Mobil faz akis hizinin kromatografik parametrelere etkisi

Akis Hizi (mL/dK) 0,5 0,6 0,7 0,8

tR (dak) 1,8 14 1,34 1,14
Efedrin HCI Rerp-nrz 2,52erpNFz 2,25erp-NFz | 2,60erD-NFZ 2,61erpNrz

N 2310 2590 2660 1470

Pas 1,23 1,20 1,60 1,63

{R (dak) 5,50 4,40 4,13 3,60
Nafazolin HCI RnrFz-anT 9,36nFz-ANT 10,55nrzanT | 12,58nezanT | 13,88nFz-ANT

N 1669 2720 2104 1960

Pas 1,05 1,16 1,02 1,04

tR (dak) 10,10 9,01 8,35 7,80
Antazolin HCI Rantkio | 7,20anTKLO 7,41anT k0 | 6,93anTKLO | 6,34ANT-KLO

N 8549 7219 11353 12523

Pas 1,7 15 1,2 15

tr ) 12,52 11,41 10,30 9.6
Kloreton N 8465 8086 9727 11459

Pas 1,6 1,3 1,2 1,2

Kromatografik kosullar: Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk, 16,6 ug/mL

EFD, 0,25 pg/mL NFZ, 2,5 png/mL ANT, 16,6 pg/mL KLO igeren standart ¢ozelti

Cizelge 4.23. Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda belirlenen kromatografik kosullar

Kolon Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 (3,0 x75mm, 3,5um)
Kolon sicakligi 40°C

Dedektor UV, 210 nm.

Mobil Faz pH 3, 15 mM fosfat tamponu/metanol, gradiyent eliisyon
Mobil faz bileseni fosfat

tamponunun pH*s1 ve derigimi | pH 3, 15 mM

Mobil faz akis hizi 0,6 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 10 ulL

RP-HPLC sisteminde optimum kosullarda Efedrin HCI, Nazfazolin HCI, Antazolin HCI ve
Kloreton tayini 13 dakikada gergeklestirildi.
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4.5. Yontem Validasyonu

4.5.1. Kalibrasyon grafikleri

Optimize edilen kosullarda, analitlerin kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve kalibrasyon
denklemleri elde edilmistir. Buna gore, Efedrin HCI, Nazfazolin HCI, Antazolin HCI ve
Kloreton i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri, denklemleri ve regresyon katsayilari ile

birlikte, sirasiyla Sekil 4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39 ve Sekil 4.40 da gosterilmistir.

14000
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12000 R 209981 o
10000 P

8000

Pik Alan1

6000
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2000

0 5 10 15 20 25 30
Derisim (pg / mL)

Sekil 4.38. RP - HPLC yontemi ile EFD kalibrasyon grafigi, Derisim aralig1=8,33-24,36
pg/mL
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Sekil 4.39. RP - HPLC yontemi ile NFZ kalibrasyon grafigi, Derigim araligi=0,25- 0,75
pug/mL
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Sekil 4.40. RP - HPLC yontemi ile ANT kalibrasyon grafigi, Derisim araligi =2,5-7,5 pg/mL
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Sekil 4.41. RP - HPLC yontemi ile KLO kalibrasyon grafigi, Derisim araligi =8,33-24,4
pg/mL

Gelistirilen RP-HPLC yonteminde optimize edilen kosullarda elde edilen analitik

performans verileri Cizelge 4.24 de verilmistir.

RP-HPLC yontemi ile yapilan giin i¢i ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglari

Cizelge 4.25 ve Cizelge 4.26.’da verilmistir.



Cizelge 4.24. RP-HPLC yonteminin analitik performans verileri
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Analitik performans verileri

Efedrin HCI Nafazolin HCI Antazolin HCI Kloreton
Regresyon
Denklemi y=502,44x-432,69 y=2676,8x-319 y=1025x-430,6 y=14,585x-73,962
Calisma
Araligi 8,33-24,36 0,25- 0,75 2,5-7,5 8,33-24,4
(ng/mL)
Korelasyon
katsayisi(R) 0,9981 0,9968 0,9988 0,9965
LOD
(ng/mL) 2,7 0,025 0.66 0,86
LOQ
(ng/mL) 8,2 0,083 2,01 2,89

Cizelge 4.25. RP- HPLC yontemi giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglart

Pik Alam Efedrin HCI Nafazolin HCI Antazolin HCI Kloreton
(mAU) 8123 1007 4720 170
8055 988 4702 177
8067 995 4690 176
8045 1003 4766 175
8077 1020 4712 163
8026 1002 4769 172
Ortalama 8065,5 1004,167 4726,5 172,2
Ortalamanin
Standart Hatas1 5,53 3,58 13,56 1,93
SS 13,57 8,79 30,41 4,74
%BSS 0,163 0,875 0,644 2,75

Kromatografik kosullar: Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk, 16,6 ng/mL

EFD, 0,25 pg/mL NFZ, 2,5 ng/mL ANT, 16,6 pg/mL KLO igeren standart ¢ozelti

Cizelge 4.26. RP- HPLC yontemi giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi

Pik Alani Efedrin HCI Nafazolin HCI Antazolin HCI Kloreton
(mAU) 8063 1012 4753 172
8056 1002 4760 169
8069 1022 4757 180
8048 1001 4698 174
8090 1010 4730 168
8026 1003 4793 172
Ortalama 8058,67 1008,33 4748 5 172,66
Ortalamanin 5,53 3,22 13,03 1,59
Standart Hatasi
SS 13,57 8,06 31,93 3,90
%BSS 0,16 0,80 0,67 2,25

Kromatografik kosullar: Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hiz1: 0,6 mL/dk, 16,6 png/mL

EFD, 0,25 pg/mL NFZ, 2,5 ug/mL ANT, 16,6 pg/mL KLO igeren standart ¢ozelti
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45.2. RP - HPLC yonteminin farmasotik pomada uygulanmasi ve geri kazanim
calismasi sonuclari

Pomad numunesinden yapilan Olgiimle, pomad igeriginde bulunan etken madde
miktarlarinin gercek degere yakinligina bakilmis ve aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadig1 hesaplanmistir. Ayrica, dort analit i¢in standart ¢ozelti ekleme yoluyla
pomaddan geri kazanim ¢alismasi yapilmistir. Geri kazanim ¢alisma sonuclar1 Cizelge
4.31°de gosterilmistir. Her bir analit i¢in pomaddan elde edilen miktar tayini sonuglari,
Efedrin HCl i¢in Cizelge 4.27. Nafazolin HCI i¢in ¢izelge 4.28, Antazolin HCl i¢in Cizelge
4.29 ve Kloreton igin Cizelge 4.30°da gosterilmistir.

Cizelge 4.27. Farmasdotik pomadlarda Efedrin HCI miktar tayini sonuglart

Numune | Efedrin HCI
No. Bulunan miktar Belirtilen miktar

(mg/g) 8.33 mg/g

1 8,21 Xort = 8,40

2 8,56 SS=0,21

3 8,67 %BSS=2,39

4 8,30 %BH=0,86

5 8,27 GA=8,16-8,64 (p=0,05)

Cizelge 4.28. Farmasdotik pomadlarda Nafazolin HCI miktar tayini sonuglari

Numune | Nafazolin HCI
No. Bulunan miktar Belirtilen miktar

(mg/g) 0,25 mg/g

1 0,240 Xort = 0,25

2 0,256 SS=0,009

3 0,233 %BSS=3,9

4 0,249 %BH= -0,4

5 0,260 GA=0,23-0,26 (p=0,05)

Cizelge 4.29. Farmasdotik pomadlarda Antazolin HCI miktar tayini sonuglari

Numune | Antazolin HCI

No. Bulunan miktar Belirtilen miktar
(mg/g) 2,5 mg/g
1 2,56 Xort = 2,45
2 2,49 SS =0,043
3 2,60 % BSS =1,7
4 2,51 %BH=-1,92
5 255 GA=2,39-2,50 (p=0,05)




Cizelge 4.30. Farmasdotik pomadlarda Kloreton miktar tayini sonuglart

Numune Kloreton
No Bulunan miktar Belirtilen miktar
(mg/g) 8.33 mg/g
1 8,42 Xort = 8,55
2 8,65 SS=0,1022
3 8,54 %BSS =1,19
4 8,61 %BH=2,64
5 8,39 GA=8,42-8,68 (p=0,05)
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RP - HPLC ile geri kazanim caligmalar1 Bolim 3.3.5’de anlatildig1 sekilde yapilmis ve

sonuclar, Cizelge 4.31.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.31. RP - HPLC ile geri kazanim ¢alismasi Sonuglari

Gergek Deger | Bulunan % Geri % BSS % BH
(mg/g) Deger (mg/g) | Kazanim
0,132 0,1309 99,24 0,62 -0,75
Efedrin HCI 0,1302 98,68
0,1319 99,94
0,166 0,1669 100,56 0,8 0,14
0,1647 99,23
0,1671 100,70
0,199 0,1986 99,81 0,58 -0,20
0,1975 99,23
0,1997 100,39
0,004 0,00402 100,59 0,62 -0,125
Nafazolin HCI 0,00399 99,82
0,003974 99,35
0,005 0,004922 98,45 1,14 -0,42
0,004978 99,56
0,005037 100,74
0,006 0,006053 100,89 1,16 0,48
0,006084 101,40
0,005949 99,16
0,04 0,0403 100,78 1,78 -1,21
Antazolin HCI 0,03896 97,4
0,03928 98,2
0,05 0,05025 100,5 0,71 0,374
0,04980 99,61
0,05051 101,02
0,06 0,05968 99,47 0,63 -1,02
0,05952 99,21
0,05896 98,27
0,132 0,1284 97,34 0,85 -2,67
Kloreton 0,1274 96,56
0,1296 98,23
0,166 0,1654 99,63 0,88 0,2
0,1656 99,78
0,1680 101,25
0,199 0,2014 99,22 0,52 -0,63
0,1965 98,77
0,1953 98,19

Kromatografik kosullar: Mobil faz:

15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk
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4.5.3. RP - HPLC yontemi Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

Analitler i¢in, optimum kosullarda, sistem uygunluk testlerinin geregi olarak pik asimetrisi

(Pas), tabaka sayisi (N), pikler arasi rezoliisyon (R) hesaplanmistir. Elde edilen veriler

Cizelge 4.32’de verilmistir. N degerinin tiim analitler icin 2000°den yiiksek elde edilmesi ve

R degerlerinin 2’nin iizerinde olmasi ve Pas degerlerinin de 2’nin altinda olmasi ile

gelistirilen yontemin SUT agisindan uygun sonuglar verdigi gosterildi (Cizelge 4.32).

Cizelge 4.32. RP - HPLC yo6nteminde elde edilen SUT sonuglart

tr (dK) R N Pas Pik Alani Pik Yiiksekligi
Efedrin HCI 1,47 2,33EFD-NFZ 2590 1,02 8061 411
Nafazolin HCI | 4,40 8,06nFz-ANT 2720 1,13 1000 40
Antazolin HCI | 8,55 10,81anT-KLO 7219 1,15 4720 328
Kloreton 10,84 8096 1,11 170 14

4.5.4. Saglamhik ¢calismalar

Gelistirilen yontemin saglamlik ¢alismalarinda tampon pH’s1, akis hizi ve dedektor dalga

boyunda yapilan kii¢iik degisiklikler sonucunda Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI

ve Kloreton 'un analizi Boliim 3.3.6°da anlatildig1 sekilde yapilmistir. Bu degisikliklerinin

sistem uygunluk parametrelerine etkisi Cizelge 4.33, Cizelge 4.34 ve Cizelge 4.35 de

gosterilmistir.

Cizelge 4.33. RP - HPLC yonteminde tampon pH’sinin saglamliga etkisi

Etken Madde Kromatografik Tampon pH’s1
Parametreler 2.9 3 3,1
Efedrin HCI {R (k) 1,38 14 1,46
REFD—NFZ 2,45 2,25 2,35
N 2550 2590 2490
Pas 1.2 1,2 1,22
Nafazolin HCI {Rr (@) 4,39 4,4 4,44
Rnez-anT 7,05 7.41 7,6
N 2850 2720 2789
Pas 12 1,16 1,18
Antazolin HCI tR (k) 8,93 9,01 9,00
RanT-KLO 10,89 10,55 10,66
N 7289 7219 7300
Pas 1,4 15 15
Kloreton {R (k) 11,20 11,41 11,38
N 8122 8086 8190
PAs 1.2 13 13

Kromatografik kosullar:

EFD, 0,25 pg/mL NFZ, 2,5 ug/mL ANT, 16,6 ug/mL KLO igeren standart ¢ozelti

Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk, 16,6 ug/mL



Cizelge 4.34. RP-HPLC yonteminde mobil faz akis hizinin saglamliga etkisi

Etken Madde Kromatografik Mobil faz akis hiza (mL/dK)
Parametreler 0,58 0,6 0,62
Efedrin HCI tr (k) 1,48 1,44 1,45
Rerp-Nez 2,38 2,25 2,46
N 2678 2590 2817
Pas 1,2 12 1,2
Nafazolin HCI tR (dk) 4,2 4,4 4,47
RNEzANT 7,01 7,41 7,35
N 2734 2720 2889
Pas 1,2 1,16 1,18
Antazolin HCI tR (dk) 8,96 9,01 9,20
RanT-KLO 10,43 10,55 10,34
N 7890 7219 7248
Pas 1,4 15 15
Kloreton tR (dk) 11,51 11,41 11,26
N 8094 8086 8079
Pas 1,3 1,3 1,3
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Kromatografik kosullar: Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hiz1: 0,6 mL/dk, 16,6 ug/mL

EFD, 0,25 pg/mL NFZ, 2,5 ng/mL ANT, 16,6 ug/mL KLO igeren standart ¢6zelti

Cizelge 4.35. RP-HPLC yonteminde UV dedektor dalga boyunun saglamliga etkisi

Etken Madde Kromatografik Dalga boyu (nm)
Parametreler 209 210 211
Efedrin HCI tr (k) 1,48 1,44 1,5
Rerp-nrFz 2,05 2,25 2,30
N 2570 2590 2610
Pas 1,2 12 1.2
Nafazolin HCI {R (k) 4.3 4.4 4.56
RNEz-ANT 7,34 7,41 7,48
N 2789 2720 2692
Pas 1,1 1,16 1,2
Antazolin HCI R (@K 9,3 9,01 94
RanTkLO 10,12 10,55 10,67
N 7227 7219 7236
Pas 15 15 14
Kloreton {R (k) 11,502 11,409 11,301
N 8010 8086 8104
Pas 1,3 1,3 13

Kromatografik kosullar: Mobil faz: 15 mM pH 3,0 fosfat tamponu/Metanol, akis hizi: 0,6 mL/dk, 16,6 pg/mL

EFD, 0,25 ug/mL NFZ, 2,5 pg/mL ANT, 16,6 ug/mL KLO iceren standart ¢ozelti
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4.5.5. Cozeltilerin kararhhg:

Cozeltilerin kararliligt Bolim 3.3.6.2°da anlatildig1 sekilde kontrol edilmis ve sonuglar

Cizelge 4.36°da verilmistir.

Cizelge 4.36. Cozeltilerin kararlilig1

% Derisim

Saat Efedrin HCI Nafazolin HCI Antazolin HCI Kloreton
0 100,00 100,00 100,00 100,00
6 100,56 100,03 100,01 100,70
12 100,78 99,98 100,56 100,04
18 100,54 100,78 100,79 98,90
24 101,02 100,12 100,45 99,97
36 101,04 99,23 99,78 99,78
42 100,30 99,45 99,15 98,89
48 101,10 99,90 100,01 97,43

4.5.6. RF - HPLC yontemi hizli bozundurma testleri

Onerilen yéntemin, etken maddelerin bozunma iiriinleri varhginda uygulanabilirliginin
gosterilmesi i¢in UV 1s1¢1na maruz birakma, 0,1 M ve 1,0 M HCl ile asidik ve 0,1 M ve 1,0
M NaOH ile bazik hidroliz ve %30’luk H2O: ile oksidasyon uygulanmistir. (Boliim 3.3.6.3.)
Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.41, Sekil 4.42, Sekil 4.43 ve Sekil 4.44°de verilmistir.

Etken maddelerinin stres kosullari altindaki bozunma miktarlar1 Cizelge 4.37 de verilmistir.
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Sekil 4.42. Stres kosullarinda 50 pg/mL EFD kromatogramlari. 2)0,1 M HCI b)1,0 M HCI

¢)0,1M NaOH d)1,0 M NaOH e)Oksidasyon f)6 saat UV 1sik altinda bekletme
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Sekil 4.43. Stres kosullarinda 50 pg/mL NFZ kromatogramlari. @)0,1 M HCI b)1,0 M HCI
¢)0,1M NaOH d)1,0 M NaOH e)Oksidasyon f)6 saat UV 1s1k altinda bekletme
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Sekil 4.44. Stres kosullarinda 50 pg/mL ANT kromatogramlari. @)0,1 M HCI b)1,0 M HCI
¢)0,1M NaOH d)1,0 M NaOH e)Oksidasyon )6 saat UV 1sik altinda bekletme
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Sekil 4.45. Stres kosullarinda 50 pg/mL KLO kromatogramlari. a)0,1 M HCI b)1,0 M HCI
€)0,1M NaOH d)1,0 M NaOH e)Oksidasyon f)6 saat UV 151k altinda bekletme

Cizelge 4.37. Stres kosullar1 altinda Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton

bozunma miktarlari
Stres Kosulu Bozunma Miktari (%)
Efedrin HCI Nafazolin HCI Antazolin HCI Kloreton
uv 2,0 20,03 15,23 100,0
0,1 M HCI - - - 67,0
0,1 M NaOH - 71,20 45,89 100,0
1,0 M HCI - 1,50 1,03 100,0
1,0 M NaOH - 87,45 81,20 100,0
H>0, (%30) 5,36 10,84 7,02 100,0
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4.6. UV Tiirev Spektrofotometrisi ve HPLC yontemleri ile elde edilen sonuglarin
istatistiksel olarak karsilastirilmasi

UV tiirev spektrofotometrisi ve HPLC yontemleri ile elde edilen Efedrin HCI, Nafazolin
HCI, Antazolin HCI ve Kloreton miktar tayini sonuglari, kesinlik agisindan Fisher testi ve
dogruluk agisindan student t testi ile kiyaslanmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.38 de

Verilmistir.

Cizelge 4. 38. UV Tirev ve HPLC Yontemlerinin Student t Testi ve Fisher Testi ile

karsilastirilmasi
Spektrofotometri/HPLC Student t test (p=0.05) Fisher Test (p=0.05)
Efedrin HCI tresaplanan 0,4638 < travio 2,31 | Fhesaptanan 0,8075< Frapio 5,5
Nafazolin HCI thesaplanan 1,41 < trapio 2,31 Fhesaptanan2,376<Frabio 5,5
Antazolin HCI tHesaptanan 0,045 < trapio 2,31 Fesaplanan 0,11< Frapio 5,5
Kloreton thesaplanan 2,30 < trapio 2,31 Fhesaptanan3,33< Franio 5,5
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5. TARTISMA

Calismamizda, Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton iceren farmasotik
pomadlarda analitlerin miktar tayininin yapilabildigi spektrofotometrik ve kromatografik iki
yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontemler, istatistiksel olarak ortalamalar agisindan

student t testi ve kesinlik agisindan Fisher testi ile kiyaslanmistir.

5.1. Optimizasyon Cahsmalari

Bu ¢alismada, segilen farmasotik pomad igerigini olusturan etken maddeler, Efedrin HCI,
Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton, metanolde ¢6ziilmiis ve 200-400 nm dalga boyu
araliginda UV spektrumlar1 alinmigtir. Spektrumlarda, dort etken maddenin birbirlerine
spektral girisim yaptig1 goriillmektedir. Dolayisiyla, UV spektrofotometrisi yontemiyle ayni
anda miktar tayinlerinin yapilmast miimkiin degildir. Bu nedenle, tiirev spektrofotometrisi
yoneminin ¢dziim olabilecegi diisliniilmiis ve her bir analit ¢ozeltisinin, n degerleri (AL) 5,
7,9, 11,13, 17, 21, 27 olacak sekilde, 1. 2. 3. ve 4. tiirev UV spektrumlar alinarak toplam
24 tirev spektrumu elde edilmistir. Tiirev spektrumlarinda, girisim yapan diger etken
maddelerin tiirev absorbans degerlerinin sifir oldugu ve ayn1 zamanda tayin edilecek etken
maddenin bir tiirev absorbans degerinin oldugu dalga boyunun secilmesi gerekmektedir.
Boylece karisgim ¢ozeltide bulunan ancak tiirev absorbans degerleri sifir olan analitler bir
spektral girisime neden olamayacaklardir. Bunun igin elde edilen 24 tiirev spektrumu
taranarak, her bir etken madde i¢in digerlerinin spektral girisim yapmadig1 dalga boylarinin
belirlenmesi gerekir. Bu yaklasimin farmasotik pomad igeriginde etken maddelerin miktar
tayinlerinde kullanilabilmesi i¢in, farmasdtik pomad ¢6zeltisinin etiketinde belirtilen etken
maddeler disinda spektral girisime neden olabilecek pomad katki maddeleri igerip
icermediginin de kontrol edilmesi gerekir. Bu amagla farmasotik pomad ¢ozeltisinin etken
madde icerigine esdeger miktarda standart etken maddeleri iceren bir standartlar karigimi
cozeltisi hazirlanmis ve farmasotik pomad ¢ozeltisi ile ayni1 miktar etken maddeler iceren
standartlar karisimi ¢ozeltisinin UV spektrumlar ¢akistirma yoluyla karsilastirilmistir. Bu
karsilastirmada her iki spektrumun esit oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla, farmasétik pomad
icinde bulunan katki maddelerinden kaynaklanabilecek herhangi bir spektral girisim
olmadig1r kabul edilmistir. Pomad katki maddelerinden kaynaklanabilecek bir girisim

olmadigi anlasilinca, elde edilen 24 spektrum taranarak, her bir analit i¢in uygun dalga
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boylart segilmistir. Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI i¢in segilen tiirev
dereceleri o tiirev derecesindeki n degerleri ve dalga boylar Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.
Efedrin HCI i¢in mevcut 4 segenekten 3.tirev n=5 218 nm, Nafazolin HCI i¢in mevcut 8
secenekten 2.tirev n=21 234 nm ve Antazolin HCI i¢in mevcut 4 segenekten 1.tiirev n=13
254 nm se¢ilmistir. Bu kosullarda, Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve Antazolin HCI kalibrasyon
grafikleri ¢izilmis ve farmasdtik pomadda etken madde miktar tayinleri gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuglarin dogrulugu ve kesinligi test edilmistir.  Onerilen UV tiirev
spektrofotometrik yontemde numune hazirlama islemi basittir, farmasotik pomad metanol:
su karigimi igerisinde ¢oziindiikten sonra siiziiliip analiz edilmektedir. Bdylece, herhangi bir
numune 6n hazirlik ve aymrma islemi gerekmeksizin etken maddelerin birarada oldugu

cozeltiden ayni1 anda tayin edilebilmeleri miimkiin olmustur.

UV tiirev spektrofotometrisi yontemiyle tayin amaciyla taranan 24 tiirev spektrumunda,
Kloreton tayini i¢in uygun bir tiirev derecesi ve dalga boyu degeri bulunamamistir. Bu
nedenle, Kloreton tayininin bir renklendirme ajani ilavesiyle kolorimetrik olarak yapilmasi
diistiniilmiistiir. Renklendirme ajan1 olarak piridin secilmis ve olusan renkli bilesigin 540 nm
dalga boyunda 6lgiilen absorbans degerinin Kloreton miktariyla orantili olarak degistigi
belirlenmistir. Kolorimetik yontemde, diger ii¢ etken maddenin varliginda Kloreton’un
tayini miimkiindiir. Sonugta farmasotik pomadin igerdigi Kloreton miktar tayini, 540 nm.de
cizilen kalibrasyon grafiginden hareketle gergeklestirilmistir. Bu teknik de herhangi bir
numune 6n hazirlik ve ayirma islemi gerektirmeksizin miktar tayinine imkan vermektedir.

Elde edilen sonuglar dogruluk ve kesinlik agisindan istatistiksel olarak test edilmistir

Calismamizda, karsilastirma yontemi olarak, Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve
Kloreton 'un ayni anda tayini i¢in bir RP - HPLC yontemi gelistirilmistir. Etken maddelerin
ozellikleri dikkate alinarak mobil fazin sabit fazdan daha polar oldugu ters faz yiiksek
basingli sivi kromatografi yontemi segilmistir. En iyi kromatografik ayirimin, segiciligin ve
duyarliligin elde edilebilmesi i¢in kromatografik parametreler optimize edilmistir. Bu
parametrelerden akis hizi, enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi, mobil faz bileseni fosfat
tamponu pH’s1 ve derisiminin etkisi arastirilmis ve en uygun kosullar belirlenmistir. Bu
kosullarin belirlenebilmesi igin sistem uygunluk parametreleri incelenmistir. Incelenen
sistem uygunluk parametreleri alikonma zamani, rezoliisyon, teorik tabaka sayisi ve pik

asimetri oranidir.
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Calismamizda Agilent Zorbax Eclipse XDB Cas (3,0x75mm, 3,5um) kolon, mobil faz olarak
metanol- pH 3,0 15 mM fosfat tamponu karisimi, gradient eliisyon kullanilmis ve UV
dedektor dalga boyu 210 nm. ye ayarlanmistir. Kromatografik parametrelerin hesabinda, to
olarak belirtilen 6lii zamaninin belirlenmesi i¢in metanol kullanilmistir ve to degeri 0,8

dakikadir.

Mobil faz, bir tampon ¢ozelti ile organik ¢oziiciiniin farkli oranlarda karistirilmasi ile
hazirlanmistir. Dort etken maddenin ayni anda analizi i¢in gradient eliisyon kullanilmasi
gerekmistir. Gradient eliisyon, alikonma zamanlar1 ayn1 olan Antazolin HCI ve Kloreton 'un
ayrilmalarint saglamigtir. Ayrica, normal eliisyon uygulandiginda Antazolin HCI ve
Kloreton 25. dakikada ¢ikmaktadir. Analiz siiresini kisaltmak i¢in de gradient eliisyon
uygulanmigtir.  Analizin ilk basindan itibaren organik faz oraninin  yiiksek
kullanilamamasinin sebebi Efedrin HCl’e ait pikin erken ¢ikmasi ve organik faz miktari
artirildiginda mobil faz piki ile ¢akigsma ihtimalidir. Mobil faz bilesiminde kullanilan fosfat
tamponun derisimi 15 mM ve pH s1 3,0 olarak optimize edilmistir. Fosfat tamponu ve
metanolun kullanildig1 optimize kromatografik sistemde herhangi bir pik kuyruklanmasi ve
girisim gozlenmemistir. Bu nedenle, pik kuyruklanmasinin 6nlenmesi amaciyla organik
diizenleyici eklenmesine gerek kalmamigtir. Sonug olarak, teorik tabaka sayisi, pik asimetri
orani ve en iyi rezoliisyonunun elde edildigi mobil faz bilesimi ve gradient eliisyon oranlari

belirlenmis ve Cizelge 4.17 de gosterilmistir.

Mobil faz bileseni fosfat tamponunun pH degerinin kromatografik ayrima etkisinin
aragtirilmas1 amaciyla pH 2,5; 3; 4 ve 5’de calisilmig ve teorik tabaka sayisinin, pik
asimetrisinin ve rezoliisyonun en iyi oldugu pH’nin 3 oldugu goézlenmistir. Ters faz
kromatografide pH artirildik¢a alikonma zamani asidik bilesenler igin azalirken, bazik
bilesenler igin artar. Efedrin HCI, diger etken maddelere gore daha asidik oldugundan ters
faz kolondan ilk 6nce ¢gikmaktadir. pH optimizasyonunda pH 2,5’dan baslanmasinin nedeni
pH 2 ve altinda C18 kolon dolgu materyalinin bozulma ihtimalidir. pH st degeri olarak 5
secilmesi ise etken maddelerin asidik olmalarinin dikkate alinmasi ve tampon kapasitesinin

korunmasi nedeniyledir.

Mobil faz bileseni fosfat tamponunun derigiminin etkisini arastirmak i¢in tampon derisimi 5

mM, 10 mM, 15 mM ve 20 mM olarak degistirilmis ve kromatografik parametrelere etkisi
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incelenmistir. Cizelge 4.19’da goriildiigii gibi tampon derisimi pik asimetrisine etki

etmektedir. Sonugta optimum fosfat tamponu derisiminin 15 mM olduguna karar verilmistir.

Mobil fazin akis hizinin kromatografik parametrelere etkisinin arastirilmasi amaciyla 0,5;
0,6; 0,7; 0,8 mL/dk akis hizlarinda g¢alisilmis ve en uygun akis hizi olarak 0,6 mL/dk
belirlenmigtir. HPLC sistemlerinde genellikle en iyi ayrimin elde edildigi akis hiz1 aralig:
1-3 mL/dk.dir. Bu ¢alismada, 0,6 mL/dk akis hizinda istenen ayrimin elde edilmesinin
sebebi, kolon dolgu materyali yarigapinin kiigiik olmasidir. Bu sayede, UPLC

sistemlerindeki gibi daha az solvent kullanarak iyi bir kromatografik ayrim elde edilmistir.

RP-HPLC sisteminde kolon sicakligini 25, 30, 35, 40, 45°C olarak degistirilmis ve
kromatografik parametrelerdeki degisim incelendiginde 40°C en uygun kolon sicakligi
olarak belirlenmistir. Ayrica, sicaklik azaldik¢a analiz siiresi uzamistir. Hem analiz siiresinin
kisa hem de kromatografik parametrelerin en uygun oldugu durum 40°C olarak

belirlenmistir.

RP- HPLC sisteminde enjeksiyon hacmi 1, 5, 10, 15, 20, 25 uL olarak degistirilmis ve
kromatografik parametrelerdeki degisim incelendiginde 10 pL nin en uygun enjeksiyon
hacmi oldugu gozlenmistir. Tim kosullar optimize edildiginde, Efedrin HCI 1,8 dakika,
Nafazolin HCI 3,5 dakika, Antazolin HCI, 5,2 dakika ve Kloreton 10 dakika alikonma

zamanina sahip olup toplam analiz siiresi 12 dakikadir.
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Cizelge 5.1. Farkli 6rneklerde Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton tayini

Analit | Numune Yontem Calisma Araligi LOD Kaynak
EFD Zayiflatict gida | HPLC-MS 2,5-500 pg/mL 0,17 pg/mL | 5
ve bitkisel
iiriinler
EFD | idrar HPLC 100-2000 ng/mL 52,8ng/mL | 7
EFD | Tablet 1uv 1)10-50 pg/mL 1)0.92 8
Spektrofotometri 2)15-75 ug/mL pg/mL
2)HPLC 2)0.86
ug/mL
NFZ Oftalmik Damla | HPLC 12,5-100 pg/mL 0,02 pg/mL | 32
NFz Oftalmik Damla | HPLC 10-60 pg/mL 0,28 37
ug/mL
NFZ Nazal Damla HPLC 0,065-12,50 0,02 41
pg/mL pg/mL
NFZ Nazal sprey CE 100-1600 25 43
umol/L umol/L
ANT Kopek plazmas1 | HPLC 20-1600 ng/mL 20 ng/mL 53
ANT Oftalmik Damla | HPLC 20-80 pg/mL 2.66 pg/mL | 54
ANT Oftalmik Damla | UV Tiirev 1-10 pg/mL 1 ug/mL 59
NFZ Spektrofotometri 0,2-1,1 ng/mL 0,2 ug/mL
EFD Farmasdotik 1)UV Tiirev 1)20-70 ug/mL 1)3,95 BU
Pomad 2)RP-HPLC 2)8,33-24,36 pg/mL | pg/mL
2)2,7
pg/mL
NFzZ 1)1-3 ug/mL 1)0,19 CALIS
2)0,25-0,75 ug/mL | pg/mL
2)0,083
ug/mL
ANT 1)10-30 pg/mL 1)0,92 MA
2)2,5-7,5 pg/mL pug/mL
2)0,66
ug/mL
KLO 1)Kolorimetrik 1)10-200 pg/mL 1)0,96
2)RP-HPLC 2)8,33-24,36 pg/mL | ug/mL
2)0,86
ug/mL

Cizelge 5.1.°de Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI

ve Kloreton’in farkli

numunelerde tayin edildigi rastgele segilen HPLC ve UV yontemleri goriilmektedir. Bu

calismada elde edilen

sonuglar

ile literatiir wverileri

kiyaslandiginda UV tiirev

spektrofotometrisi yontemi Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI i¢in hizli ve kolay

bir yontem olmasi ile dikkat ¢cekmektedir. Ayrica, literatiirde bu ii¢ etken maddenin ayni

anda analiz edildigi bir tiirev spektrofotometrisi ¢alismas1t mevcut degildir. Ancak, hem bu
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calismada gelistirilen hem de literatiirde yer alan HPLC c¢alismalarinin duyarliligi,

spektrofotometrik yontemlerden daha iyidir [5, 7, 8, 32, 37, 41, 53, 54, 59].

Kromatografik yontem uygulama agisindan hem pratiklik saglamis hem de literatiirdeki
caligmalara kiyasla daha hizli ayrim elde edilmistir [5, 7, 8, 32, 37, 41, 53, 54]. Duyarlilik
acisindan kiyaslandiginda literatiirde yer alan spektrofotometrik yontemlerden ve bazi
HPLC galismalarindan ise daha iyi duyarliliga sahip oldugu goriilmektedir [8, 59]. Ayrica,
Efedrin HCI yasakli doping maddesi oldugu i¢in, AB (Avrupa Birligi) mevzuatina gore

bulunmasi yasak olan sinirin altinda bir duyarlilikla tayin edilmistir [86].

5.3. Validasyon ve SUT

Calismamizda hem spektrofotometrik hem de kromatografik yontem igin validasyon
calismalar1 yapilmistir. Bu c¢alismalar, her iki yontem igin belirlenen optimum kosullarda

gerceklestirilmistir.

Spektrofotometrik yontemde, ¢alisma araligi Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve
Kloreton igin sirasiyla 20-70, 1-3, 10-30, 10-200 ug/mL iken kromatografik yontemde
calisma aralig1 Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton igin sirasiyla 8,33-
24,36; 0,25-0,75; 2,5-7,5; 8,33-24,36 ug/mL dir. Her iki yontemde de derisimi bilinen
standart ¢ozeltilere karsi alinan tiirev absorbans ve pik alani degerlerinden hareketle
kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Regresyon analizi sonucu elde edilen regresyon katsay1
degerleri, Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton i¢in, UV tiirev
spektrofotometrik yontemde sirasiyla 0,9936; 0,9966; 0,9977; 0,9927, RP-HPLC
yonteminde ise sirasiyla 0,9981; 0,9968; 0,9988; 0.996 bulunmustur. Gelistirilen
yontemlerden spektrofotometrik yontemde Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve
Kloreton igin LOD degeri sirayisla, 3,95; 0,19; 0,92; 0,96 iken kromatografik yontemde ise
2,7; 0,025; 0,66; 0,86 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, tiim etken maddeler

icin kromatografik yontemin daha duyarli oldugu bulunmustur.

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunun gosterilmesi amaciyla geri kazanim ¢aligmalari
yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve
Kloreton igin geri kazanim degerlerinin spektrofotometrik yontemde %97,46-102,95;
101,40-97,0; 95,98-101,40; 97,89-99,84 ve kromatografik yontemde %99,28-100,16; 99,92-
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100,48; 98,79-100,37; 97,37-100,22 arasinda olmasi1 gelistirilen yontemlerin dogrulugunu

ve segiciligini gostermektedir.

Calisilan kosullar altinda, gelistirilen yontemlerin kesinliginin gosterilmesi amaciyla giin igi
ve giinler arasinda tekrarlanabilirlik ¢alismalart yapilmistir. Bu amacla, %80, %100 ve
%120 derisimlerde standart ¢ozeltiler eklenen 3 er ¢ozelti analiz edilmis ve %BSS degerleri
hesaplanmistir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda Efedrin HCI, Nafazolin HCI,
Antazolin HCI ve Kloreton i¢in spektrofotometrik yontemde %BSS degerleri sirasiyla 0,19;
2,38; 0,88; 0.75 ve kromatografik yontemde 0,163; 0,875; 0,644; 1,75 bulunmustur.
Giinlerarasi tekrarlanabilirlik ¢alismasinda ise Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI
ve Kloreton igin spektrofotometrik yontemde %BSS degerleri sirasiyla 0,27; 3,76; 0,65; 1,31
ve kromatografik yontemde 0,16; 0,8; 0,67; 1,25 bulunmustur. Elde edilen tiim sonuglarin

%2’den kiigiik olmasi gelistirilen yontemlerin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.

Optimize kosullarda standartlara, standartlar karisimina ve farmasotik pomada ait
kromatogramlarda ve spektrumlarda herhangi bir girisim olmamasi, gelistirilen yontemlerin
Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton analizi igin segici oldugunu

gostermistir.

RP-HPLC yontemi igin Sistem Uygunluk Testleri (SUT), ICH parametrelerine gore
yapilmigtir. Tabaka sayist (N) degerleri dort etken madde i¢in de 2000°den yiiksek
bulunmustur. Pik Asimetrisi (Pas) ise tiim pikler i¢in 2’nin altindadir. Ayrica, analit pikleri
aras1 rezollisyon (R) degerleri de 2’nin iizerinde bulunmustur. Tim bu sonuglar,

kromatografik yontemin SUT parametrelerine uygunlugunun gostergesidir.



108



109

6. SONUC VE ONERILER

Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton igeren farmasotik pomad
cozeltisinde es zamanli miktar tayini i¢in spektrofotometrik ve kromatografik yontem
gelistirildi ve valide edildi. Spekrofotometrik yontemde, Efedrin HCI, Nafazolin HCI ve
Antazolin HCI i¢in UV tiirev spektrofotometrisi kullanilirken Kloreton igin kolorimetrik
tayin yontemi kullanildi. Bu amagla, tiirev yonteminde Efedrin HCI, Antazolin HCI ve
Nafazolin HCl'in girisimlerden etkilenmedigi tiirev dereceleri ve dalga boylar1 segilerek
miktar tayinleri yapildi. Kolorimetrik yontemde ise sicaklik, renklendirme ajani miktar1 ve
NaOH miktar1 optimizasyonu yapildi. Gelistirilen kromatografik yontemde ise akis hizi,
kolon sicakligi, mobil faz tampon pH’s1 ve derisimi optimize edildi. Yapilan validasyon
calismalarina goére, yontemlerin dogrulugu tekrarlanabilirligi gdosterildi. Duyarlilik
acisindan yontemler kiyaslandigi zaman RP-HPLC’nin daha duyarli oldugu bulundu.
Ayrica, her iki yontemi kiyaslamak amaciyla student t testi ve Fisher testi uygulandi.
Sonuglar, her iki yontem arasinda ortalamalar ve standart sapmalar agisindan anlamli bir
fark bulunmadigni gostermektedir. Ayrica, RP-HPLC yonteminde stabilite ¢aligmalari
yapilarak bozulma firiinlerinin varliginda da bu yontemin dort etken maddenin miktar

tayinlerinin yapilmasinda kullanilabilecegi gosterildi.

Literatiir aragtirmalarina gore Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI ve Kloreton ‘un es
zamanli analizinin gergeklestirildigi bir calisma bulunmamaktadir. Ayrica bu etken
maddelerden bir veya ikisini birlikte igeren ve farmasétik pomadlarda yapilan miktar tayini
calismas1 da literatiirde yer almamaktadir. Calisilan dort etken maddenin farmasotik
pomaddan herhangi bir numune 6n hazirlik iglemine tabi tutulmadan ayn1 anda tayinlerinin
yapilmasi i¢in gelistirilen her iki yontem de 6zgiindiir. UV tiirev spektrofotometrik yontem,
birbirlerine spektral girisim yapan 3 etken maddenin uygun tiirev dalga boyu bulunarak,
ayirma gerektirmeksizin ayni anda tayinlerini miimkiin kilmistir. Ayrica 6nerilen UV tiirev
spektrofotometrisi yontemi, dogru, secici, duyarli ve tekrarlanabilirdir. Kloreton i¢in
gelistirilen kolorimetrik yontem de yine diger 3 etken maddenin numunede bulundugu
halde tayinin gergeklestirilmesine imkan verdigi i¢in 6zgiindiir. Bir kiyaslama yontemi
olarak gelistirilen kromatografik yontemin dogru, segici, kesin ve duyarli olmasi yaninda
en Oonemli Ustlinliigli kisa alikonma zamanlariyla, literatiirdeki diger yontemlere gore
toplam analiz siresinin kisaligit ve dolayisiyla daha az solvan harcandigi igin

ekonomikligidir. Ayrica toplam analiz siiresi 12 dakikadir.
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Sonug olarak, elde edilen veriler dogrultusunda, Efedrin HCI, Nafazolin HCI, Antazolin HCI
ve Kloreton igeren karigimlarin ayni1 anda miktar tayini i¢in herhangi bir 6n ayirma yontemi
uygulamadan dogru, duyarli, kesin, hizli ve ekonomik yontemler gelistirilmesi ile literatiire
katki saglanmistir. Piyasada bulunan farmasétik pomadlarda etken maddelerin miktar
tayinleri yapilarak gelistirilen yontemlerin uygulanabilirligi gosterilmistir. Gelistirilen her

iki yontem de kalite kontrol laboratuvarlarinda kullanilabilir.
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