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I. GIRIS VE AMAG

izokonazol nitrat, candida tirleri ve dermatofitleri de
kapsayan genis etki spektrumlu imidazol turevi topikal antifungal bir ilag
etken maddesidir. Diflukortolon valerat ise, enflamasyonlu deri
hastaliklarinda kullanilan topikal bir kortikosteroiddir. izokonazol nitrat ve
Diflukortolon valerat kombinasyonlari, genel olarak deri mantar

enfeksiyonlarinda topikal olarak kullanilir.

Turk ilag pazarinda [zokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat
kombinasyonu iceren iki krem preparati, izokonazol nitrati tek basina
iceren bir krem preparati, Diflukortolon valerati tek basina iceren bir krem

ve bir merhem preparati bulunmaktadir.

Calismanin amaci, izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat
birlikte iceren kremlerde, etken maddelerin miktar tayinleri i¢in rutin
analizlerde kullanilabilecek hizli, kolay ve duyarli analiz ydntemleri
gelistirimesidir. Hedef, énerilen analiz yontemleri ile jzokonazol nitrat ve
Diflukortolon valeratin bir arada bulundugu farmasotik kremlerde etken
maddelerin herhangi bir ayirma islemine tabi tutulmadan ayni anda miktar

tayinlerinin yapilabilmesini saglamaktir.

Bu calisma kapsaminda ikili karisim halinde bulunan
Izokonazol nitrat ve Diflukortolon valeratin ayni anda miktar tayinleri igin
yapilacak analizlerde UV turev spektroskopisi yontemi temel alinmigtir.
Gelistirilen Yuksek Basingli Sivi kromatografisi yontemi ile de sonuglarin
karsilastirlmasi ve bu ydéntemlerin [zokonazol nitrat ve Diflukortolon
valerat igeren farmasotik kremlere uygulanmasinin  saglanmasi

amaglanmistir.



Il. GENEL BILGILER

Il.1. Mantar infeksiyonlari ve Antifungal Tedavi

Tedavi agisindan mantar infeksiyonlari (mikozalar) (¢ gruba
ayrilirlar. Bunlardan mukokutan6z mantar infeksiyonlari ve sistemik mantar
infeksiyonlarina, immun sistemi yeterli bireylerde pek rastlanmaz; buna
karsilik notropenik hastalarda, immunosUpresyon yapilmis hastalarda ve
AIDS'lilerde nisbeten sik gorallrler; teshisleri zordur, siklikla postmortem
incelemeler sirasinda fark edilebilir. Bu nedenle genis spektrumlu
antibakteriyel ilag veya kombinasyona cevap vermeyen, agiklanamayan
atesi olan noétropenik hastalara bazi hekimler ampirik olarak antifungal
tedavi uygularlar. Cilt ve ekleri Uzerine yerlesen dermatofitik mantar

infeksiyonlarinin teshisi ve tedavisi daha kolaydir.

11.1.1 Antifungal Antibiyotikler ve Diger Antifungal ilaclar

Bu guruptaki antibiyotikler ve sentetik ilaglar cilt ve
mukozalarin lokal mantar infeksiyonlarina ve/veya cesitli sistemik mantar
infeksiyonlarina karsi etkili ilaglardir. Antifungal ilaglar genel olarak
antibakteriyal ilaclara goére daha toksik ilaglardir; bunun temel nedeni
mantar hucrelerinin, prokaryotik olan bakteri hicrelerinin aksine, fakat
memeli hucreleri gibi, Okaryotik olmalaridir. Bundan dolayi antifungal
ilaclarin, her ikisi de okaryotik olan mantar ve memeli hicresi arasindaki

secicilik olanagi dusuktar.



Antifungal antibiyotiklerden en ¢ok kullanilanlar amfoterisin
B, nistatin ve griseofulvindir. Antifungal antibiyotikler grubunda trikomisin

ve pimarisin de bulunur.

Antibiyotik olamayan bazi sentetik ilaglar da genellikle lokal
uygulanmak suretiyle fungal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilr.
Bunlardan bazilari, ketokonazol, flukonazol, flusitozin, mikonazol ve
iyodurler sistemik uygulanabilirler. Sentetik antifungal ilaglar icinde
nispeten yeni olan imidazol ve triazol turevleri, basta ketokanozol olmak
uzere, cilt ve mukozalarin lokal mantar infeksiyonlari ile kronik
mukokutanoz kandidiyazis ve bazi sistemik mantar infeksiyonlarinin

tedavisinde 6nemli gelismelere neden olmuslardir.

I1.1.2. imidazol ve Triazol Tirevi Antifungal ilaclar

imidazol tiirevi cesitli antifungal ilaglar, genis spekturumiu
fungistatik ilaglardir. Cilt ve mukozalarin mantar infeksiyonlari ile kronik
mukokutan6z kandidiyazis tedavisinde diger ilaglara goére Ustunlik
gosterirler. Sistemik kullanilanlar sistemik mantar infeksiyonlarina karsi
etkilidirler; ancak bu tur infeksiyonlarin cogunda amfoterisin B den daha

etkili degildirler. Fakat ondan daha az toksiktirler.

imidazol tiirevi antifungal ilaglardan sonra yapica onlara
benzeyen N-substitle triazol tlrevi fungistatik ilaclar gelistiriimigstir.
imidazol ve triazol tirevi antifungallere ortak bir adla azoller denir.
Klotrimazol, izokonazol, ekonazol, tiyokonazol, oksikonazol ve
butokonazol, ketokonazol, mikonazol, flukonazol, itrakonazol ve

terkonazol bu gruba dahildir.

Yukarida sayilan, lokal kullanilan imidazol turevi antifungal

ilaglar etkinlik ve yan tesirler yonunden birbirlerine yakindan benzerler.

-3-



Uygulandiklari cilt bolgelerinden yavas olarak ve dusuk derecede absorbe
edilirler. Belirgin bir sistemik etki olusturmazlar. Baslica yan tesirleri
uygulandiklari yerde bazen eritem, kepeklenme, kasinti, ignelenme, 6dem

ve Urtiker yapmalaridir.

11.1.3. Alilamin Tirevleri

Bu grupta nisbeten yeni antifungal ilaglar olan naftitin ve
terbinafin vardir. Dar spektrumludurlar, terapétik doz dizeyinde esas

olarak dermatofitlere karsi etkilidirler”.

I.2. izokonazol nitrat

11.2.1. Kimyasal Yapisi

1-(2,4-dikloro-beta-(2,6-diklorobenziloksi)fenetil) imidazol nitrat

el Cl
0 Cl
| Ty
/“J s
:E / izokaonazol nitrat

C18H14C|4N20H NO3 M.A.=479.1 g/mol

Metanol ve etanolde ¢dziiniir, suda az ¢dzintr***,



[1.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Izokonazol nitrat, Candida tirleri ve dermatofitleri de
kapsayan genis etki spektrumlu imidazol turevi topikal antifungal bir ilag
etken maddesidir. Stafilokok, streptokok ve mikrokoklar gibi ikincil
enfeksiyon lezyonlarina yol agan gram-pozitif bakterilerle karigik mantar
enfeksiyonlarinda da etkilidir. Deri ve vajinadaki mantar infeksiyonlarina
karsi kullanilan krem ve ovdulleri vardir.

Izokonazol nitrat, basta candida albicans olmak Uizere deri ve
mukoza membranlarda fungal enfeksiyona yol acan mikroorganizmalar
uzerinde fungustatik ve fungisit etki yapar. Bazi gram-pozitif
miroorganizmalara karsi antibakteriyel etki de gdsterir. Cogalma fazinda
bulunan ve bulunmayan bakteri ya da mantar hicrelerine ve
konidiosporlara kars! etkilidir.

Izokonazol nitrat deriye topikal olarak uygulanir. Kremleri deri
lizerine uygulandiginda /zokonazol hizla absorbe olur. En ge¢ bir saat
icinde epidermis tabakasinda doruk konsantrasyona ulasir. [zokonazol
deride metabolize olmaz. Sistemik absorpsiyonu ¢ok dusuk dizeydedir.
Absorbe edilen etken madde organizmada timuyle metabolize edilerek

1/3'i bdbrek yoluyla ve 2/3’si safra ile olmak lizere hizla elimine edilir'? 34,

11.2.3. Analiz YOntemleri

Di Pietra ve arkadaglari ketokonazol, klotrimazol,
tiokonazol, bifonazol, izokonazol, ekonazol, mikonazol ve fentikonazol gibi
imidazol grubu antimikotik etken maddelerin ayrimlari icin farkh kolon
dolgu maddelerinin  (Hypersil C-18, Spherisorb-CN, Chromspher-B)
kullanildigi bir ters faz HPLC yontemi 6nermiglerdir. Calismada post-kolon
on-line fotokimyasal reaktor kullaniminin UV dedektérli HPLC analizinin
duyarlihginin artirilmasinda yararl oldugu gésterilmistir. Onerilen HPLC
yontemleri, ticari dozaj formlarinin (kremlerin) analizinde, numune
hazirlanmasi igin uygun bir teknik olarak gorulen diol sorbentin kullanildigi
kati faz ekstraksiyonu (SPE) ile birlikte uygulanmislardir®.



Kublin ve arkadaslari, iglerinde /zokonazol nitratin da oldugu
bir grup imidazol turevi antimikotik ilag etken maddesinin kremlerden ve
merhemlerden tayini icin basit bir gaz kromatografik miktar tayini yéntemi
geligtirmiglerdir. Calismada UCW-98 Chromosorb WAW kolon ve alev
iyonizasyon dedektorii  kullaniimistir.  istatistiksel  degerlendirmeler,
Onerilen yontemin farmasoétik formlarda dogru ve kesin sonuclar verdigini

gostermistir®.

Van Eeckhaut ve arkadaslari, iclerinde izokonazol nitratin da
oldugu bir grup ilag etken maddesinin kiral ayrimlari igin siklodekstrin
kullanilan kapiler zon elektroforez yontemi Onermislerdir. Yontem
gelistrmede en Onemli basamak, kiral secici olarak kullanilan notral
siklodekstrinlerin en iyi ayrimi saglayacak miktarlarinin belirlenmesidir.
Enantiomer komplekslerinin baglanma sabitleri ile ilgili bir bilgi mevcutsa,
optimum siklodekstrin konsantrasyonunun hesaplanmasinda en iyi yolun,
[Sliopy=1/(K1K2)""? esitliginin kullanilmasi oldugu belirtiimistir. Bu degerler,
her bir enantiomerin etkin hizinin kiral selektér derisiminin bir fonksiyonu
olarak oOlgulmesi ve non-lineer en kuguk kareler regresyonundan
yararlanilmasiyla elde edilebilir. Dusuk siklodekstrin konsantrasyonlari ile
birka¢ deney yaparak optimum siklodekstrin konsantrasyonunu dngérmek
de bir alternatif yaklagimdir. Onerilen model, bazi antimikotik imidazol
tirevleri (ekonazol, mikonazol ve izokonazol) test maddesi olarak
kullanilarak gelistiriimis ve hidroksipropil beta siklodekstrin kiral selektor

olarak kullaniimistir’.

BP 2004, izokonazol nitrat miktar tayini icin 1 hacim susuz
asetik asit ve 7 hacim metil etil ketonda ¢ozulen maddenin perklorik asit
ile titrasyonuna dayanan bir potansiyometrik ydntem énermistir®.

Avrupa Farmakopesi (EP), [zokonazol nitrat miktar tayini igin
1 hacim susuz asetik asit ve 7 hacim metil etil ketonda ¢oézlilen maddenin
perklorik asit ile titrasyonuna dayanan potansiyometrik yontem

onermistir®.



Wang ve arkadaslari, kremlerde izokonazol nitrat tayini igin
bir kromatografik yontem 6énermiglerdir. Calismada Zorbax C 18 kolon,
mobil faz olarak %2 amonyum asetat- metanol- asetonitril (270:375:355)
karisimi, 2.0 ml/dak. akis hizinda, kullaniimis, UV dedektdér 235 nm.ye
ayarlanmigtir. Dogrusal ¢alisma aralhgi 40-250 pug/mL (r=0.9999, n=6), geri
kazanim degeri, %101.1 (BSS=%1.1) bulunmustur. Yontemin, duyarl,
dogru ve basit oldugu ve kremlerde f[zokonazol nitrat kalite kontroliinde

kullanilabilecegi belirtilmistir®.

11.3. Diflukortolon Valerat

11.3.1. Kimyasal Yapisi

6a,9a-Difloro-113,21-dihidroksi-16a-metilpregna-1,4-dien-
3,20-dion 21- valerat

OH

OH

difluklartalan

C27H36F205 M.A.=478.6 g/mol

Suda ¢6zlinmez, dikloro metan, 1,4 dioksan, metanol, eter ve etanolde

cozunir**®,



[1.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Diflukortolon Valerat, gesitli deri hastaliklarinin tedavisinde
topikal olarak kullanilan gugli bir kortikosteroiddir. Daha az gugli
kortikosteroidlere cevap vermeyen inat¢i egzama gibi siddetli ve direngli
enflamasyonla belirgin  deri hastaliklarinin  tedavisinde kullanilir.
Kullanildigi baslica olgular sunlardir: Bakteri ve/veya mantarlarla enfekte
ekzema tipi deri hastaliklari, inflamasyonla birlikte olan piyoderma, folikulit,
impetigo ve eritrazma gibi bakteriyel infeksiyonlar, dermatofit, maya
benzeri mantarlara bagl dermatomikozlar, tinea ve kandidiyazis gibi
belirgin akut enflamasyon veya sekonder egzama olgulari. Diflukortolon
valerat, bakteri ve mantar infeksiyonlarina kargi proflaksi uygulanmasini
gerektiren enflamatuvar ve alerjik deri hastaliklarinda da kullanilabilir. %1
lik ve %0.3’l0k preparatlari vardir. Siddetli olgularda genellikle kisa sureli
yogun (%0.3) tedavi uygulanir. Haftada %0.3’luk preparati 60 g'dan fazla
uygulanmamalidir. YUksek diuzeyde absorbsiyon sonucu sistemik etkilere

yol acabileceginden zedelenmis deriye uygulanmamalidir.

Diflukortolon  valerat antienflamatuvar, antipritik ve
vazokonstruktor etkilidir. Derideki antienflamatuvar etkiler 6dem, fibrin
birikimi ve keloid olusumu gibi ge¢ enflamatuvar surecler de topikal
kortikosteroidler tarafindan inhibe edilirler. Klinikte bu etkiler iligkili
hastaliklarda gorulen pullanma, eritem, pruritus ve plak olusumu gibi

belirtilerin azalmasina karsi gelir.

Diflukortolon valerat topikal olarak uygulanir. Deriye
uygulandigi yerden hizla absorbe olarak stratum corneum’da ylksek
konsantrasyona ulasir ve bu sayede etkisi hizla baslar ve uzun surer.
Deride metabolize ve inaktive edilemez. Sadece lokal etki gOsterirler.
Deriden absorbsiyon orani dusuktir. Zedelenmis deriden bile 7 saat iginde

sadece %2 kadari absorbe olur, absorbe edilerek sistemik dolasima



ulagan bolumu hizla metabolize edilerek tumuyle atilima ugrar. Atilimin
%25'i safra ve %75'i bébrek yoluyla olur?.

11.3.3. Analiz Yontemleri

Maeda ve arkadaslari, 11 Kkortikosteroidin (prednisolon,
triamsinolon asetonid fluokinolon asetonid, hidrokortizon butirat,
fluosinonid, difluprednat, deksametazon valerat, betametazon valerat,
prednisolon valerat-asetat, beklometazon dipropiyonat ve Diflukortolon
valerat) ve 4 paraben'in (metil, etil, n-propil ve n-butil) HPLC yéntemi ile es
zamanl kantitatif tayinleri igin kolay ve pratik bir yontem onermislerdir.
Calismada C18 kolon, mobil faz olarak (50:50) ve (60:40) metil alkol - su
karisimi, ic standart olarak sek-butil paraben kullaniimis, UV dedektor
dalga boyu 254 nm ye ayarlanmistir. Kalibrasyon dogrulari parabenler igin
0.002 - 0.05 mg/mL, kortikosteroidler i¢cin 0.01 - 0.25 mg/mL araliginda
dogrusaldir. Bagil standart sapma degerlerinin %1.3 den dusuk oldugu

yéntemin rutin analizlerde kullanilabilecegi belirtilmistir™®.

Maeda ve arkadaslari yaptiklari bir baska c¢alismada
merhemlerde 11 Kortikosteroidin (prednisolon, triamsinolon asetonid,
fluokinolon asetonid, hidrokortizon butirat, fluosinonid, difluprednat,
deksametazon valerat, betametazon valerat, prednisolon valerat-asetat,
beklometazon dipropiyonat ve diflukortolon valerat) ve 4 paraben'in (metil,
etil, n-propil ve n-butil) HPLC yontemi ile es zamanli kantitatif tayinleri igin
hizli, kolay ve guvenilir bir yontem gelistirmiglerdir. Yontem, SepPak silika
jel kartus Uzerinde 10 ml hekzan- kloroform karisimi ile yagda ¢dzinen
eksipiyanlarin uzaklastirimasi ve daha sonra 10 ml etil asetat ile
kortikosteroidlerin ve parabenlerin bu kartujlardan elisyonunu da kapsar.
Tayinler, ters faz kolonda, mobil faz olarak su- metanol karisimlari(50:50
ve 60:40), internal standart olarak sek-butil paraben kullanilarak 240 nm.

de UV dedeksiyonla gergeklestiriimigtir. Merhemlere eklenen standart
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kortikosteroidler ve parabenlerin geri kazanim c¢alismalarindan  %98.4-
%103.2 geri kazanim degerleri, %0.4-%2.4 bagil standart sapma degerleri

ile, elde edilmistir'”.

Gagliardi ve grubu, Diflukortolon valerati da igeren 51
kortikosteroidin kozmetik numunelerden analizi igin kati faz ekstraksiyonu
sonrasinda sivi kromatografisi yontemi 6nermiglerdir. Calismanin amaci,
tanimlanmamig sentetik kortikosteroidlerin varliginin kontroludar. Silika jel
plaklar Gzerinde farkli elientler ve farkli dedeksiyon reaktifleri kullanilarak
ince tabaka kromatografik analizler gergeklestiriimistir. Bu 06n
kromatografik ayrimlar, steroid bilesenlerinin varligini gosterdiginde gercek
numunelerden alinan metanolik ekstraktlar, C-18 kati faz ekstraksiyon
kartuslarina aktariimis ve analitler etil eterle elie edilmistir. Bu analitlerin
taninmasi ve miktar tayinleri icin daha sonra Yuksek Performansli Sivi
Kromatografik ayrimlar, bir Purospher RP-18 kolon kullanilarak ve
asetonitril-metanol karigiminin izokratik veya gradient elisyonu ile ve
fotodiyod array dedektorle gergeklestiriimigtir.  Yontemin dogrulugu geri

kazanim ¢alismalariyla kontrol edilmistir'?.

BP 2004, kremlerde Diflukortolon valerat miktar tayini i¢in bir
kromatografik yontem onermistir. Klokortolon valeratin internal standart
olarak kullanldigi ydontemde ¢6zlcu olarak metanol, mobil faz olarak distile
su: metanol (25:75) karisimi (2 mil/dakika akis hizi), 30x3.9 cm Mikro
Bondapak C18 kolon kullaniimasi ve UV dedeksiyonun 245 nm de

yapilmasi onerilmektedir®.

Palabiyik ve arkadaslari, kremlerde Diflukortolon valerat ve
klorkinaldolliin es zamanli ayrimlari igin ylksek basingli sivi kromatografisi
ve spektrofotometrik yontem oOnermislerdir. YUksek performansli sivi
kromatografisi yonteminde optimum kromatografik ayrim igin ACE C18
kolon ve 1.0 ml/dakika akis hizinda metanol/fosfat tamponundan (pH 5.5;

0.1 M) (95:5, h/h) olusan mobil faz igeren izokratik bir sistem kullanilimis
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ve UV dedeksiyon 220 nm de yapilmistir. i¢ standart olarak efedrin
hidroklortr kullaniimistir.  Spektrofotometride kemometrik teknik olarak
Temel Bilesen Regresyonu (PCR) teknigi kullaniimigstir. Bu teknikte,
metanol/su (3:1) icinde etken maddeleri iceren sentetik karigimlar
kullanilarak derigim veri matriksi hazirlanmistir. Derisim veri matriksine
karsilik gelen absorbans veri matriksi, Diflukortolon valerat ve
klorkinaldoltn ikili karisimlarinin sifirinci derece spektrumlarinda 230-348
nm araliginda 60 dalga boyunda, AL 2 iken, absorbanslar olgulerek elde
edilmistir. Dogrusal aralik, LC ydnteminde Diflukortolon valerat igin 2.40-
300 pg/mL, klorkinaldol i¢in 0.72-240 ug/mL, PCR ydnteminde
yonteminde Diflukortolon valerat igin 0.88-3.0 ug/mL, klorkinaldol igin 1.0-
11.2 pg/mL bulunmustur. Onerilen yontemlerin dogruluk, kesinlik ve
dogrusal aralik agisindan degerlendiriimesi sonucu adi gecen etken
maddeleri igeren sentetik karisimlarin analizlerinde kullanilabilecegi
belirtilmisgtir. Onerilen iki yontem, iki farmasétik krem preparatina

uygulanmig ve sonuglar birbirleriyle karsilastiriimistir™.

Il.4.Yar1 Kati Farmasotik Preparatlar
11.4.1.Derive Uyqulanan Yari Kati Preparatlar

Bu grup preparatlar merhemler, patlar, kremler, seralar,
sabunlar, yakilar, pastalar, macunlar, lapalar ve bazi jel seklindeki
farmasotik formalleri kapsar. Uygulandiklari cilt Gzerinde yikanincaya veya
silininceye kadar kadar gegen sure icinde kalirlar. Bu yapisici (adhesif)
karakter, formulin plastik ve reolojik 06zelligine dayanir. Yari kati
preparatlardan bazilari cilde uygulanan ve etken maddeler icin sivag
olarak kullanilir. Ayrica yumusatici, koruyucu, ortuci amagla da sivag
olarak verilmektedir. Bu preparatlarin rektal, vajinal, Uretral mukozalara,
zarlara, kornea, kulak ve burun mukozalarina uygulanan formullerinin

Ozelliklerinde bazi farkliliklar bulunmaktadir.
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Merhemler genellikle sivi, kati ve yuksek erime noktasina
sahip kati hidrokarbonlar, mineral yaglar, polietilen glikoller veya bunlarin
belirli oranlardaki karigimlari ile hazirlanan yardimci maddeler ile sivi veya

kati halde etken maddeler igeren preparatlardir.

Patlar, temel yapilari merhemlere benzeyen ancak yuksek
oranda (%50 ve daha fazla) katt madde igeren, deri Uzerinde koruyucu

tabaka olusturan katlelerdir.

Kremler opak gorunuslu yari kati emulsiyon sistemleridir.
Kivam ve viskoziteleri, emulsiyon tipine (su/yag veya yag/su olduguna

gore) ayrica i¢ fazdaki kati maddenin tabiatina gore degisir.

Jel seklinde ve yari preparatlar dogal ve sentetik zamklardan
meydana gelen U¢ boyutlu polimer yapili esas kutle icinde, kati veya sivi
bir fazin dagihmi ile olugan yari kati preparatlardir. Dogal zamklardan kitre
zamki, pektin, karragen, agar ve aljinik asit; sentetik ve yari sentetik
materyallerden de metil sellloz, hidroksi etil seltloz, karboksi metil seliloz
ve Carbopoller ile hazirlanir. Esas kutle jellestirme veya ergitme suretiyle
hazirlanir. Preparatlart yari kati hale getiren ikinci grup maddeler de

icerisine Ozelliklerine uygun sekilde ilave edilir.

Sabunlar cilt temizligi ve deri ile sa¢ vb. organlarin

tedavisinde kullanilir (kkartlt, katranl sabunlar vb.)

11.4.1.1.Kremler

Bilinen kremler haricen yerel olarak deri Uzerinde tedavi edici

veya cildi guzellestirmek amaciyla uygulanan ve genellikle su iginde yag
(yad/su) sistemleridir, ancak yag orani merhemden daha azdir. Farmasotik

Teknoloji yonunden kremler emdulsiyon seklindeki preparat gruplari iginde
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de orneklendirilebilir. Yumusak, kolay uygulanabilir kivamdadir. Kozmetik
alanda temizleyici ve koruyucu amagla tercih edilen preparatlardir. Cildi
gunes 1sinlarindan koruyan kremler, temizleyici kremler, el ayak kremi ve
yuz kremi v.b. seklinde gruplanir. Preparatin pH’si belirleyici olmamakla
beraber, deri pH’sina yakin, yani hafif asidiktir. Farmasoétik kremler haricen
kullanilmak Gzere hazirlanmis emulsiyon seklindeki preparatlardir,
sUuspansiyon olanlar da vardir ve etken madde icerirler. Krem ifadesi

emiilsiyon seklindeki tasiyicilara 6zgi bir terimdir'*°.

Krem sivaqlari

Genellikle, merhem sivagi olarak kullanilan maddeler ve
bunlarin ayri ayri veya farkli oranlardaki karisimlari da krem sivagi olarak
kullanihir. Burada dogal yapili mumlar, kati ve sivi yaglar, lanolin, sentetik
yaglar ve sentetik mumlar sayilabilir. Tibbi madde iceren kremler suda
¢o6zlnen, su ile temizlenebilen sivaglarla hazirlanir.

Krem sivaglari baglica u¢ gruba ayrilir:
1. Suda eriyen sivaglar
2. Emdulsiyon tipi sivaglar

3. Sabun tipi sivaglar

Krem formilleri

Krem formullerine sivaglarindan baska, diger gerekli
maddeler ilave edilir ve genellikle asagida gdsterilen sekilde gruplanir.
1. Yagli kremler: Gece kremi.
2. Yari yagli kremler: Bunlara temizleyici krem adi da verilir ve %20-30
yag icerir.
3. Yagsiz kremler: Mat kremler, stearat kremleri, gindiz kremi ve

temizleyici kremler.
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Kremlerin bazi formdlleri bir veya birden ¢ok etken madde
icerir. Kozmetik kremlerde dogal kaynakli maddelerle (plasenta ekstresi,

bazi hormonlar, bitki 6zleri v.b.) de krem formulleri hazirlanmistir.

Kold Krem degisik formullerde hazirlanan ve en eski krem
formalleri arasinda olup, Stearat Kremi (Vanishing Cream, Yagsiz Krem)

ile birlikte kozmetik formullerde kullanilir.

Yumusatici (emolien) Kremlerin esas kutlesi lanolin, vazelin,
gul suyu olup cildi tazelemek ve yumusak bir gorinum vermek igin

kullantlir.

Cildi temizlemek amaci ile kullanilan kremler genellikle
stearat sabunlarini, trietanolamin sabunu seklindeki emulsiyonlari ve bir
degerli metal sabunlarini emulgator olarak igeren formullerdir. Genel

olarak yag/su, bazen de su/yag emiisyonlari seklinde hazirlanir'**°.

I1.4.2. Izokonazol nitrat - Diflukortolon valerat Kremlerin icerdigi  Katki
Maddeleri

[1.4.2.1.Petrolatum(C,Hz2n+2): Petrolden elde edilir. Yarn kati doymus
hidrokarbonlarin saflastiriimis bir karisimidir. Petrolatum, soluk sari renkte,
yari seffaf ve yumusak kivamlidir. Kokusuz ve tatsizdir. Aseton, alkol,
gliserin ve suda pratik olarak ¢6zinmez; benzen, karbon disulfur,
kloroform, eter, hegzan ve ¢ok sayida sabit ve ugucu yagda ¢dzunur. Kuru

ve serin yerde saklanmalidir. Isiktan korunmalidir'® 1617,
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11.4.2.2.Polisorbat  60: Molekul formuli CgsH126026 dir. Polisorbat 60,

sorbitol ve anhidritlerin kismi stearik esterlerinin bir karisimidir. Sari-

turuncu renkli yagh bir sivi, yari jel ya da sarimsi kahverengi renkli
jelatimsi bir maddedir. Sivi parafin ve sabit yaglarda pratik olarak
cozunmez. Kuvvetli asit ve bazlarla sabunlagsmaya neden olabilir.
Polisorbatlar, hidrofilik noniyonik yUzey aktif maddelerdir ve farmasotik

preparatlarda emiilgatér olarak kullanilirlar™ ¢ 17,

11.4.2.3.Setostearil alkol: Setil alkol ve stearil alkolden olusan kati alifatik

alkollerin bir karisimidir. Uygun yag asitlerinin indirgenmesiyle elde edilir.
Hafif karakteristik kokulu, beyaz veya soluk sari renkte mumsu kitle ya da
beyaz pulcuk veya granuller halinde bulunur. Suda pratikte ¢ozinmez,
eterde kolayca ¢dzunur, alkol ve petrol eterinde ¢oézundr. Stearil alkol,
merhemlerde ve kremlerde inceltici olarak ve su tutma kapasitesini artirici

olarak kullanihr'®'®17.

11.4.2.4.Sorbiton stearate: Molekll formulu yaklagik olarak Cz4H4606 dir.

Sorbitol ve sorbitol'lin mono ve dianhidridlerinin stearik asit ile yaptigi
kismi esterlerin bir karigimidir. Acik sari ya da kahve renkli sari renkte
mumsu bir katidir. 50-55°C arasinda erir. Suda pratik olarak ¢oziinmez,
fakat dagilir, alkolde glg¢ ¢ozundr. Sorbiton esterleri, lipofilik noniyonik
yuzey aktif maddelerdir ve emulsiyonlarda, kremlerde, merhemlerde ve

bazi kozmetik (iriinlerde emiilgator olarak kullanilirlar™1®17,

.

OH ul
HO 0

0 0OH

sorbitan stearate
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11.4.2.5.EDTA: Farmasotik preparatlar, gidalar ve kozmetik UrlUnlerde

selator olarak kullanilir. Toprak alkali ve agir metal iyonlariyla suda
¢bzinen ve selat olarak adlandirilan kompleksler yapar. Bu iyonlar
kompleks haline donustuklerinde serbest haldeki Ozelliklerini vyitirirler.
EDTA, beyaz renkte kristalize bir tozdur. Suda gug¢ ¢ozunur, alkali hidroksit
¢Ozeltilerinde ¢ozunur. Kati halde oldukga stabildir. Di sodyum tuzu, suda

¢cozunur. Kozmetik Granlerde ve farmasoétik preparatlarda antioksidant etki

gosterir™1®17.
o
OH HO H
[m] [m]
] OH HO
o
edetik asit

11.4.2.6. Sivi Vazelin: Sivi parafin, topikal farmasaétik preparatlarda yogun

sekilde kullanilir. Yumusatici 6zelliginden faydalanmak amaciyla merhem
sivaglarinin bilesiminde yer alir. Yag/su tipi emdulsiyonlarda kullanilir.
Tablet ve kapsullerde lubrikan olarak yer alir. Lubrikan 6zelligi nedeniyle
oftalmik formulasyonlarda da kullanilir. Sivi parafin, petrolden elde edilen
doymus sivi hidrokarbonlarin bir karisimidir. Seffaf, renksiz, kokusuz ve
viskoz bir sividir. Gln i1si1ginda floresans gostermez. Tatsiz ve kokusuz bir
maddedir, fakat isitildiginda hafif bir koku yayar. Su, gliserin ve alkolde
pratik olarak ¢ozlinmez; benzen, aseton, kloroform, eter, karbon disulftr
ve petrol eterinde ¢ozundr. Ugucu ve ve sabit yaglarin (hint yagi harig)
cogu ile karnisir. DuslUk miktarlarda ylzey aktif madde ilavesi
karisma/¢ozunurluk artigi saglar. Hava gegirmeyen kaplarda saklanmali ve

isiktan korunmahdir1®".
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11.5. Kullanilan Yontemler

11.5.1. UV Spektroskopisi

Elektromanyetik spektrumun 100-200 nm dalga boylari arasi
vakum ultraviyole olarak, 200-380 nm dalga boylari arasi ise ultraviyole

olarak adlandirilir.

Bir molekulin total enerjisi, elektronik, titresimsel ve donme
enerjileri toplamidir. Elektronik enerji en buyuk, rotasyonel enerji en kiiguk

kuvantli enerjidir. Bu durum, Eg>E+>Ep olmak Uzere,

ETotaI=EEIektronik+ETitre§im+ED6nme §ek|inde ifade edilir.

Normal durumda molekulin E, temel enerjisi UV i1si1gin
absorpsiyonundan sonra E4 uyariimis degerine yukselir ve aradaki enerji
farki (E1-Eo=AE) absorplanan enerijiyi verir, elektronik gecise neden olan bu
enerji farki ile 1s1gin hizi (c), dalga boyu()) ve frekansi(v) arasinda su

baginti vardir: E=hv= hc/A

Enerji farki ile absorplanan 1s1§in dalga boyu arasinda ters bir
oranti vardir, enerji farki ne kadar klglkse, dalga boyu o kadar buyuktur.
Absorplanan enerji, molekulin iyonizasyonuna neden olabildigi gibi bir
siire sonra da (~107%s.) 1si ya da 1sik olarak da geri verilebilir. Enerjinin 1s1k

olarak agiga ¢ikmasi floresans veya fosforesans ile sonuglanir.

Molekul tarafindan absorblanan ultraviyole isinlar, bag
elektronlarinin elektronik enerji seviyelerini etkiler ve molekuler orbitaldeki

elektronlarin daha yuksek enerjili orbitallere sigramasina neden olur.

UV-VIS bdlgedeki radyasyonlarin molekuller tarafindan
absorplanmasi ile elektronik enerji seviyelerindeki pek ¢ok gegiglerin yani
sira pek ¢ok titresim ve donme enerji seviyelerinde de gegigler olur ve her

gegise karsi farkl bir dalga boyu absorplanir. Bu dalga boylarinin yan yana
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dizilmesiyle ortaya c¢ikan molekulin absorpsiyon spektrumu bir bant

spektrumudur.

Absorpsiyonun siddeti ise elektronlarin uyariimig duruma
gecebilme olasiliklarina ve ayrica bu uyariimis durumun polarligina
baglidir, elektronik gecisin dipol momentinde neden oldugu degisme
(uyarilmig durumun polarligi) ne kadar buyuk ise absorpsiyon siddeti o

kadar buyuk olur.

Absorplanan 1s1gin  miktari absorbans olarak &lgulur.
Absorbans molekllin yapisina, i1s1gin dalga boyuna, 1s1gin ¢ozelti iginde
aldigr yolun uzunluguna ve ¢ozelti derigsimine baghdir. Bu durum Lambert-

Beer Kanunu olarak asagidaki gibi ifade edilir. Absorbans(A),

A=¢.l.C

€: C6zlnen maddeye ve dalga boyuna bagli molar absorptivite katsayisi
(L/mol.cm)

I: Is1g1n ¢ozelti icinde aldigi yol (cm)
C: Cozeltinin derigsimi (mol/L)
| sabit tutuldugunda, a, € ve l'yi iceren oranti katsayisi olmak

uzere Lambert-Beer ifadesi su sekilde yazilabilir: A= a.C

Onceki durumda da absorbans, g¢ozelti derisimi ile orantili
olup absorbansin derisimle degisimini veren grafik orjinden gegen ve egimi

a’'ya esit olan bir dogru seklindedir.

Bilinen artan derisimlerdeki ¢ozeltilerin absorbanslari dlgulup,
derisim absorbans grafigi cizerek bir kalibrasyon dogrusu elde edilir.
Bilinmeyen derigsimdeki maddenin ayni sartlarda absorbansi okunarak

kalibrasyon dogrusu yardimiyla derisimi bulunabilir®.
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UV Spektroskopisinin Nicel Kullanimi

Ultraviyole ve gorunur bolge absorpsiyon spektrometrisi,
kimyacilarin nicel analizlerde en ¢ok yararlandiklari yontemlerden biridir.

Spektrofotometrik ve fotometrik ydntemlerin baslica 6zellikleri:

Yayagin uygulanabilirlik: Pek ¢ok sayida inorganik, organik ve biyokimyasal

madde, ultraviyole ve gorunur i1ginlari absorplar ve bu ylizden dogrudan
nicel tayinleri mumkunddr. Pek ¢ok madde de, kendisi absorpsiyon
yapmasa da absorplayici tureviere donusturtlerek tayin edilebilir. Klinik
laboratuarlarda yapilan analizlerin %901 ultraviyole ve goérinir bdlge

spektroskopisine dayanmaktadir.

Hassasiyet: Absorpsiyon spektroskopisinin tipik tayin sinirlari 10*M -10°M
arasindadir, islemlerde bazi iyilestirmelerle bu sinirlarin 10°M’a, hatta

10" "M’a indirilmesi de mumkinduir.

Orta yuksek secimlilik: Analitin tek bagina absorpsiyon yaptigi bir dalga

boyu bulunabilirse, 6n ayirimlara gerek kalmaz. Ayrica, kimi hallerde,
baska bir maddenin absorbansi ile analitinki ortisse bile, bagska dalga

boylarinda da olgum yapilarak bir ayirma igleminden kaginilabilir.

Yuksek dogruluk: Ultraviyole/gérinir bdlge spektrofotometrik veya

fotometrik Olgumleri sonucu elde edilen derisim degerlerinin bagil hatasi
%1-5 arasindadir. Ozel onlemler alinarak bu hatalar binde birkac

mertebesine indirilebilir.

Kolaylik ve rahathk: Modern cihazlarla, spektrofotometrik ve fotometrik

Olcumler kolaylikla ve hizli bir sekilde yapilabilir. Ayrica bu yontemler

otomasyona da uygundur'®.
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11.5.1.1. UV Tirev Spektroskopisi

x bagimsiz, y bagimli degisken olmak tzere, bir fonksiyonun
herhangi bir noktasindaki turevi dx/dy’dir.  Absorpsiyon spektrumlari s6z
konusu oldugunda tirev dA/dA olacaktir. Spektrumun her bir noktasindaki
tirev degerleri hesaplanip dalga boyunun bir fonksiyonu olarak grafige
gecirildiginde 1. tlrev absorpsiyon spektrumu elde edilir. Buna benzer
sekilde 2..,3..,..n. tirev spektrumlari sirasiyla d?A/dA?, d*A/da®, d"A/dA"
degerleri ile dalga boylari arasinda olusturulabilir. Sekil 1’de basit bir pikin
1. 2. 3. ve 4. turev spektrumlari verilmigtir. Pikin birinci tirevi alindiginda
yukselen bolgeler pozitif, inen bdlgeler negatif pikler olusturmakta, déonim
noktalarinin bulundugu dalga boylarinda ekstremumlar olugsmakta, orijinal
pikteki ekstremumlarin karsiligi olan dalga boylarinda ise turev egrisi
sifirdan gec¢mektedir. Orijinal spektrumdaki bir pike karsilik n. tirev
spektrumunda n+1 adet pik olusmakta, tlrevin derecesi arttikca pikler
keskinlesmekte ve daralmaktadir. Orjinal spektrumda absorpsiyon
maksimumunun bulundugu dalga boyunda 2. tlrev spektrumunda bir
minimum, 4. tirev spekrumunda bir maksimum ortaya ¢ikmakta, 1. ve 3.
tirev spektrumlari ise bu dalga boyunda sifirdan geg¢mektedir. Tlrev
derecesi arttikca piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla ayiricilik
(rezolUsyon) artmaktadir. Bundan spektral ayrintilarin aydinlatiimasinda
yararlanilir, bu durum da saflik testleri ve teshiste 6nemlidir. Orjinal
spektrumda bulunan omuzlar tek sayili turev spektrumlarinda
ekstremumlara dontsmektedir. Bu durumdan ise c¢akisan piklerin
¢cozimlenmesinde yararlanilir.  Sekil 2’de goéruldugu gibi iki maddenin
absorpsiyon pikleri Ust Uste geldigi zaman orijinal spektrumda kiguk pik
omuz seklinde gorulur. Bu omuzdan tek dereceli turev spektrumlarinda
olugsan ekstremumlar her iki maddenin digerinin etkisi olmaksizin nicel

tayinine olanak saglar. Bu durum eser analizlerde onemlidir.
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Absorpsiyon spektrumunda herhangi bir dalga boyunda
Lambert Beer yasasi gecerli ise n. dereceden turev spektrumunda turev

turev absorbansi, D, asagidaki esitlik ile verilebilir.

Da=d A/ =(d"e/A")I.C

ook oas
R

|

—
N B

Sekil 1.Tlirev Spektrumlari  Sekil 2.0rtiigen Piklerin Tiirev Spektrumlarinda Ayrilmalari
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Goriuldugu gibi Lambert-Beer yasasinin gecgerli olmasi
kosuluyla turev absorbans degerleri ile derisim arasinda dogrusal bir iligki
vardir. Turev spektrofotometrisi ile kantitatif analizin temelini bu esitlik
olusturur. Direkt spetrofotometride derisim ile absorbans arasinda
olusturulan kalibrasyon egrileri tlrev spektrofotometrisinde standart
cOzeltilerin derisimi (C) ile karsilik olan tlrev absorbans degerleri (Dn)

arasinda gizilir.

Turev absorbans degerlerinin dlgulmesinde cesitli teknikler

uygulanmaktadir:.

Tanjant Teknigi: Birbirini izleyen iki maksimum ya da iki

minimuma ortak teget cizilir. Bu tegetin aradaki ekstremuma olan uzakhgi
ordinata paralel olarak dl¢ulur. Bu teknik, dogrusal bir zemin oldugu zaman
daha tatminkar sonuclar verir ve zeminin spesifik olmayan etkilerinin elimine

edilmesinde ya da azaltiimasinda yararhdir.

Pik-Pik Teknigi: Birbirini izleyen iki ekstremum arasindaki

uzaklik, ordinata paralel olarak o&lg¢ulir. Bu teknik genellikle zemin
absorbansinin giderilmesinde, ¢ok bilesenli karisimlarin kantitatif analizinde

kullaniimaktadir.

Pik-Sifir Teknigi: Peak-zero ya da zero-crossing teknigi olarak

adlandirilan bu teknik pik tepesinin absise olan uzakhginin ordinata paralel
olarak Ol¢ilmesidir. Cok bilesenli karisimlarin analizinde yaygin olarak

kullaniimaktadir. Zemin etkisinin giderilmesinde yarari olmaz.

Pik-Pik Orani Teknigi: Birbirine komsu iki pikin orani alinir. Bu

teknik ikili karisimlarin kantitatif analizinde kullanilmaktadir™.
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UV-Tiirev Spektrofotometrisinin Avantajlari ve Kullanim Alanlari

Maksimum Absorpsiyon Dalga Boyunun Kesin Olarak

Belirlenmesi: Ozellikle genis absorpsiyon bantlarinin  bulundugu
absorpsiyon spektrumlarinda absorpsiyonun maksimum oldugu dalga
boyunun kesin bir sekilde saptanmasinda 1. tirev spektrumu ¢ok yararlidir.
Orijinal spektrumda Amax un bulundugu dalga boyunda 1.turev egrisi sifirdan

gegecegi igin bu dalga boyu ¢ok daha kesin bir sekilde kolayca saptanabilir.

Rezolusyonda Artis: Turev spektrumlarinin ikinci avantaji da

orjinal spektrumda zor gorulebilen spektral ayrintilarin ortaya ¢ikmasi yani
ayiricithgin artmasidir. Bunun icin ¢ift sayili tlrev spektrumlari daha
avantajlidir. CUnkl orjinal spektrumda bulunan maksimum ve minimumlar
bu spektrumlarda yine ayni dalga boylarinda birer ekstremum halinde
ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde tlrev spektrumlarinin alinmasi ile spektral
ayrintilarin netlestiriimesi tanima, saflik testleri ve eser analizde ¢ok yararl

olmaktadir.

Teshis: Ozellikle absorpsiyonu gériinir bélgede olan renkli
maddelerin absorpsiyon spektrumlarinin genis bantlar halinde oldugu igin
bu spektrumlar maddenin karakterizasyonu ve saptanmasinda onem
tasimaz. Buna karsin  orijinal  spektrumdaki omuzlarin  turev
spektrumlarinda, ozellikle ylksek dereceli olanlarda ekstremum haline
doénusmesi, piklerin sayisinin artmasi ve keskinlesmesi ile spektral ayrintilar
ortaya cikar ve infrared parmak izi spektrumlarina benzeyen spesifik
spektrumlar elde edilir. Bu sekilde absorpsiyon spektrumlari birbirine gok
benzeyen benzer kimyasal yapidaki bilesiklerin tlurev spektrumlarinin

alinmasi bunlarin farklilandirilmasina olanak saglar.

Saflik _Kontroll: Turev spektrumlarindaki spektral ayrintilar

maddelerin saflik testlerinde de avantaj saglamaktadir. Eser miktardaki
safsizliklara ait kiguk absorpsiyon pikleri turev spektrumlarinda daha kolay

saptanabilen pikler haline donusur. Test edilen numune spektrumlarinin, saf
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maddenin  ayni kogullarda  kaydedilen  tlrev  spektrumlariyla

karsilastirimasiyla ham madde, ara drin ve nihai Urlnlerde saflik kontrolu

yaplilir.

Eser Analiz: ilag maddeleri, besinler vb. maddelerde

bulunabilen eser miktardaki safsizliklarin saptanmasi ve miktarlarinin tayin

edilmesi de turev spektrofotometrisinin bir baska uygulama alanidir.

Karisimlarin Bir_Arada Analizi: Turev Spektrofotometrisinin

oldukga yaygin bir kullanim alani da absorpsiyon bantlari ¢akisan ve bu
sebeple bir 6n ayirma yapmaksizin dogrudan tayin edilemeyen karigsimlarin
es zamanl analizidir. Bu analizlerde pik-sifir, pik-pik ve pik-pik orani
teknikleri kullanilmaktadir. Her U¢ teknikte de kalibrasyon egrileri, derigim ile
bu parametrelerden biri arasinda hazirlanir. Burada 6nemli nokta standart
ve bilinmeyen ¢ozeltilerin spektrumlarinin ayni enstrimantal parametrelerle

alinmasidir.

Bulanik Codzeltilerde Nicel Analiz: Bulanik c¢ozeltiler ve

stispansiyon veya emulsiyon seklindeki c¢ozeltilerde spektrofotometrik
dlciimlerin yapilmasi zordur. Ozellikle ultraviyole alanda isin sacgiimasi
sebebiyle analitin spektrumu kuvvetli ya da zayif bir zemin absorpsiyonu ile
Ortasur. Bulanikhdin sebep oldugu genis bantli zemin absorpsiyonu dalga
boyu ile hafif bir degisim gdsterir. Turev spektrumlarindaki karakteristik pik-
pik mesafeleri degerlendirilerek bulanikhgin spektrum Gzerindeki bu

olumsuz etkisi yok edilebilir.

Matriks Etkisinin Giderilmesi: Turev spektrumlari alinmasi ile

orjinal spektrumdaki keskin spektral 6zellikler kuvvetlenmekte buna karsin
genis ve yaygin bantlar daha da basiklagsmaktadir. Bu 6zellik analit piki ile
cakisan degisken zemin absorpsiyonunun duzeltimesine ve bu sekilde

matriks etkisinin giderilmesine olanak saglar'®"°.
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11.5.2. Kromatografi

Kromatografi, kompleks karisimlarda bulunan bilesenleri
ayirmak icin kullanilan bir yéntemdir. Tim kromatografik ayirmalarda
numune, gaz veya sivi (ya da superkritik bir akigkan) olan bir mobil faz ile
tasinir. Bu mobil faz, bir kolonda veya bir kati yuzeyde sabitlestiriimis (ve
kendisiyle karigmayan) bir sabit faz igcinden ge¢cmeye zorlanir. Sabit ve
mobil fazlar, numune bilesenlerinin bu fazlarda farkl oranlarda dagilacagi
sekilde segilir. Kromatografik ayirma sirasinda sabit faz tarafindan kuvvetle
tutunan numune bilesenleri, mobil fazin akisiyla ¢ok yavas hareket ederler.
Buna karsilik, sabit faz tarafindan zayifca tutunan bilesenler, hizli hareket
ederler. Bu hareket hizlarinin farklihdi sonucu, numune bilesenleri kalitatif
ve/veya kantitatif olarak analiz edilebilen farkli bantlar ve bolgeler seklinde

ayrilirlar.

Kromatografik  ydntemler i¢cin  ¢esitli  siniflandirmalar
yapilmistir. Bu siniflandirmalardan birinde hareketli ve sabit fazlarin fiziksel
olarak nasil temas ettirildikleri esas alinir. Kolon kromatografide sabit faz
ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz yer ¢ekimi veya basing etkisiyle bu
kolondan gegcirilir. Dulizlemsel kromatografide ise, sabit faz duz bir
yuzeyde veya bir kagidin gozenekleri arasinda tutulur. Bu durumda
hareketli faz, sabit faz Uzerinde kilcal etki veya yercekimi etkisi ile hareket

eder.

Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi, kullanilan
sabit ve hareketli fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini
saglayan dengelere gore yapilir: Sivi kromatografi, gaz kromatografi ve

siiperkritik akiskanli kromatografi'®.
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Kromatogramlar

Analitlerin derigimi ile orantili bir cevap verebilen bir dedektor,
kolon c¢ikigina yerlestirilirse ve dedektér sinyali zamanin veya hareketli faz
hacminin bir fonksiyonu olarak kaydedilirse pikler elde edilir. Kromatogram
olarak adlandirilan bu grafikler, hem kalitatif hem de kantitatif analiz i¢in
kullanilir. Zaman eksenindeki piklerin yerleri, numune bilesenlerinin kalitatif
tayininde kullanilir, pik yUkseklikleri veya pik alanlari ise her bir bilesenin

miktarinin kantitatif bir élgusudur.

Dagilma Sabitleri (Kromatografide Partisyon Oranlar)
Codu zaman kromatografide dagiima dengeleri, analitin
hareketli ve sabit fazlar arasinda dagiima (partisyon) derecesi ile ilgili

nispeten basit esitliklerle tanimlanir. Bu nedenle bir A ¢ozuneni igin

Anareketi = Asabit yaZ|IabiIir.

Bu reaksiyonun denge sabiti K'ya Dagilma sabiti veya Partisyon

katsayisi denir.

Cs
K= — seklinde gosterilir.
Cwm
Burada Cs, analitin sabit fazdaki molar konsantrasyonu, Cy, ise

hareketli fazdaki molar konsantrasyonudur. K, genis bir analit derisim
araliginda sabittir, bu nedenle Cs, Cy ile dogru orantilidir. Bu esitligin
gecerli oldugu kromatografiye dogrusal kromatografi denir ve simetrik

Gauss tipi pikler verir.

Allkonma Zamani

Numune enjeksiyonundan sonra analit pikinin dedektore
ulasmasi i¢in gegen zamana allkkonma zamani denir ve tg semboll ile
gosterilir. Cogu zaman numune veya hareketli faz kolonda tutunmayan bir
tur igerir. Kolonda tutunmayan maddenin dedektore ulagsmasi i¢in gegen
zamana 06lu zaman (tm) denir. Tutunmayan tarlerin go¢ hizi, hareketli faz

molekullerinin ortalama hareket hizina esittir.

-26 -



Analitin Go¢ Hizi: Kapasite Faktoru (k') (Alikonma Faktor()

Bir A analiti icin Kapasite faktoru, ka’,

tr - tm
kA' =

tm esitligi ile tanimlanir.

tr ve tu, kromatogramdan kolaylikla bulunabilir. ideal ayrimlar,
karisimdaki analitler igin, k' degerlerinin 1 ile 5 arasinda olmasini

saglayacak sekilde yapilir.

Bagil Go¢ Hizlarn: Secicilik Faktoru
A ve B gibi iki tar igin bir kolonun segicilik Faktoru ( a)
ks'

a =
Ka' ( ka" ve kg'sirasiyla A ve B igin kapasite faktorleridir)

k' degerleri tr ve ty cinsinden yazilarak a’nin deneysel
kromatogramdan hesaplanabilecegi bir baginti elde edilir.
(tr)s - tm

(tr)A - tm

a:

Kolon Verimliligi: Kromatografik kolon verimliliginin kantitatif bir olgisu
olarak genellikle birbirleri ile ilgili iki terim kullaniimaktadir: (1) Tabaka

yuksekligi, H ve (2) Tabaka sayisi, N. Bu iki terim arasinda

L
N=—
H
iligkisi vardir. Bu iligkide L, kolonun uzunlugudur (genellikle cm.).

Kromatografik kolonun verimliligi tabaka sayisi arttikga ve tabaka yuksekligi
azaldikca artar.

Tabaka yuksekligi ve teorik tabaka sayisi terimleri Martin ve
Synge’in teorik galismalarinda agiklanmistir. Bu c¢alismada kromatografik
kolon, teorik tabaka olarak adlandirilan, birbirini izleyen, fakat ayri ince

tabakalardan olusmus bir damitma kolonuna benzermis gibi dusunulmasgtur.
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Her bir tabakada, analitin sabit ve hareketli fazlar arasinda dengeye ulastigi

kabul edilir.

E )2
w
Boylece N, iki zaman dlgimu (tr ve W) ile hesaplanabilir. H’1

N =16 (

hesaplayabilmek i¢in kolon uzunlugu (L) de bilinmelidir.
Bir diger formdul ise;

tr
N =554 (—)>
Wiz esitligi ile verilir.

Hareketli Faz Akigs Hizinin Kolon Verimliligine Etkisi

Kinetik etkilerin kolon verimliligine etkisi, hareketli fazin sabit fazla
temas ettigi sirenin uzunluguna, bu da hareketli fazin akis hizina baghdir.
Bu nedenle verim incelemeleri genellikle hareketli faz hizi u'nun bir
fonksiyonu olarak H’in tayinine dayanir. Bu tlr calismalardan elde edilen

tipik sonuglar, Sekil 3’deki iki grafikle gosterilmistir.
04~
03
g
(a) E 0.2

01l

Dofrusal ekig hea, cmfs

80 —
70
60—
g
® £ 50
40 -
30

! ] | § H | L1
] 20 4,0 6,0 80
Dogirusat akig hiz, emfs

Sekil 3. Hareketli faz akis hizinin (u) tabaka yiiksekligine (H) etkisi
a)Sivi kromatografide b)Gaz kromatografide
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Her iki grafik de dusuk akis hizlarinda bir minimum H degeri (veya
maksimum verimlilik) g0sterir. Sivi kromatografideki minimum, gaz
kromatografideki minimuma goére ¢ok daha kiguk akis hizlarinda gorulir ve
¢ok kuguk olmasi nedeniyle ¢cogu zaman normal calisma kosullarinda
gozlenemez. H'in u’ya karsi grafigi Van Deemter grafigi olarak adlandirilir.
Sekil  3.de goéruldugu gibi, sivi  kromatografide akis hizlari gaz
kromatografidekine gore oldukca dusuktur. Bu nedenle gaz kromatografik
ayirmalar, sivi kromatografik ayirmalara gore genellikle daha kisa surede
tamamlanir. Ayrica, sekilde goéruldagu gibi, sivi kromatografi kolonunda
kargilagilan  tabaka  yuUkseklikleri ~gaz  kromatografi  kolonunda
karsilagilanlara gore bir ondalik mertebesi veya daha da kuguktir. Ancak,
bu avantaja karsilik, yaklasik 25-50 cm.den uzun sivi kromatografi kolonu
kullanmak pratik degildir, buna karsilik gaz kromatografide 50 m veya daha
uzun kolonlar kullanilabilir. Boylece, toplam tabaka sayisi ve bunun sonucu
tum kolonun verimliligi genellikle gaz kromatografik kolonlarda daha iyidir.
Bdylece, gaz kromatografi ve sivi kromatografinin bir kiyaslamasi yaplilirsa,
gaz kromatografi daha hizli ve daha ytksek verimli ayirma yapabilir, ancak

bu iki Ustunlik ayni anda bulunmayabilir.

Tabaka Yiiksekligi ile Kolon Degiskenleri Arasindaki iligki
Kromatografik kolon davraniglarina matematiksel yaklasim,
1950’'li yillarda Hollandali kimya muhendisinin Van Deemter esitliginin
bulunmasi ile sonuglanan incelemeleri ile baglamistir. Bu esitlik,
H=A+B/u+Cu H=A+B/u+ (Cs+ Cpy)
seklinde yazilabilir. Bu esitlikte H cm olarak tabaka yuksekligi, u saniyede
cm olarak hareketli fazin dogrusal hizi ve A, B ve C sira ile ¢oklu akis
yollari, boyuna diflizyon ve fazlar arasinda kutle aktarim olaylari ile ilgili
katsayilardir. Sagda gosterildigi gibi, C katsayisi biri sabit fazla ilgili (Cs) ve

digeri hareketli fazla ilgili (Cw) olan iki katsayiya ayrilabilir'®.
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Kolon Ayirma Giicu
Bir kolon ayirma gucu (Rs), kolonun iki analiti ayirabilmesinin

kantitatif bir dlglisidir. Kolon ayirma gucd,

2 [(tr)e — (tr)Al

Wa + Wg olarak tanimlanir.

Rs =

Kapasite ve Segicilik Faktorlerinin Ayirma Giicline Etkisi

Kolon ayirma gucu (Rs) ile iki analit icin kapasite faktorleri
(k'a) ve (k's), secicilik faktoru (a) ve kolonu olusturan tabaka sayisi N
arasinda matematiksel bir iligki kurmak amaciyla W4 = Wg = W oldugu
varsaylilabilecek kadar alikkonma sdureleri birbirine yakin olan A ve B
analitleri ile caligildigi varsayilarak asagidaki esitlik elde edilir:

VN a-1 Kg'

Rs =
2 ( . )(1+kB')

Caligmalarda genellikle istenen ayirma gucunu saglamak igin
gerekli olan teorik tabaka sayisinin hesaplanmasi gerekir. Bunun igin

yukaridaki esitlik yeniden diizenlenerek yeni bir esitlik elde edilir:

Bazen ayirmalari guglestirecek kadar dagiima sabitleri yakin
olan iki analite yukaridaki son iki esitligin basitlestiriimis sekillerinin
uygulandigi goérulir. Béylece Ka= Kg oldugunda, a= Kg/Kp esitligi geregince

ka'= kg = k' olur. Bu yaklastirmalarla yukaridaki esitlikler

VN k'
Re= ——(a-1) (
4 1+ k'
1 1+k"
N =16 Rs* ( 2 (
a- 1 k'

seklinde basitlestirilir. Buradaki k' degeri, ka' ve kg’ nin ortalamasidir.
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Allkonma Zamanina Ayirma Gucuniin Etkisi

Burada (tr)s, hareketli fazin hizi u iken, B bilesenini kolonun

sonuna getirmek igin gereken suredir.

16RSH  a , (1+kg")?

(tr)s = .
u a-1  (k's)

Kolon Performansina Etki Eden Degiskenler
N a-1 ks’

Rs =
() )

16Rs4H  a 2(1+kB’)3

(tr)s = ) —
u a-1  (k's)
esitlikleri, kromatografi kullanicisinin amaci olan en kisa surede net bir
ayirmayl saglayacak kosullarin sec¢iminde rehber olmalari nedeniyle
onemlidir. Bu esitliklerin incelenmesi, her birinin G¢ bolumden olustugunu
ortaya ¢ikarir. Bunlardan bant geniglemesi, nedeni kinetik etkilerle ilgili olan
birincisi YN ya da H/u dan olusur. Ikinci ve Ugiincii terimler, ayrilan
bilesenlerin termodinamigi, yani dagiima sabitlerinin bagil bayuklugu ve
hareketli ve sabit fazlarin hacimleri ile ilgilidir. Yukaridaki egitliklerde o
iceren oran terimi, yalnizca iki analitin ozelliklerine bagh olan segicilik
terimidir. k's nin bdlim ifadesi olan uclncl terim, hem analitin hem de
kolonun 6zelliklerine baghdir.

istenen ayirmayi saglamak igin optimum kosullar arastirilirken a, k’,
N (veya H) gibi temel parametrelerin az ya da ¢ok birbirinden bagimsiz
olarak ayarlanabilecegi unutulmamalidir. Boylece a ve k', sicakhdi veya
hareketli faz bilesimini degistirerek en kolay sekilde degistirilebilir. Daha az
elverigli olmakla beraber bagka bir kolon dolgusu kullanilabilir. N, kolon
uzunlugu degistirilerek ve H, hareketli faz akis hizi, dolgu tanecik boyutu,
hareketli faz viskozitesi ve sabit fazi olusturan adsorplanmis sivi film

kalinh§i degistirilerek kontrol edilebilir'®.
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11.5.2.1.Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi

Sivi kromatografinin geligtigi ilk yillarda, kolon veriminin,
dolguda kullanilan taneciklerinin boyutunun azaltiimasi ile énemli dlgude
artacagi fark edildi. Ancak, tanecik ¢api 3-10 pm kadar kigik olan dolgu
maddelerinin Uretim teknolojisinin gelismesi ve kullaniimasi 1960l yillarin
son donemlerine kadar basarilamadi. Bu teknoloji, klasik yer ¢cekimi-akisli
sivi kromatografinin basit cam kolonlardaki durumun aksine, yuksek
basingta calisan, gelismis cihazlara ihtiyagc gostermektedir. Yiliksek
Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ismi, preparatif amacla halen
kullanilan temel ayirma yontemlerinden daha yeni islemleri ayirt etmek igin
kullaniimaktadir. Hareketli fazin sivi oldugu kromatografi dort ana baglk
altinda incelenir. Bunlar, dagilma kromatografisi, adsorpsiyon
kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi ve boyut eleme
kromatografidir.

Yuksek  performansli  sivi  kromatografisinin  yaygin
kullaniimasinin sebepleri, duyarhli§i, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan turlerin veya sicaklikla kolayca
bozunabilen tiurlerin ayrilmasina uygun olmasi ve genis bir araliktaki
maddelere uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; amino
asitler, proteinler, nukleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaclar,
terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tarler ve
cesitli inorganik bilesikler sayilabilir.

Sekil 4, sivi kromatografi islemlerinin uygulama alanlari
bakimindan birbirini tamamlama egiliminde oldugunu goéstermektedir.
Ornegin, mol kutlesi, 10.000 g dan daha buylk maddeler icin eleme
kromatografi daha ¢ok kullanilir. Daha kuguk mol kutleli iyonik turler igin,
iyon degistirme kromatografi yaygin bir sekilde kullanilir. Kuguk, polar,
ancak iyonik olmayan turler icin en iyi yontem, dagilma kromatografidir.
Ayrica, bu iglem, homolog serilerin ayrilmasi igin gogu zaman kullanighdir.

Adsorpsiyon kromatografi, cogu zaman polar olmayan turlerin, yapisal
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izomerlerin ayrilmasi ve alifatik hidrokarbonlar gibi bilesik siniflarinin alifatik
alkollerden ayrilmasi igin segilir.

Artan polarlik

. Suda coziinmez ) Suda ¢iziintir

Apolar | . Iyonik
1 r

ivonik olmayan polar

10% f—
Adsmp«]_yl/ \ / !
/ ChEsgite (Normal \ defigini
dagilma) \ i
/ daglma) \ \
1? l\

Mol kiitlesi
2

Sekil 4. Sivi Kromatografi Uygulamalari

Sivi Kromatografi Sistemleri
1. Hareketli Faz Hazneleri
2. Pompalama Sistemleri
3. Akis Kontrolu ve Programlama Sistemleri
4. Numune Enjeksiyon Sistemleri

5. Sivi Kromatografi Kolonlari
Analitik Kolonlar
Emniyet Kolonlari
Kolon Termostatlari

6. Dedektorler'®
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lll. MATERYAL VE YONTEM

lll.1. Kullanilan Arag ve Geregler
UV spektrofotometresi (Shimadzu UV 160 A)
HPLC (Agilent Technologies 1200 series)
Santriftj (NUve Fuge CN 090)
Hassas terazi (Shimadzu xx200)
Ultrasonik Banyo (Bondelin Sonarex)

Vakum pompasi

lll.2. Kullanilan Kimyasallar
Izokonazol nitrat
Diflukortolon valerat
Petrolatum
Polisorbat 60
Setostearil alkol
Sorbiton stearat
Di sodyum EDTA (Aklar Kimya)
Vazelin
Etanol (Riedel-de Haen)
Metanol (Riedel-de Haen)

lll.3. Kullanilan Farmasotik Preparat

Travazol krem, 15 g (%1 [zokonazol nitrat, %0,1 Diflukortolon

valerat icerir).
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ll.4. UV Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi igin On Galismalar

I11.4.1. izokonazol nitratin UV Spektrumunun Alinmasi

25.0 mg standart izokonazol nitrat hassas terazi ile tartildi.
Etanolde ¢ozulip 25.0 mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinip
etanol ile 10.0 mL ye seyreltildi. Boylece elde edilen 100 pg/mL’lik
Izokonazol nitrat ¢dzeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV

spekturumu alindi.

111.4.2. Diflukortolon valeratin UV Spektrumunun Alinmasi

2.5 mg Diflukortolon valerat hassas terazi ile tartildi. Etanolde
¢OzUulup 25.0 mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinip etanol ile
10.0 mL ye seyreltildi. Boylece elde edilen 10 ug/ml’lik ¢ozeltinin 200-400

nm dalga boyu araliginda UV spektrumu alindi.

I11.4.3. [zokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat iceren Sentetik Karisimin

UV Spektrumunun Alinmasi

25.0 mg Izokonazol nitrat hassas olarak tartildi, etanolde
¢ozulup 25.0 mL ye tamamlandi. 2.5 mg Diflukortolon valerat hassas
olarak tartildi ve etanolde ¢ozulip 25.0 mL ye tamamlandi. Elde edilen
1000 pg/mllik izokonazol nitrat ve 100 ug/ml'lik Diflukortolon valerat
¢ozeltilerinden 1’er mL alinip etanolle 10.0 mL ye tamamlandi. Bu gsekilde
hazirlanan 100 pg/mL fzokonazol nitrat ve 10 ug/mL Diflukortolon valerat
iceren sentetik karisim ¢ozeltisinin  200-400 nm dalga boyu araliginda UV

spektrumu cekildi.
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I11.4.4.izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat iceren Krem Cozeltisinin UV

Spektrumunun Alinmasi

Izokonazol nitrat ve Diflukortlon valerat iceren kremden 2.5 g
hassas olarak tartildi. Bu krem, bir beher icinde baget yardimiyla Uzerine
kuguk hacimlerde etanol eklenerek karistirildi. Boylece daha az yogun
heterojen yapiya sahip bir karisim olusturuldu ve 10 dakika ultrasonik
banyoda karistirildi. Beherdeki ¢ozelti balonjojeye aktarildi ve 25.0 ml ye
etanolle tamamlandi. Bu ¢o6zeltiden 1 ml alinarak etanolle 10.0 ml ye
tamamlandi. Béylece elde edilen 100 ug/ml izokonazol nitrat ve 10 pg/ml
Diflukortolon valerat igeren krem ¢ozeltisinin 200-400 nm araliginda UV

spektrumu gekildi.

[11.4.5.Kremdeki Katki Maddelerinin Etanol icinde UV Spektrumlarinin

alinmasi

Petrolatum: 100.0 mg Petrolatum hassas olarak tartildi, 25.0
ml kloroformla ¢6zuldi ve buradan 3.0 ml alindi ve etanol ile isitilarak 25.0
ml ye tamamlandi. Bdylece elde edilen 480 ug/ml lik ¢ozeltinin 200-400 nm.

dalga boyu araliginda UV spektrumu alindi.

Polisorbat 60: 310.0 mg polisorbat 60 hassas olarak tartildi.

Etanol ile 10.0 ml ye tamamlandi. Bdylece elde edilen 31 mg/ml lik
polisorbat 60 c¢oOzeltisinin  200-400 nm dalga boyu araliginda UV
spekturumu alindi.

Setostearil alkol: 21.0 mg setostearil alkol alinarak 10.0 ml ye

etanol ile tamamlandi. Elde edilen 2100 upg/mllik Setostearil alkol
¢Ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu alindi.

Sorbiton _stearat: 18.0 mg sorbiton stearat hassas olarak

tartildi ve 10.0 ml ye etanol ile tamamlanarak 1800 pg/ml’lik ¢ozeltisi
hazirlandi ve bu c¢o6zeltinin 200-400 nm dalga boyu arahginda UV
spektrumu alindi.
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Di Sodyum EDTA: 25.0 mg Di Sodyum EDTA hassas olarak
tartildi, 10.0 ml distile suda ¢ézilerek hacme tamamlandi. Bdylece elde

edilen 2500 pg/ml’lik sulu ¢dzeltinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV
spektrumu alindi. Etanolik ¢ozelti hazirlamak amaciyla ise, 100.0 mg Di
Sodyum EDTA hassas olarak tartildi, 25.0 mL distile suda isitilarak
¢ozuldl. Bu c¢ozeltiden 1.0 ml alinip 25.00 ml.ye etanolle tamamlandi.
Boylece elde edilen 160 pg/mllik etanolli ¢ozeltinin 200-400 nm dalga
boyu araliginda UV spektrumu alindi.

Sivi_vazelin: Sivi vazelinden 250 ul alinarak 10.0 ml ye
etanolle seyreltildi ve elde edilen 25 pug/ml’lik ¢ozeltinin 200-400 nm dalga

boyu araliginda UV spektrumu alindi.

I1.4.5.izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat Calisma Dalga Boylarinin

Secilmesi

100 pg/ml izokonazol nitrat ve 10 ug/ml Diflukortolon valerat
iceren sentetik ¢dzeltinin 200-400 nm dalga boyu araliginda alinan UV
spektrumu ile tam ve hassas olarak ayni miktar, 100 ug/ml /zokonazol nitrat
ve 10 yg/ml Diflukortolon valerat, iceren krem ¢dzeltisinin UV spektrumlari
arasinda fark goézlendi. Bu nedenle 100 ug/ml [zokonazol nitrat
¢Ozeltisinin, 10 pg/ml Diflukortolon valerat ¢ozeltisinin ve 100 pg/mL
Izokonazol nitrat ve 10 ug/ml Diflukortolon valerat igeren krem gozeltisinin
1., 2., 3. ve 4. turev spektrumlari, herbir tirev derecesinde 9 n degeri
kullanilarak, alindi. Herbir tirev derecesinde ve n degerinde elde edilen lg
spektrum (/zokonazol nitrat, Diflukortolon valerat ve Krem) cakistirildi.
Kremde /zokonazol nitrat tayini igin Diflukortolon valerat ¢dzeltisinin tiirev
absorbans degerlerinin sifir oldugu ve krem ¢ozeltisinin tlrev absorbans
degerinin /zokonazol nitrat gdzeltisinin tirev absorbans degerine tam olarak
esit oldugu dalga boyu, Diflukortolon valerat miktar tayini icin de izokonazol
nitrat ¢ozeltisinin tlrev absorbans degerlerinin sifir oldugu ve krem
¢Ozeltisinin tlrev absorbans dederinin Diflukortolon valerat ¢dzeltisinin tlrev
absorbans degerine tam olarak esit oldugu dalga boyu arastirildi.
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lll.5. Farmasotik Kremlerde izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat

Miktar Tayini

1. 5. 1. UV Tulrev Spektrofotometrisi Yontemi ile Miktar Tayini

Kalibrasyon Dogrusu icin Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

25.0 mg standart [zokonazol nitrat hassas olarak tartildi, etanolde
cozilerek 25.0 ml ye tamamlandi. Bdylece elde edilen 1000 pg/ml’lik izokonazol
nitrat ¢ozeltisinden 1.0; 2.0; 3.0; 4.0 ve 5.0 ml'lik ¢dzeltiler alinarak etanolle 10.0’ar
ml ye seyreltildi. Béylece elde edilen 100, 200, 300; 400 ve 500 ug/ml'lik izokonazol
nitrat  ¢ozeltilerinin 289.2 nm‘deki (2. tirev, n=5) tlrev absorbans degerleri

okunarak [zokonazol nitrat igin kalibrasyon grafigi cizildi.

25.0 mg Diflukortolon valerat hassas olarak tartildi, etanolde
¢cozulerek 25.0 ml ye tamamlandi. Buradan 125, 250, 375, 500 ve 625 pl'lik ¢ozeltiler
alinarak herbiri 10.0 ml ye etanol ile seyreltildi. Boylece elde edilen 5, 10, 15, 20 ve
25 pg/mllik c¢ozeltilerin 262 nm‘deki (2. tirev, n=9) tlrev absorbans degerleri

okunarak Diflukortolon valerat igin kalibrasyon grafigi cizildi.

Izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat iceren kremden 2.5 g
hassas olarak tartildi. Bu krem, bir beher icinde baget yardimiyla Uzerine
kuguk hacimlerde etanol eklenerek karistirildi. Boylece daha az yogun
heterojen yapiya sahip bir karisim olusturuldu ve 10 dakika ultrasonik
banyoda karistirildi. Beher, etanolle yikanarak ¢ozelti balonjojeye aktarildi
ve 25.0 ml ye etanolle tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1.0 ml alinarak etanolle
10.0 ml ye seyreltildi. Béylece elde edilen 100 ug/ml [zokonazol nitrat ve 10
ug/ml Diflukortolon valerat iceren krem ¢ozeltisinin 289.2 nm (2. turev, n=5)
ve 262 nm (2. turev, n=9) lerdeki tirev absorbans degerleri okundu ve ayni
dalga boylarinda gizilen kalibrasyon dogrulari yardimiyla kremin igerdigi

Izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat miktarlari hesaplandi.
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Ill. 5. 2. Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi Yontemi ile Miktar Tayini

Kromatografik kosullar Kolon:
C 18 Phenomenex (250x4.6 mm) Hareketli
faz: Metanol- deiyonize su (80:20, h/h) Enjeksiyon hacmi:
25yl Akis hizi: 1 ml/dakika

Dedeksiyon: UV, 220 nm

Kalibrasyon Dogrusu icin Kullanilan Cozeltinin Hazirlanmasi

50.0 mg lzokonazol nitrat hassas olarak tartildi ve metanolde
¢6zulip 25.0 ml ye tamamlandi (2000ug/ml). Buradan 75, 150, 300, 600 ve1200pul’lik
¢ozeltiler alinarak 10.0 ml ye mobil fazla tamamlandi. Bdylece elde edilen 15, 30,
60,120, 240 pg/ml lik gbzeltiler kullanilarak izokonazol nitrat igin kalibrasyon dogrusu

olusturuldu.

24.0 mg Diflukortolon valerat hassas olarak tartildi ve metanolde
¢OzUlip 25.0 ml.ye tamamlandi (960ug/ml). Buradan 62.5; 125; 250; 500 ve 625
ul'lik cozeltiler alinarak 10.0 ml.ye mobil fazla tamamlandi. Boylece elde edilen 6, 12,
24, 48 ve 60 pg/ml lik ¢ozeltiler kullanilarak Diflukortolon valerat igin kalibrasyon

dogrusu olusturuldu.

Izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat igeren kremden 2.5 g
hassas olarak tartildi. Bu kreme, bir beherde baget yardimiyla az miktarda
metanol ilavesiyle daha az yogun heterojen bir karigim elde edildi. Bu
karisim ultrasonik banyoda 10 dakika karistirildi ve 25.0 ml. lik balonjojeye
aktarilarak metanolle hacme tamamlandi. Bu c¢ozelti 10 dakika daha
ultrasonik banyoda karistirilarak kremin iyice ¢ozUnmesi saglandi. Bu
¢ozeltiden 1.0 ml alinarak mobil fazla (metanol-deiyonize su, 80:20) 10.0 ml
ye tamamlandi. Bdylece elde edilen 100 ug/ml izokonal nitrat ve 10 pg/ml
Diflukortolon valerat igeren krem ¢ozeltisi 5 dakika sure ile santrifij edildi ve
suzulerek kromatografik sisteme verildi. Elde edilen kromatogramdan pik
alanlari Olgulerek kalibrasyon dogrulart yardimiyla kremin icerdigi

Izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat miktarlari hesaplandi.
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111.5.3. Geri Kazanim

111.5.3.1. UV Turev Spektrofotometrisi Yontemi ile Geri Kazanim

Kremde izokonazol nitrat Geri Kazanimi

Belirtilen kosullarda hazirlanmis 100 pg/ml izokonazol nitrat
iceren krem gozeltisi Uzerine 20 pg/ml stok lzokonazol nitrat g¢ozeltisi
eklendi Elde edilen ¢gozeltinin 289.2 nm (2. tlrev, n=5) deki turev absorbans
degerleri okundu ve ilgili kalibrasyon dogrularindan hareketle % geri

kazanim degerleri hesaplandi.

Kremde Diflukortolon valerat Geri Kazanimi

Belirtilen kosullarda hazirlanmis 10 pg/ml  Diflukortolon
valerat igeren krem c¢ozeltisi Uzerine 10 pg/ml stok Diflukortolon valerat
cozeltisi eklendi. Elde edilen ¢dzeltinin 262 nm (2. tlrev, n=9)deki tirev
absorbans degerleri okundu ve ilgili kalibrasyon dogrularindan hareketle %

geri kazanim deg@erleri hesaplandi.

111.5.3.2. Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi Yontemi ile Geri Kazanim

1.0 g krem hassas olarak tartildi ve belirtilen kosullarda 25.0
ml metanolde ¢dzuldu. Bu ¢ozeltiden 2.0 ser ml alinip tGzerine 1000 pg/ml
lik standart izokonazol nitrat ¢ézeltisinden 50.0 pl ve 40.0 ul, 1000 pg/ml lik
standart Diflukortolon valerat ¢ozeltisinden 4.0 ul ve 3.0 ul eklenerek 10.0
ar ml ye tamamlandi. Elde edilen 85 pg/ml ve 84 ug/ml lik /zokonazol nitrat,
ve 12 ug/ml ve 11 pg/ml lik Diflukortolon valerat ¢ozeltilerinin
kromatogramlarindan okunan pik alani degerlerinden hareketle ilgili

kalibrasyon dogrularini kullanarak % geri kazanim degerleri hesaplandi.
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IV. BULGULAR

IV.1. UV Tirev Spektrofotometrisi Yontemi ile Elde Edilen Bulgular

IV.1.1. On Calisma Sonuclari

IV.1.1.1.izokonazol Nitrat ve Diflukortolon valeratin UV Spektrumlari

Belirtilen  sekilde hazirlanan  ¢ozeltilerin  spektrumlari,

asagidaki sekillerde gorulmektedir.

+1.00A []
0. 200 1
(ADIV) |
III\-‘/mll
+0 .00 A , N ,
NM
200.0 50. 0 (NM/DIV.) 400.0

Sekil 5. izokonazol nitratin etanolde 100 pg/ml’lik gézeltisinin UV spektrumu
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+1.00A
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200.0 50 . 0 (NM/DIV.) 400.0

Sekil 6. Diflukortolon valeratin etanolde 10 ug/ml’lik ¢ézeltisinin UV spektrumu

IV.1.1.2. Sentetik Karisimin UV Spektrumu

+1.00A l
0.200 |
(A/DIV.) \
"..ﬂlll
+0.00A ; \ - NM
200 .0 50 0 (NM/DIV ) 400.0

Sekil 7. 100 ug/ml izokonazol nitrat ve 10 pg/ml Diflukortolon valerat igeren
etanolde hazirlanmig sentetik karigim ¢ozeltisinin UV spektrumu
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IV.1.1.2. Krem Cozeltisinin UV Spektrumu
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Sekil 8. 100 pg/ml izokonazol nitrat ve 10 pg/ml Diflukortolon valerat igeren etanolde
hazirlanmig krem ¢ézeltisinin UV spektrumu

1V.1.1.3. Sentetik Karisim ve Krem Coézeltilerinin Spektrumlari

Lot} N}
=%
5
"
Td’
8
ES
2
H

j xdn)

A o
Z2Eg .8 S@.acHM-sDIU. 2

[}

=)
Ju
[ 1]
]

+8.

Sekil 9. Ayni miktar (100 pug/ml izokonazol nitrat ve 10 pg/ml Diflukortolon valerat)
iceren etanolde hazirlanmig sentetik karisim ve krem c¢ozeltilerinin UV

Spektrumlari
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1V.1.1.4. Farmasotik Kremdeki Katki Maddelerinin UV Spektrumlari

Petrolatum

+1 .80/

=5
o®

+8.88h8

2068 .08

S58.8(HHM-DIV.) 488

Sekil 10. Petrolatumun etanol icindeki 480 pg/ml’'lik ¢ézeltisinin UV spektrumu

Polisorbat 60
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Sekil 11. Polisorbat 60’in etanolde 31000 pg/ml’lik ¢6zeltisinin UV spektrumu
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Setostearil Alkol

+1.00A

0.200
(A/DIV.)

400.0
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NM/DIV.)
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200.0

Sorbiton Stearat

Sekil 12. Setostearil Alkol’iin etanolde 2100 pg /ml’lik gozeltisinin UV spektrumu
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Sekil 13. Sorbiton stearat’in etanolde 1800 pg/ml’'lik ¢ézeltisinin UV spektrumu
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Di Sodyum EDTA
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Sekil 14. Di Sodyum EDTA’nin distile suda 2500 pg/ml’lik gozeltisinin UV spektrumu
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I
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Sekil 15. Di Sodyum EDTA’nin etanolde 160 pg/ml’likgozeltisinin UV spektrumu
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Sivi Vazelin
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Sekil 16. Sivi vazelinin etanolde 2500 pg/ml’lik ¢ézeltisinin UV spektrumu

IV.1.2. Calisma Dalga Boylarinin Secimi

100 ug/ml izokonazol nitrat ¢ozeltisi(1), 10 ug/ml Diflukortolon
valerat ¢ozeltisi(2) ve esdeger miktarda [zokonazol nitrat (100 pg/ml) ve
Diflukortolon valerat(10 ug/ml) igeren krem ¢ozeltisi(3) hazirlandi. (1), (2) ve
(3) no.lu gozeltilerin 2. tirev (n = 5) spektrumlari ve [zokonazol nitrat tayini
icin segilen dalga boyu (289.2 nm), Sekil 17°de gosterilmistir. (1), (2) ve (3)
no.lu ¢ozeltilerin 2. tirev (n=9) spektrumlari ve Diflukortolon valerat tayini

icin secilen dalga boyu (262 nm) ise Sekil 18’de gosterilmigtir.

- 47 -



289.2 nm
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Sekil 17. (a)100 pg/ml izokonazol nitrat (b)10 pg/ml Diflukortolon valerat (¢) 100 pg/ml
Izokonazol nitrat ve 10 ug/ml Diflukortolon valerat iceren krem ¢oézeltisinin 2.tirev (n=5 )

spektrumlari
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Sekil 18. (a)100 ug/ml izokonazol nitrat (b)10 pg/ml Diflukortolon valerat (c)100 ug/ml
izokonazol nitrat ve 10 pg/ml Diflukortolon valerat igeren krem ¢dzeltisinin 2.tirev (n=9 )
spektrumlari
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IV.1.3. Kremlerde UV Tiirev Spektroskopisi Yontemi ile izokonazol nitrat

ve Diflukortolon valerat Miktar Tayini Sonuclari

Kremlerde izokonazol nitrat miktar tayini icin 2. tiirev (n=5)
spektrumunda 289.2 nm. de cizilen kalibrasyon dogrusu Sekil 19. da

gOsterilmisgtir.

y = 1,741x103C+ 1,49x1072
1 - r = 0.9998
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Derigsim(ug/mL)

Sekil 19. UV Tiirev Spektrofotometrisi yontemiyle (289.2 nm, 2.tiirev n=5) jzokonazol
nitrat tayininde kullanilan kalibrasyon dogrusu Derisim araligi =
100-500 pg/ml

Kremlerde Diflukortolon valerat miktar tayini icin 2. turev
(n=9) spektrumunda 262 nm. de c¢izilen kalibrasyon dogrusu Sekil 20. de
gOsterilmisgtir.

-50 -



y = 5,62x103C - 5,30x107
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Sekil 20. UV Tirev Spektrofotometrisi ydontemiyle (262 nm, 2.tiirev n=9) Diflukortolon
valerat tayininde kullanilan kalibrasyon dogrusu Derigim araligi = 5-25

Hg/ml

Yéntemde calisma arali§i izokonazol nitrat icin 100-500
ug/ml, Diflukortolon valerat igin 5-25 pg/ml olarak alinmistir. jzokonazol
nitrat ve Diflukortolon valerat igin sirasiyla LOD degerleri 2,63 pg/ml ve
0.54 upg/ml, LOQ degerleri ise 8,78 pg/ml ve 1.78 pg/ml olarak

hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 1. de gosterilmigtir.
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Tablo 1.

UV tiirev spektrofotometrisi Yontemiyle elde edilen analitik parametreler

Izokonazol nitrat Diflukortolon valerat
Dogrusal ¢alisma araligi(ug/ml) 100-500 5-25
Egim 1.741x107° 5.62x107°
Standart Sapma 2.28x10° 4.03x10™
Kesisim 1.49x107 -5.3x10°
Standart Sapma 7.58x107° 6.68x10°
Korelasyon katsayisi 0.9998 0.9923
*LOD (pg/ml) 2.63 0.53
**LOQug/ml) 8.78 1.78
Tekrar edilebilirlik (SS) Glin ici:0,66 Gun ici:0,16
Gunler arasi:0,62 Gunler arasi:0,17

* LOD: Yakalama alt siniri (Limit of Detection)
**LOQ: Tayin alt siniri (Limit of Quantification)

Kremlerde UV turev spektrofotometrisi yontemiyle elde edilen

Izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat miktar tayini sonugclari Tablo 2 ve

Tablo 3. de gosterilmistir.

Tablo 2. Kremlerde UV Tiirev Spektrofotometrisi Yontemiyle izokonal nitrat Miktar

Tayini Sonuglari

Belirtilen Miktar
Numune No. Mg/1g krem 10 mg/1 g krem
1 9.59 Xort=9.82
2 9.89 SS=0.19
3 9.82 %BSS =2.03
4 9.71 GA=9.63 - 10.01
5 10.12 (p=0.05)
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Tablo 3. Kremlerde UV Tiirev Spektrofotometrisi Yontemiyle Diflukortolon valerat
Miktar Tayini Sonuglari

Belirtilen Miktar
Numune No. mg/1g krem 1.0 mg/1 g krem
1 1.03 Xor=1.0
2 0.94 SS =0.04
3 1.00 %BSS = 3.67
4 1.00 GA=0.97-10.03
5 1.03 (p=0.05)

IV.2.Yliksek Performansli Sivi Kromatografisi ile Elde Edilen Bulgular

IV.2.1. On Calisma Sonuclari

SADA A, Wiavelength=220 nm (EDAAE G 1000107
mll 3 ( )
GO0 + - a
S00 +
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3004
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100
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Sekil 21. (a)100pg/ml izokonazol nitrat  (b) 100ug/ml Diflukortolon valerat (c)
100ug/ml Izokonazol nitrat ve 100ug/ml Diflukortolon valerat igeren sentetik karigim
¢ozeltilerinin kromatogramlari
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Sekil 22. Krem gozeltisi kromatogrami (a)izokonazol nitrat, (b)Diflukortolon valerat

IV.2.2. Kremlerde Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi Yontemi ile
[zokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat Miktar Tayini Sonuclari

Kremlerde izokonazol nitrat miktar tayini icin kalibrasyon
dogrusu Sekil 23. de gdsterilmistir.

y = 10,592x - 31,407
3000 + r=0,9998

2500 -
2000 -
1500 -
1000 -

500 -

0 50 100 150 200 250 300

Sekil 23. HPLC ydntemiyle izokonazol nitrat tayininde kullanilan kalibrasyon
dogrusu
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dogrusu Sekil 24. de gosterilmistir.

Kremlerde Diflukortolon valerat miktar tayini igin kalibrasyon

1600 -
1400 -
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200 -

y = 25,172x + 3,1837

r=0,9995

10 20

40

60 70

Sekil 24. HPLC yontemiyle Diflokortolon valerat tayininde kullanilan kalibrasyon

dogrusu

Diflokortolon valerat

Belirtilen Kromatografik kosullarda Jzokonazol nitrat  ve

gOsterilmisgtir.

icin elde edilen dogrusal parametreler Tablo 4.de

Tablo 4. Kromatografik kosullarda izokonazol nitrat ve Diflokortolon valerat igin
elde edilen dogrusal parametreler

izokonazol nitrat Diflokortolon valerat
Dogrusal galisma 15-240 6-60
arahgi(ug/ml)
Egim 10.592 25172
Standart sapma 1.15 0.41
Kesisim -31.407 3.1837
Standart sapma 19.19 15.15
Korelasyon katsayisi 0.9998 0.9995
LOD(ug/ml) 0.25 0.45
LOQ (ug/ml) 0.82 1.5
Tekrar edilebilirlik (SS) Glin ici:0.83 Gilinici:0.40
Gunler arasi:0.68 Gunler arasi:0.31
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Yontemde sistem uygunluk testleri yapilmig, elde edilen
sonugclar Tablo 5 de gosterilmistir.

Tablo 5. HPLC yénteminde sistem uygunluk testi sonuglari

Parametreler izokonazol nitrat Diflukortolon valerat
. 2
Teorik tabaka sayisi 21.77x10° 51,84x10
Kapasite faktori 5 16
Pik Asimetrisi 1,25 3,20
Segcicilik faktorl 3.2
Rezollsyon 5,39

Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi ydntemiyle elde
edilen Jzokonazol nitrat sonuglari Tablo 6.da ve Diflukortolon valerat

sonuglari Tablo 7.de gosterilmigtir.

Tablo 6. Kremlerde HPLC Yéntemiyle izokonal nitrat Miktar Tayini Sonuglari

Belirtilen Miktar
Numune No. mg/1g krem 10 mg/1 g krem
1 10.21 Xort=10.11
2 10.06 SS=0.28
3 10.54 %BSS =2.80
4 9.78 GA =9.84-10.38
5 9.99 (p=0.05)
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Tablo 7. Kremlerde HPLC Yontemiyle Diflukortolon valerat Miktar Tayini Sonuglari

Belirtilen Miktar
Numune No. mg/1g krem 1 mg/1 g krem
1 1.04 Xort=1.03
2 1.03 SS =0.02
3 1.01 %BSS =1.63
4 1.05 GA=1.02-1.04
5 1.04 (p=0.05)

IV.3. Geri Kazanim Sonuglari

IV.3.1. Kremlerde UV Tulrev Spektrofotometrisi Yontemiyle Geri Kazanim

Sonuglari

Kremlerde UV Turev Spektrofotometrisi yontemiyle belirtilen

kosullarda yapilan geri kazanim calismalari sonuglari zokonazol nitrat igin

Tablo 8. de, Diflukortolon valerat icin Tablo 9. da gdsterilmigtir.

Tablo 8. Kremlerde UV Tiirev Spektrofotometrisi Yéntemiyle izokonazol nitrat Geri

Kazanim sonuglari

Numune No. % lzokonazol nitrat
1 98.90 Xort = 99.67
2 98.27 SS=1.13
3 100.00 %BSS =1.13
4 101.20 GA=98.60 — 100.74
5 100.00 (p=0.05)
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Tablo 9. Kremlerde UV Tiirev Spektrofotometrisi Yontemiyle Diflukortolon valerat

geri kazanimi sonuglari

Numune No. % Diflukortolon valerat
1 100.00 Xort= 102.03
2 102.77 SS =2.00
3 102.77 %BSS = 1.96
4 104.62 GA=100.12 - 103.94
5 100.00 (p=0.05)

IV.3.2. Kremlerde HPLC Yontemiyle Geri Kazanim Sonuclari

Kremlerde, HPLC yontemiyle yapilan geri kazanim galismasi

sonuclari [zokonazol nitrat icin Tablo 10.da, Diflukortolon valerat igin Tablo

11. de gOsterilmigtir.

Tablo 10. Kremlerde HPLC Yontemiyle izokonazol nitrat Geri Kazanimi sonuglari

Numune No. % lzokonazol nitrat
1 97.58 Xort = 98.46
2 95.88 SS =229
3 98.33 %BSS =2.33
4 102.14 GA=96.28 — 100.64
5 98.33 (p=0.05)

Tablo 11. Kremlerde HPLC Yontemiyle Diflukortolon valerat geri kazanimi sonuglari
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Numune No.

% Diflukortolon valerat

1 95.91
2 103.09
3 98.27
4 100.21
5 99.57

Xort = 99.41
§S =263
%BSS = 2.65
GA=96.9 - 101.92

(p=0.05)

IV.4. UV Tirev Spektrofotometrisi ve HPLC Yontemleri ile Elde Edilen
Sonuglarin Karsilasgtiriimasi

UV turev spektrofotometrisi ve HPLC yontemleri ile elde edilen

Izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat miktar tayini sonuclari, dogruluk

acisindan student t testi, kesinlik agisindan Fisher testi ile karsilastiriimisg,

elde edilen sonuglar Tablo 12 ve Tablo 13. de gosterilmistir.

Tablo 12. Kremlerde izokonazol nitrat Sonuglarinin Karsilagtiriimasi

Student t

UV Tirev — HPLC

tHesapIanan(1 87) < ’[Tablo(z-?’1 ) p=005

Fisher

UV Tirev — HPLC

FHesapIanan (201 ) < FTabIo(6-31 )
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Tablo 13. Kremlerde Diflukortolon valerat Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Student t

UV Tirev — HPLC

tHesapIanan (1 91 ) < tTabIo(2-31 )

p=0.05

Fisher

UV Tirev — HPLC

FHesapIanan (586) <FTablo(6-31 )

-61 -



V. SONUGC ve TARTISMA

Calismada izokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat iceren
antifungal ve antiiflamatuvar 6zellikteki farmasétik kremlerde etken madde
miktar tayini icin yontem gelistiriimesi hedeflenmigtir. Bu amacgla kremin
icerdigi standart [zokonazol nitrat ve Diflukortolon valerat etanolde
¢6zulmus ve 200-400 nm dalga boyu arahidinda UV spektrumlari alinmistir.
Spektrumlarda, her iki etken maddenin birbirleri Gzerinde girisim etkileri
oldugu goézlenmistir. Tayin icin tirev spektrofotometrisi ydonteminin kullanimi
disiinilmus, bu amacla krem etiketinde belirtilen miktarlarda izokonazol
nitrat ve Diflukortolon valerat igeren sentetik karigim ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Ayrica esdeger miktarlarda etken maddeleri igeren krem ¢odzeltisi ayni
kosullarda hazirlanmistir. Ancak esdeger miktarlarda etken maddeleri
iceren sentetik karisim ve krem c¢oOzeltilerinin  spektrumlarinin  tlrev
spektrofotometrisi yontemiyle tayini guglestirecek sekilde farklilastigi
g6zlenmigstir. Bu farkhligin krem igerigindeki etken madde miktarlarinin
etikette belirtilen oranlardan farkli olmasi halinde veya krem icerigindeki
katki maddeleri nedeniyle olabilecegi dugsunulmustur. Krem etiketinde
isimleri belirtiimeyen katki maddeleri igin ilag firmasindan bilgi alinarak katki
maddelerinin de ayni kosullarda spektrumlari alinmistir. Bu sirada katki
maddesi miktarlari  spektrum verebilecek rastgele araliklarda ve
olabildigince yuksek derisimlerde secilmigtir. Laboratuvarda ticari preparat
benzeri bir preparat hazirlanmasi yoluna gidilmemesinin nedeni, bu yolla da

girisim etkilerinin elimine edilemeyecegi dusuncesidir.

Bilindigi gibi turev spektrofotometrisi yontemi, normal
spektrumda birbirleri Uzerinde artirici absorbans etkisi gostererek tayin igin
uygun bir dalga boyu secilemeyen analitlerin tlrev spektrumlari araciligiyla

birbirlerinin tlirev absorbans degerlerinin sifir oldugu dalga boyunda tayin
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edilmeleri esasina dayanmaktadir. Ancak bu tur bir analizin yapilabilmesi
icin sentetik karisim ¢ozeltisi ile esdeger miktarda etken madde igeren krem
¢Ozeltisinin  spektrumlarinin  6rtiusmesi gerekir. Oysa burada her iki
spektrum farklilik gdstermekte dolayisiyla tlrev spektrumlarinda tayin
imkansiz hale gelmektedir. Bu durumda krem spektrumu ile sentetik
karisim spektrumunun farkli olmasina neden olan girisim yapici madde
tanimlanmadan tayin vyollari aranmistir. Bu amagla kremin igeriginde
etikette belirtilen derisimlerde etken madde oldugu varsayilarak bir yontem
gelistirilmistir. 100 ug/ml izokonazol nitrat ¢dzeltisi ve 10 pg/ml Diflukortolon
valerat gozeltisi hazirlanmigtir.  Ayrica 100 pyg/ml izokonazol nitrat ve 10
ug/ml Diflukortolon valerat igeren krem ¢ozeltisi hazirlanmistir. izokonazol
nitrat'n  Diflukortolon valerat’a orani krem etiketinde belirtilen oranlardir.
Burada belirleyici olan etken madde derisimleri ile krem igeriginin tam ve
esit miktarlarda olmasidir. Daha sonra [zokonazol nitrat miktar tayini igin
Diflukortolon valerat ¢dzeltisinin tirev absorbans degerinin sifir oldugu ve
krem gozeltisinin spektrumunun jzokonazol nitrat ¢ézeltisinin spektrumuyla
timuyle ortistigu dalga boyu arastinilmistir. Diflukortolon valerat miktar
tayini igin de [zokonazol nitrat ¢dzeltisinin tlrev absorbans degerinin sifir
oldugu ve krem c¢ozeltisinin spektrumunun Diflukortolon valerat ¢ozeltisinin
spektrumuyla timuyle ortistigu dalga boyu arastiriimistir. Bu yaklagimin
amaci girisime neden olan madde tanimlanmadiginda tayini olasi kilmaktir.
Izokonazol nitrat igin sadece Diflukortolon valeratin tiirev absorbans
degerinin sifir oldugu dalga boyunu kullanmak yeterli degildir, Diflukortolon
valeratin turev absorbans degerinin sifir oldugu dalga boyunda krem
spektrumunda izokonazol nitrat ile ayni tiirev absorbans degerini verecek
dalga boyu arastirilmigtir. Standart /zokonazol nitrat ve kremdeki
Izokonazol nitrat derisimleri ayni oldudu igin o dalga boyunda Diflukortolon
valerattan ve tanimlanmayan diger maddelerden gelen herhangi bir girigsim
olmadigi varsayllmistir. Bu amagla standart izokonazol nitrat ¢ézeltisinin,
standart Diflukortolon valerat ¢ozeltisinin ve esdeger miktarlarda etken

maddeler iceren krem ¢ozeltisinin 1.2.3. ve 4. tlrev derecesinde her bir
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turev derecesi icin 9 farkli n degeri (AA) kullanarak 36 spektrumu alinmigtir.
Ayni tirev ve n derecesindeki lger spektrumun (fzokonazol nitrat,
Diflukortolon valerat ve krem) tum skalalari egslestirilerek teker teker
cakistirilmistir. Bu yolla izokonazol nitrat tayini igin 289.2 nm (2. tiirev, n=5)
dalga boyu segcilmigtir. Ayni yaklagimla, Diflukortolon valerat tayini i¢in de
262 nm (2. trev, n=9) secilmistir. Bu dalga boylarinda gizilen kalibrasyon
dogrulari araciligiyla yapilan miktar tayini galismalari dogru, kesin ve
tekrarlanabilir sonuglar vermigtir. Ayrica elde edilen % geri kazanim
degerleri de 6nerilen yontemin dogrulugunun goéstergesidir. Grubumuzun
bu yontemle suruplarda etken madde miktar tayini calismasi da

mevcuttur®.

Spektrofotometrik ¢alismalar boyunca ¢dzlicu olarak etanol
kullanilmig, kremden etken maddelerin alinmasi i¢in azar azar etanol
eklenmesi ile emdulsiyon olusumu engellenmistir. Numune hazirlama

asamasi basit ve hizhdir, sadece sizme iglemi gerektirir.

Yapilan literatir taramalarinda adi gegen etken maddelerle
ilgili cok az sayida miktar tayini ¢alismasina rastlanmistir. Bu ¢alismalarin
higbiri, her iki etken maddeyi birlikte iceren preparatlar Uzerinde degildir.
Izokonazol nitrat tayini igin BP ve EP, potansiyometrik bir yontem,

Diflukortolon valerat tayini igin de BP kromatografik bir ydntem o6nermistir.

Calismamizda, karsilastirma yontemi olarak, kremlerde etken
madde miktar tayini icin bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde
ayirma iglemi igin C 18 kolon (250x4.6 mm), hareketli faz olarak
metanol:deiyonize su (80:20) karisimi kullaniimis ve UV dedektdér 220 nm
ye ayarlanmistir. Calismada alikkonma zamanlari izokonazol nitrat icin
1.84, Diflukortolon valerat igin 5.39 dakika olarak bulunmustur. Derisime
karg! pik alanlari kullanilarak gizilen kalibrasyon dogrulari aracihigiyla etken

maddelerin kantitatif tayinleri gerceklestiriimistir.
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Her iki yontemden elde edilen sonuglar, tezin Bulgular
boliminde ayrintili  sekilde g&steriimistir.  iki ydntem  sonuglari
tekrarlanabilirlik agisindan Fisher testi, dogruluk acisindan da Student t testi
ile kiyaslanmis ve sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi goéraimustar.
Onerilen  spektrofotometrik ~ yéntem,  Yiksek Performansli  Sivi
Kromatografisi yontemine goére nispeten kolaydir ve daha az ¢ozlcu
sarfiyatina neden olmaktadir. Ancak Yuksek Performansh Sivi
Kromatografisi yontemiyle elde edilen LOD ve LOQ degerleri, bu ydntemin
dusuk miktarlarda etken madde analizlerinde Onerilebilecegini

gOstermektedir.

Sonugta her iki yontem de duslk standart sapma degerleriyle
kesinlik ve tekrarlanabilirlik, % geri kazanim calismalari sonuglari ile
dogruluk ve kalibrasyon dogrularinin egim degerleriyle hassasiyet

acisindan olumludur ve rutin analizler igin onerilebilir.
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Vil . OZET

Farmasotik Kremlerde UV Tirev Spektrofotometrisi ve Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi Yontemleriyle izokonazol nitrat ve

Diflukortolon valerat Miktar Tayini

Calismamizda bir antifungal etkili ilag etken maddesi olan
Izokonazol Nitrat (iZO) ve antienflamatuvar etkili ilag etken maddesi
Diflukortolon Valerat'| (DIF) kombine iceren kremlerde ayni anda miktar
tayini UV turev spektroskopisi yontemi temel alinarak yapiimig ve gelistirilen
HPLC yéntemi ile sonuglar kiyaslanmistir. Spektrofotometrik yéntemde iZO
igin 2. tirev n=5 de 289.2 nm de, DIF icin 2.tlrev n=9 da 262 nm de miktar
tayinleri yapiimistir. C6zucu olarak etanol kullaniimigtir. Dogrusal ¢alisma
arah@ iZO icin 100-500 pg/ml, DIF igin 5-25 pg/ml olarak alinmistir.
Ortalama % geri kazanim degerleri iZO i¢in %99.67, DIF igin %102.03 ve
% bagil standart sapma degerleri iZO icin % 2.03, DIF icin %3.67 olarak
bulunmustur. Ayrica geligtiilen HPLC yonteminde kolon olarak
Phenomenex kolonu (250x4.6 mm), mobil faz olarak metanol:deiyonize su
(80:20), akis hizi 1 ml/dak kullaniimis ve UV dedektort ile 220 nm.de
dedeksiyon yapilmistir. Alikonma zamanlari iZO igin 1.8 DIF igin 5.4
dakikadir. HPLC ydéntemindeki dogrusal ¢alisma araligi iZO igin 15-240
ug/ml DIF icin 6-60 pg/ml, % geri kazanim sonuglari iZO igin %98.46 DIF
icin %99.41, % bagil standart sapma degerleri ise iZO icin % 2.8, DIF igin
%1.63 olarak bulunmustur. HPLC yontemi ile UV turev spektrofotometrisi
sonuglari istatistiksel olarak dogruluk ve kesinlik agisindan birbirleri ile
kargilastirilmis ve iki yontem arasinda anlamli bir fark olmadigi

goOzlenmigtir.

Anahtar kelimeler: izokonazol Nitrat, Diflukortolon Valerat,

UV tiurev spektroskopisi, HPLC, kantitatif analiz, es zamanli analiz

- 66 -



VII. SUMMARY

Quantitative Determination of Isoconazole nitrate and Diflucortolone
valerate in their Binary Mixtures by Derivative UV Spectrophotometry
and HPLC

In this study, in combined creams which contain an antifunfal
drug Isoconazole nitrate(ISO) and antiinflammatory drug, Diflucortolone
valerate (DIF), simultaneous quantitative determination of active
substances were determined Derivative UV spectrophotometry and
obtained results were compared with those obtained developed HPLC
method. In spectrophotometric method, quantitative determinations were
performed 289.2 nm (2nd derivative, n=5) for ISO and 262 nm (2nd
derivative, n=9) for DIF and ethanol was used as solvent. Linear calibration
ranges were 100-500 pg/ml and 5-25 pg/ml for ISO and DIF, respectively.
Recoveries and RSD values were 99.67%, 102.03% and 2.03%, 3.67% for
ISO and DIF, respectively. An HPLC method was developed with the use of
Phenomenex column (250x4.6 mm), metanol: deionised water (80:20) as
mobile phase, at 1 ml/min flow rate, and 220 nm wavelenght was used for
detection. Retention times were 1.8 and 5.4 min. for ISO and DIF,
respectively. In HPLC method, linear calibration ranges, recoveries and
RSD values were 15-240 pg/m, 6-60 ug/ml, 98.46% 99.41%, 2.8%,
1.63% for ISO and DIF, respectively. Results obtained from both methods
were statistically compared with each others and it was observed that there

is no difference between these results.

Key words: isoconazole nitrate, Diflucortolone valerate,
derivative UV  spectrophotometry, HPLC, quantitative analysis,

simultaneous analysis
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