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OZET

Antiseptik jel formiilasyonunda klorheksidin hidrokloriir (CLH) ve lidokain hidrokloriir (LIH)
ve antigribal tablet formiilasyonunda ftriprolidin hidroklorlir (TRP) ve ps6doefedrin
hidrokloriir (PSE)’lin bir arada tayini i¢in kismi en kiigiik kareler spektrofotometrik
kalibrasyon yontemi (PLS) gelistirildi.

CLH ve LIH’in PLS yontemiyle analizi igin i¢ seviyeli tam deneysel tasarima gére
kalibrasyon tablosu olusturuldu ve metodun kurulmasi i¢in 9 adet 6rnek hazirlandi. Bu
tasarimda, CLH igin 5, 6, 7 pg mL 1. LIH igin 220, 240, 260 pg mL ! seviyeleri segildi ve
¢ozeltiler metanol:su:formik asit (16:3:1)’ te hazirlandi. 240-310 nm arasinda 5’er nm
araliklarla absorpsiyonlar1 &lgiildii. Jel Ornekleri ise metanol:su:formik asit (16:3:1) te
¢oziilerek hazirlandi  ve absorpsiyonlai kalibrasyon sartlarinda 6lgiildli.  Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan sentetik Orneklerde yapilan analizlerde ortalama geri
kazanim ( %R ) ve bagil tahmin hatas: (%REP) degerleri sirasiyla, CLH igin %99,39 ve
%3,33, LIH i¢in % 100,75 ve %1,52 olarak bulundu. Ikinci bir yontem olarak gelistirilen
tlirev spektrofotometrik yontemde LIH 2. tiirev spektrumu kullamlarak 272-276 nm’de , CLH
ise 1. tiirev spektrumu kullanilarak 290 nm’de tayin edildi. Gelistirilen her iki ySntemin
sonuglari, ortalamalar ve tekrarlanabilirlik agisindan kargilastirildi ve anlamli bir fark
olmadig1 goriildii.

TRP ve PSE ’nin PLS yo6ntemiyle analizi i¢in Ui¢ seviyeli tam deneysel tasarima gore
kalibrasyon tablosu olusturuldu ve metodun kurulmasi i¢in 9 adet Ornek hazirlandi. Bu
tasarimda TRP i¢in 13,15,17 pg mL ', PSE icin 330,360, 390 ug mL ' seviyeleri segildi ve
cozeltiler destile suda hazirlandi. 235-315 nm arasinda 5’er nm araliklarla absorpsiyonlar
Olgtildii. Tablet 6rnekleri ise suda ¢oziilerek hazirlandi ve absorpsiyonlar kalibrasyon
sartlarinda 6lgiildii. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sentetik 6rneklerde yapilan
analizlerde ortalama geri kazanim (%R) ve bagil tahmin hatas: (%REP) degerleri sirasiyla
TRP i¢in % 101,06 ve % 2,8 , PSE igin %99,05 ve %3,86 olarak bulundu. Geligtirilen y6ntem
tirev spektrofotometrik yontemle karsilastinild: ve elde edilen sonuglar arasinda ortalamalar
ve tekrarlanabilirlik agisindan anlamli bir fark olmadig: goriildii.

Anahtar Kelimeler: Klorheksidin HCI, lidokain HCI, triprolidin HCl, ps6doefedrin HCI,
¢oklu kalibrasyon, miktar tayini, PLS, tiirev spektrofotomektrik yontem.
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ABSTRACT

Partial Least- Squares Multivariate Spectrophotometric Method (PLS) was developed for the
simultaneous determination of chlorhexidine HCl (CLH) and lidocaine HCI in anti-septik gel
formulations, triprolidine HCl (TRP) and ps6doephedrine (PSE) in anti-gribal tablet
formultions.

The calibration set for the PLS analysis of CLH and LIH was generated by using a 3- level
full factorial design and 9 samples were used to construct the model. The levels selected for
CLH are 5,6,7 pg mL"! and for LIH are 220, 240, 260 pg mL™ in this design. Calibration
solutions were prepared in methanol:water:formic acid (16:3:1) and absorbances were
recorded between 240-310 nm every 5 nm. Gel samples were prepared by dissolving in
methanol:water:formic acid (16:3:1) and absorbances were recorded in the same conditions of
calibration set.Recovery and relative error of prediction values of synthetic mixtures in
different concentrations were found to be %99,38 and 3,3 for CLH, %100.75 and % 1,52 for
LIH, respectively. Also, the derivative spectrophotometric method was proposed and in this
second method, CLH was analysed at 290 nm, by using 1. derivative spectrophotometric
method, LiH was analysed at 272-276 nm, by using 2. derivative spectrophotometric method.
The proposed both methods were compared and it was found that there is no significant
difference between the mean values and precisions of the obtained results of the two methods.

The calibration set for the PLS analysis of TRPand PSE was generated by using a 3 - level
full factorial design and 9 samples were used to construct the model. The levels selected for
TRP are 13, 15, 17 ug mL™ and for PSE are 330,360,390 pg mL ™ in this design. Calibration
solutions were prepared in water and absorbances were recorded between 235-315 nm every 5
nm. Tablet samples were prepared by dissolving in water and absorbances were recorded in
the same conditions of calibration set. Recovery and relative error of prediction values of
synthetic mixtures in different consantration were found to be %101,06 and 2,8 for TRP, %
99,05 and 3,86 for PSE, respectively. The proposed method was compared and it was found
that there is no significant difference between the mean values and precisions of the obtained
results of the two methods.

Key words: Chlorhexidine HCl, lidocaine HCI, triprolidine HCl, psddoephedrine HC],
multivariate calibration, determination, PLS, derivative spectrophotometric method.
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1. GIRIS

Ilag kalite kontroliinde, analiz yontemlerinin uygulanabilirlii ve dogrulugu Snemli bir yere
sahiptir. Coklu ilag karigumlarinin analizinde, genellikle kullamlan spektrofotometrik ve
kromatografik yontemlerin ¢ogu fazla sayida 6n islem gerektirdigi i¢in, zaman ve madde
kaybina neden olmaktadir. Ayrica kimyasal ve spektral 6zellikleri birbirine benzeyen ilag
maddelerinin, girisim ve diger etkilerden dolay: bilinen yontemler ile analizinde biiyiik
giicliikler meydana gelmektedir.. Bu yontemlere karsi, 6zelikle goklu ilag karigimlarmin
analizinde pratik, ucuz ve giivenilir olmasi nedeniyle iyi bir alternatif olan ¢oklu kalibrasyon
yontemlerinden PLS yOntemi basariyla uygulanmaktadir (Bozdogan vd., 1992, 1994; Aksu
vd., 1998; Ni ve Gong, 1997; Goicoechea ve Olivieri, 1999; Collado vd.,2000; Boeris vd.,
2000; Martos vd., 2000; Ni vd., 2000; Mansilla vd., 2001; Ding¢ vd., 2001,2002).
Calismamizda bu diislinceden yola ¢ikarak gesitli ilag karigimlar: arastirilmig ve antiseptik ve
anestezik etkisiyle etkisiyle antiseptik olarak kullamilan klorheksidin hidrokloriir - lidokain
hidrokloriir karisiminin,; antihistaminik ve dekonjestan etkisiyle soguk alginlig1 tedavisinde
kullanilan triprolidin hidrokloriir - ps6doefedrin hidrokloriir karigtmimin bulundugu ilag
preparatlarinda bu maddelerin tayin edilmesi i¢in PLS yonteminin gelistirilmesi ve diger

spektrofotometrik tekniklerle galigilarak yontemin kiyaslanmast amaglanmugtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Klorheksidin Hidrokloriir

2.1.1 Ozellikleri
(British Pharmacopoeia, 2000)

Kapal1 Formiilii:Cx»H30CINj .2HCI

Yapisal Formiilii:

cl NHCNHCNH (CHy)sNHCNHCNH Cl. 2 HCl

I

b N

1,6-bis ( N°- p - klorofenil- N'- diguanido)heksan hidrokloriir

Molekiil Agirhigr: 578.4 g/mol
Goriiniis ve Renk : Beyaz kristal toz
Erime Derecesi: 132°-136 °C

Coziinlirliigii: Su ve propilen glikolde az, alkolde ¢ok az ¢oziiniir

2.1.2 Farmakolojik Ozellikleri

Antiseptik olarak kullanilir. Antibakteriyel spektrumu genistir. Hem gram pozitif hem de
gram negatif bakterileri oldurtir. Pseudomonoslara karst etkinligi fazla degildir.
Sporlar,viriisler ve aside dayamikli bakterilere etkisizdir. Bazi mantarlara karst fungistatik
etkisi vardir. Cilt ilizerine uygulandifin zaman orada kismen tutulur, tekrarlanarak
uygulandiginda antiseptik etkisi kiimiilatif olarak artar ve uzun siirelidir. Klorheksidin agiz
antisepsisi,cerrahi yaralarin, mesane ve vajinanin irrigasyonu, yamk yaralarin tedavisi ve

periton diyalizi yapilan hastalarda peritonit tedavisi i¢in kullanilabilir (Kayaalp, O., 2000).



2.1.3 Miktar Tayini
Klorheksidin HCI spektrofotometrik, kromatografik ve elektroanalitik olarak tayin edilmistir.

Ilag preparatlarinda klorheksidinin eser miktarda tayini igin bromokresol yesili kullanilarak
stvi-sivi  ekstraksiyonu ile akisa-enjeksiyon spektrofotometrik yontem — gelistirilmigtir
(Calatayud, vd., 1986). Calatayud, vd. (1989), tarafindan yapilan ¢aligmada, atomik
absorpsiyon spektroskopisi kullanmilmig ve yontemde 5-20 ppm arasinda klorheksidin analizi
gergeklestirilmistir. Benzer bir ¢aligma bromfenol-mavisi ile gergeklestirilmis ve 1.10%-1.107

M konsantrasyon aralifinda klorheksidin tayin edilmistir (Ruiz, vd., 1999).

Klorheksidinin kromatografik analizleriyle ilgili ¢esitli ¢aligmalara rastlanmigtir. Bunlardan
birinde, farkli ilag preparatlarinda klorheksidinin  kalite kontrol amagh analizlerinde
kullanmilmak tizere gelistirilen HPLC metodu ile idrar ve kandaki miktar tayini yapilmgstir
(Carolyn, vd., 1982). HPLC metoduyla yapilan bir diger ¢alismada idrardaki klorheksidin
analizi, C;s ters faz kromatografik kolon glasial asit ile pH 5' e ayarlanmig metanol:su (60:40)
hareketli faz kullanilarak gergeklestirilmistir (Marcus, vd., 1984). Serum ve idrardaki
klorheksidinin analiziyle ilgili ¢calismada kromatografik ayirma, 0.005 M sodyum heptan
sulfanat iceren C;3 kolonun metanol-su (70:30) ile sartlandirilmasiyla ger¢eklestirilmigtir
(Linda R.vd., 1986). L. Miribel ve arkadaglari (1983), klorheksidin tayini igin gaz-siv1
kromatografi yontemi, Michel Bauer ve arkadaglar1 (1984), klorheksidin ve tetrasinin birarada
tayini i¢in iyon-gifti sivi kromatografi yontemi geligtirmislerdir. Tiikiiriikte klorheksidin
tayinine yo6nelik gelistirilen HPLC caligmasinda tiikiiriik 6rnegi, metilen klorid ile ekstre
edilmis, kromatografik ayirma C;g kolonda, asetonitril - 0.05 M sodyum asetat ve 0.005 M
heptansiilfanik asit (40:60) hareketli faz sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Lam, vd.,
1993). Diger bir ¢aligmada tiikiiriikteki klorheksidin tayini ise ters faz HPL.C metoduyla
Timo Pesonen vd. (1995) tarafindan bildirilmigtir.

Merhemlerde bulunan beg aktif madde; krotamiton, prednisolon, gliserhitenik asit, dibikain ve
klorheksidinin isokritik ters faz, Cg kolon ve hareketli faz olarak SDS- 2-propanol kullanilarak
HPLC ile es zamanl tayini yapilmistir (Izumoto, vd., 1996). Yine merhemlerdeki yedi aktif
madde; difenirhidramin HCI, dibukain HCL, klorheksidin HCL, fenilefrin HCI, hidrokortizon
asetat, allantoin ve tokoprol asetatin es zamanli tayini hidrofobik etkilesim elektrokinetik
kromatografisiyle yapilmistir (Hitoshi Okomato, 2001). Giinliikk siitlerdeki klorheksidinin
ayrilmasi igin ters faz HPLC yoOntemi gelistirilmigtir. Yontemde mobil faz, pH 3,6 asetat
tamponu ve ters faz kromatografik kolon ile optimize edilerek mobil faza amin modifiyerleri

veya iyon ¢iftleri katilmadan pik rezoliisyonu iyilestirilmistir. (Herbert, vd., 2003).
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Polarografik bir ¢aligmada Jacobsen ve Glyseth (1975), ilag preparatlarindaki klorheksidini
puls polarografisi teknigi kullanarak saptamiglar.Vert ve arkadaglar1 (1983) ise proguanil ve
klorheksidini polarografik yontemle tayin etmiglerdir.

Ayrica klorheksidinin voltametrik davramigindan yararlanilarak dis macunlarindaki
klorheksidin, aluminyum florid ve sodyum florid ile birarada pik siyirma metodu ile tayin
edilmistir (Lai-Hao wang, 2001).

2.2 Lidokain (Lignokain) Hidrokloriir

2.2.1 Ozellikleri

(Florey, 1986; Moffat, 1986)
Kapali Formiilii: C;4H»n N> O.HCLH,O

Yapisal Formtilii:

A
l'N_CO_CHz_N(Csz)Z

HaC
3 CH,

HC!

2-Dietilamino-2', 6'-asetokislidid hidrokloriir

Molekiil Agirligi: 288,8 g/mol

Elementel Bilegimi: C (%58,22), H (%8,72), N (%9,7)

Goriiniis ve Renk: Beyaz, kristalize, kokusuz

Erime Derecesi:76-79°C

pKa: 7,9 (25 °C)

Renk Testi: Sudaki %2’lik ¢ozeltisine 1 mL nitrik asit ve 3 mL civa nitrat eklendiginde olusan
renk sar1 veya sari-yesil.

Coziiniirligi: 1 mg’1 0,7 mL su, 1,5 mL etanol ve 40 mL kloroform i¢inde ¢6ziiniir. Eterde
¢bziinmez.

UV Spektrumu: Suda 262 ve 271 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir.

IR Spektrumu: Baglica pikler (KBr disk ile) 1662,1495, 762, 1204, 1086 cm™ dedir.



2.2.2 Farmakolojik Ozellikleri

Lidokain anestezik ve antiaritmik olarak kullanilir. Diger anestezikler gibi sadece karacigerde
hidroliz edilerek pargalanir. Lokal anestezik olarak kullanilan soliisyonlarina vazokonstriktor
ila¢ katilmasi mutlaka gerekmez; ¢iinkii ilacin vazadilator etkisi yoktur. Buna ragmen bir ¢ok
lidokain miistahzarina adrenalin katilmigtir. Tek bagina lidokain i¢eren soltisyonu uygulanirsa
etkisi uygulanan konsantrasyona bagl olarak , 1 saat veya daha fazla stirdtigii halde, adrenalin
igeren soliisyonu uygulanirsa etkisi en az 2 saat siirer. Lokal anestezik etkisi, uygulandiktan 3-
5 dakika sonra baglar ve 10-15 dakikada maksimuma erigir. Yiizeysel anestezi igin lidokain
%2 'lik veye %4'liik soliisyonu kullanilir. Ciltteki veya anoraktal bolgedeki lezyonlara kars1 %
2,5 veya %5'lik pomadlar1 uygulanabilir.

Lidokain ayrica ventrikiiler aritmilerin énlenmesi veya tedavisi i¢in i.v. yoldan injeksiyon ve
infiizyon seklinde kullanilir. Bu amagla kullamlacak olan soliisyonun adrenalinsiz olmasina
dikkat etmek gerekir (Kayaalp, O., 2000 ).

2.2.3 Miktar Tayin Yontemi
Lidokain HCI titrimetrik, spektrofotometrik, kromatogrofik olmak {izere bir¢ok yéntemle

tayin edilmisgtir.

Titrimetrik olarak lidokain HCI, glasial asetik asit iginde civa asetatli ortamda ve kristal
viyole indikatorliigiinde perklorik asitle tayin edilmigtir. Bir bagka calismada ise,
diklorometan ve hekzadesilpiridinyumkloriir eklenerek 0,1 M NaOH ile potansiyometrik
olarak analizi yapilmigtir (Florey, 1985). Son yillarda Issa vd. (1995), lidokain-kobalt
tiyosiyonat, lidokain-fosfomolibdat, lidokain-raynekat iyon asosiyasyonuna dayali lidokain
se¢ici PVC membran elektrod gelistirmigler ve farmasétik preparatlarda lidokain HCI tayinini

potansiyometrik yéntemle gergeklestirmislerdir.

Lidokainin ¢esitli ila¢ karnsimlarmmda birkag spektrofotometrik tayinine rastlanmigtir. Bu
¢aligmalardan birinde lidokain HCI, kokain yaninda 0,1 M HCI’li ortamda 2. tlirev spektrumu
kullamlarak 270,5 - 267,7 nm’de (pik-pik) analiz edilmistir (Arufemertinez vd., 1989).
Lidokain ve baz lokal anesteziklerin tayini igin gelistirilen bir ¢aligmada ise haematoksilin
reaktifi kullanmilmig ve borik asitli ortamda 555 nm’de kolorimetrik olarak analiz yapilmigtir
(Saleh vd., 1995). Erk ve Onur (1996), lidokain HCI ve analjinin birarada tayini i¢in iki
spektrofotometrik yontem geligtirmiglerdir. Bunlardan birinde tiirev spektrofotometrisi
kullanilmis ve 1. tiirev spektrumundan 232,8 nm’de analjin yaminda lidokain HCI tayini
gerceklestirilmigtir. Diger ¢alismada ise, kobalt nitrat ve potasyum tiyosiyonat varlifinda



lidokain HCI ve analjin kloroforma c¢ekilip 625 nm’de spektrofotometrik olarak analizi
yapilmigtir. Lidokain ve setrimonyum bromiir igeren lidokain analizi 250 nm’de 2. tiirev
spektrumundan yararlamlarak gergeklestirilmistir (Medenica vd., 2000). Son yillarda yapilan
diger spektrofotometrik galismalarda ise lidokain HCI, ¢oklu kalibrasyon tekniklerinden PLS
regresyonu kullanilarak analiz edilmis, daha sonraki yillarda diyod serili detektér (DAD) ile
HPLC kullanmilarak y6ntem gelistirilmigtir. Yontem sivi kromatografisiyle karsilagtirilmig ve
analizin ¢ok daha kisa siirede gergeklestigi goriilmustir (Wiberg vd., 2001, 2002, 2003). Bir
bagka ¢alismada ise lidokain-bromokresol yesili ile iyon assosiyatinin ekstraksiyonuna dayali
akis enjeksiyon yontemiyle spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Nemcova vd., 2001).
El- Hawaray (2002) ilag preparatlarinda lidokain HCl ve amprolium tayinini, amonyum
raynekat (RK) ile iyon-asosiyasyon kompleksi olusturduktan sonra bunlarin anorganik metal
komplekslerini kullanarak atomik absorpsiyon spektroskopisi ile gerceklestirilmisgtir.

Lidokainin kromatografik analizi ile ilgili bircok ¢alima yapilmigtir. Florey (1985,1986),
biyolojik sivilarda ve ilag preparatlarinda lidokain tayini ile ilgili HPLC ve gaz
kromatografisiyle yapilmig tiim ¢aligmalar ve ilgili kromatografik sartlar1 simiflandirmagtir.

Son yillarda da HPLC ile yapilmig gesitli ¢alismalara rastlanmaktadir. Bu g¢aligmalardan
birinde serum ve plazmada lidokain ve metabolitlerinin analizi i¢in C;s3 kolon ve 0,05
M potasyumdihidrojen fosfat (pH 4): asetonitril (86:14) mobil faz kullanilmig, 205 nm’de
tayin gergeklestirilmigtir (Chen vd., 1992). Bir ¢ok anestezigin analizinde de kullanilan benzer
sartlardaki bir ydntemde pH 2,1°de lidokain tayini yapilmustir (Aksu, O., 2004). Aym mobil
fazin (3:1) oraninda kullamldiginda bir bagka ¢aligmada lidokain analizi 220 nm’de kan,
plazma ve serum Srneklerinde gergeklestirilmigtir (Satake vd., 1994). Tebbett vd. (1992) at
idrarinda lidokain ve metabolitlerini kolon switching teknik kullanilarak HPLC ile analiz
etmislerdir. Bir bagka ¢aligmada lidokain, prilokain ve o-toluidinin, oktil 1 § kolon, 0,05 M
NaHPOy : asetonitril (73:23), pH 5,8 mobil faz kullanilarak 210 nm’de plazma iginde tayini
yapilmistir (Klein vd., 1994). Kanda yapilan diger bir ¢aligmada ise lidokain ve bupivakain
bir arada likit kromatografik olarak analiz edilmigtir (Sattler vd., 1995). Barat vd. (1996),
plazma Orneklerinde kokain, metabolitleri ve lidokain tayini i¢in gelistirdikleri HPLC
yénteminde C;3 kolon ve asetonitril, metanol ve pH 6 fosfat tamponunu mobil faz olarak
kullanmiglardir. Insan sag1 ekstratindan 15 adet yasadis1 ilag yaninda lidokainin tayin edildigi
bir ¢aligmada, mobil faz olarak % 50 organik modifierin gradienti ile monobazik
sodyumfosfat : asetonitril (90:10) ve elektrokimyasal kulometrik seri dedektér kullanilmugtir.
Secicilik artan potansiyelde sirali 8 kulometrik elektrodun kullanilmasiyla saglanmigtir



(Archilli vd., 1996). Abraham vd. (1997), lidokain, bupivakain ve enantiyomerlerini biyolojik
sivilarda , hekzan ekstraksiyonundan sonra a-(1)-asitglikoprotein kolon kullanarak 214 nm’de
tayin etmiglerdir. Kanjanawattana ve arkadaglari (2001), dis etinde lidokain tayini igin
glivenilir ve tekrarlanabilir bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Farkli konsantrasyonlarda
billuribin igeren insan serumundaki lidokain ve onun metaboliti olan monoetilglisinksilid
tayini i¢in geligtirilen HPLC ¢aligmasinda érnek mobil fazda ¢6ziilmiig, Supelcosil LC-8-DB
kolon ve UV detektodr (205 nm) kullanilmagtir (Piwowarska, vd., 2004). Aym yilda Sherry K.
Cox ve arkadaglar1 (2004) porsine microsome Srneklerinde bulunan bu maddeleri yine 205

nm’de uBondopak C;s kolon kullanilarak analiz etmislerdir.

Lidokain HCI’nin ¢esitli ilag maddeleriyle birarada tayin edildigi komatografik yontemlere
rastlanmgtir. Bunlardan birinde ¢esitli ilag ve enjeksiyon soliisyonlarinda lidokainin kalite
kontrol amagli analizlerinde kullamilmak {izere RP-HPLC ve TLC — UV densitometrik
yontemler gelistirilmis ve 254 nm’de alinan sonuglar kargilagtinlmistir (Zivanovic, 1996).
Lidokain HCI, klorheksidinglukonat ve triamsinolon asetonidin siispansiyon iginde birarada
tayinin yapildig1 bir c¢aligmada, Cis kolon ve metanol:su:trietilamin (58:42:0,4) mobil faz
kullanilmig, pH 3 ortaminda 240 nm’de UV detektdr kullanilarak Slgtim alinmistir. (Xu ve
Wong, 1999). Aymi yilda yapilan bir bagka ¢aligmada ise lidokain HCI, hiyosin N-biitil-
bromiir ve parasetomol, enjeksiyon preparatlarinda gilicli katyon degistiricili kat1 faz
ekstraksiyon isleminden sonra HPLC ile analiz edilmistir. Bu galigmada C,3 kolon, asetonitril
:amonyum asetat (30:70) mobil faz kullamlmig, 254 nm’de tayin gergeklestirilmigtir
(Parissipoulou ve Pander, 1999). Tolperison ve lidokainin birarada tayini igin gelistirilen ters
faz HPLC yonteminde, %5,5 trietilamin igeren asetonitril : su (70:30) mobil faz olarak
kullamlmg ve 254 nm'de UV detektor ile dl¢tilmiistiir (Liawruangrath vd., 2001). Youngvises
ve arkadaglar1 (2002) lidokain hidrokloriir ve tolperison hidrokloriiriin  birlikte tayini i¢in
misellar sivi kromatografisini (MLC) gelistirmisler. Bu yontemde kisa C;g kolon, az miktarda
isopropanol igeren sodyum dodesil siilfat ve diod serili detektdr kullamilmig, akis hizi 0,7
ml/dk’ya ayarlanarak 210 nm’de 6lgiim yapilmigtir. Bu gelistirilen yontem birgok ilag
preparatlarindaki lidokain HCl ve tolperison HCl’nin ey zamanli tayininde basariyla
uygulanmaktadir.Lidokain ve setrimonyum bromiiriin RP-HPLC metoduyla es zamanli tayini
icin A, Malenovic ve arkadaglar1 (2004) tarafindan bir metot gelistirilmigtir. Bu metotta akig
hiz1 1 ml/dk’ya ayarlanmig, mobil faz olarak su:asetonitril (72:28) kullanilmig ve 208 nm’de
Olglimler alinmugtir. Deneyler sonucunda bu yontemin ticari ilaglarin formiilasyonunun

analizinde dogru ve uygun oldugu kanitlanmgtir.



Devarajan vd. (2000), lidokain HCI ve toniletrin HCI’yi birarada HPTLC ile tayin etmislerdir.
Burada mobil faz olarak etilasetat:metanol:amonyak (4:1:0,4) kullanilmig, lidokain HCI’nin
262 nm’de dansitometrik olarak analizi yapilmugtir.

Lidokainin son yillarda gaz kromatografisi ile yapilan galismalardan birinde, serum iginde
lidokain, solvent ekstraksiyonundan sonra yiizey iyonizasyon detektdrii ve silika kapiler kolon
kullamilarak analiz edilmigticr (Arimoto, 1991). Dis hekimliginde lokal anestezik olarak
kullanilan lidokainin gesitli uygulamalardan sonra kandaki seviyeleri yine gaz kromatografisi
ile belirlenmigtir (Oertel vd., 1993). Bir grup arastirmaci ise lidokain, bupivakain ve
metabolitlerinin kati1 faz ekstraksiyonundan sonra kapiler gaz kromatografisi ile analizini
gergeklestirmiglerdir. Plazma &rneklerinde yapilan bir bagka kapiler gaz kromatografik
caligmada, N-biitil-P-aminobenzoat ve lidokainin birarada analizi yapilmistir (Grouls vd.,
1995). Demedts P. ve arkadaslari (1996) lidokain, bupivakain ve bunlarmn iki ana
metobolitlerinin gaz kromatografisi ve nitrojen-fosfor detektér kullamilarak es zamanh
tayinini yapmuglardir. Insan idrarindaki lidokain analizi ilaglardaki biyoakigkanlarin tayininde
popiiler olmaya baglayan kati-faz mikro-ekstraksiyon (SPME) yontemi ile GC veya LC
kullanilarak gergeklestirilmistir (de Jong GJ , 2000). Baniceru vd. (2004), serumda
mepvakain, bupivakain ve lidokain analizi i¢in kati faz ekstraksiyonu kapiller gaz

kromatografisiyle birlestirmiglerdir.

Lidokain ve onun ana metabolitlerinin tavsanlar lizerinde farmakokinetiginin incelendigi bir
calismada lidokain immunofloresans polarizasyon teknigiyle tayin edilmistir (Wojcicki vd.,
1995).

Taguchi vd. (2003), lidokain gibi zayif bazlarin analizi i¢in bir voltametrik ySntem

gelistirmislerdir.

2.3 Triprolidin Hidrokloriir

2.3.1 Ozellikleri
(Moffat, 1986)

Kapali Formiilii :C;9H2;N». HCl



Yapisal Formiilii :

. HCI

HaC \ 7

(E)-2-[ 3-( prolidin- 1-yl)-1-p- tolipropenil] piridin, hidrokloriir

Molekiil Agirligt: 314,85 g/mol

Elementel Bilesimi: C (% 58,59), H (%7,58), N ( % 8,39)

Gorlinlis ve Renk : Beyaz, kristalize, toz.

Erime Derecesi: 118-120 °C

pKa: 3,6, 9,3

Coziintirltigti: 1 mg triprolidin HCI, 2 mL su, 1,5 mL etanol, 1 mLkloroform, 2000 mL eterde
¢OzZiiniir.

UV Spektrumu: Asidik ¢dzeltide 290 nm'de maksimum absorpsiyon gosterir.

IR Spektrumu: Baglica pikler (KBr disk ile) 775, 1580, 825, 990, 1509, 1146 cm™'dedir.

2.3.2 Farmakolojik Ozellikleri

Antihistaminik etki gosterirler. Klasik atihistaminiklerin biyoyaralammi tam degildir ve
bireyler arasi degiskenlik gosterir. Doruk plazma konsantrasyonuna oral alimglarindan
genellikle 2-3 saat sonra ulasirlar. Plazma proteinlerine nispeten yiiksek oranda (%80-96)
baglamrlar. Etki stireleri genellikle 4-6 saat kadar siirer ve giine 3-4 kez verilirler. Alerjik

hastaliklar, saman nezlesi ve soguk alginliginda kullanilirlar (Kayaalp, O., 2000).

233 Miktar tayin yéntemleri
Triprolidin HCI titrimetrik, spektrofotometrik ve kromatografik olarak tayin edilmistir.

Titrimetrik olarak triprolidin HCI, glasial asitte ¢oziindiikten sonra, civa asetat soliisyonu
eklenerek 0,1 N perklorik asitle potansiyometrik olarak tayin edilmigtir (Florey, 1979b).
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Spektrofotometrik olarak yapilan analizlerin birinde, tabletlerden asidik ortamda ekstre
edildikten sonra 290 nm'de UV olgltimii alinmigtir (Florey,1979b). Surup ve tabletlerde
yapilan bir ¢aligmada ise triprolidin HCI bazik ortamda etilen klortir ile ekstre edildikten sonra
H,S04 'lii ortamda florometrik olarak tayin edilmistir (Florey, 1979b). Son yillarda ilag
preparatlarinda ¢aligilan bir bagka yontemde triprolidin HCl 'nin KMnO, ile alkali
oksidasyonundan olusan manganat iyonlariin 612 nm'de absorpsiyon OSl¢limiine dayali
kinetik bir metot geligtirilmistir (Metwally, 2001). Bir bagka yontemde triprolidin HCl m-
dinitrobenzen ve sodyum hidroksit ile reaksiyona sokuldugunda olugan mor renkli kompleks
60 °C 'ye 1sit1larak 550 nm'de 6l¢iilmiistiir (Aman T. vd. , 2002).

HPLC ile triprolidin HCI analizine ait ¢esitli ¢aligmalara rastlanmigtir. Bunlardan birinde
mobil faz olarak NaNO; ve NaH,PO,, digerinde ise asetonitril: konsantre NH4OH:su (1000 :
5:45) kullanilmigtir (Florey, 1979b). Cesitli ila¢ karisimlarinda yapilmug galigmalarda ise,
asetonitril : amonyum asetat (pH :7,4) (60:40), etanol :amonyum astat (4:1) gibi mobil faz
sistemleri kullanilmigtir (Florey, 1979b). Triprolidin HCI, pirilamin maleat ve metapirilen
HCI 'nin birarada hayvan yemi, insan idrar1 ve atik sulardaki analizi florumetrik detektor
kullanilarak HPLC ile, azot-fosfor detektdr kullamlarak ise gaz kromatografisi ile tayin
edilmigtir (Thampson ve Holder, 1984).

TLC ile yapilan ¢aligmalarin birinde ise, kloroform : metanol : amonyak (89 :10 :1) ¢6ziicii

sistemi kullanilmis ve dansitometrik olarak tayin edilmigtir (De Angelis vd., 1977).

Son yillarda yapilmus ilag preparatlarinda triprolidin HCl ve metiskopolamin nitratin HPTLC
ile analizine ait bir yontemde, silika jel tabakalara floresent indikat6rii uygulandiktan sonra
Ornek ve standartlarimin floresans s6ndiirme noktalar1 dansitometrik olarak OSlgiilmiigtiir
(Baseski ve Sherma. 2000).

2.4 Psidoefedrin Hidrokloriir

2.4.1 Ozellikleri
(Florey,1979a)

Kapali Formiilii: C;oH;sNO.HCI
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Yapisal Formiilii:

(+)-trio-a~(1-(metilamino)benzil alkol hidrokloriir

Molekiil Agirligr: 201,2 g/mol

Elementel Bilesimi: C (%59,5), H(%8), N (%6,95)

Goriiniis ve Renk: Beyaz kristalize toz.

Erime Derecesi: 182-185 °C

pKa=9,22

Coziiniirliigii: 1 mg psédoefedrin HCl, 1,6 mL suda, 4 mL etanolde ve 60 mL kloroformda
¢oziinlir (Moffat, 1986).

UV Spektrumu: Alkolde 208, 251,257 ve 264 nm'de maksimum absorpsiyon gosterir.

IR Spektrumu: Baglica pikler (KBr disk ile) 3270, 3010, 2930, 2700, 1587, 1430, 762, 702

cm'dedir.

2.4.2 Farmakolojik Ozellikleri

Dekonjestan olarak kullanilir.Efedrinin stereoizomeridir, efedrin gibi epherda tiirii bitkiletrde
dogal olarak bulunur. Ilag olarak, sentetik iiretilen rasemik ve dekstro sekilleri kullanilir.
Efedrin gibi hem direkt hem de indirekt sempatomimetik etkinlik gosterir. Mide-barsak
kanalindan ¢abuk ve tam olarak absorbe edilir. Agizdan alindiktan 1-3 saat sonra plazmada
doruk konsantrasyonuna erigir. Karacigerde az kismi N- demetilasyonla norpsédoefedrine
doniigtiirtiliir. Biiyilkk kismi degigmeksizin bobreklerden idrarla atilir. Siitte plazmadakinden
daha yiiksek konsantrasyonda bulunur. Eliminasyon yarilanma 6mrii 5-8 saattir. Tek bagina
veya Oksiiriik gsuruplan i¢inde, burun mukozasinda ve solunum yollarmin diger kistmlarinda
dekonjestiyon yapmak i¢in agizdan 60 mg dozunda 6 saatte bir verilir. Alinan cevap yetersiz
ise interval 4 saate indirilebilir. 6-12 yasindaki ¢ocuklarda 30 mg, 2-5 yagindakilerde 15 mg
dozunda yukaridaki intervallerle verilir. 2 yagindan kiigiiklerde genellikle tavsiye edilmez.
Bronkodilator etkinligi zayif olmakla beraber, bronsiyal 6demi azalttifindan bu amagla
kullamilabilir.
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Agiz kurulugu, anoreksi,uykusuzluk, anksiyete, tremorlar, huzursuzluk ve palpitasyon gibi
yan tesirlere neden olabilir. Basta hipertansiyon olmak iizere kalp-damar hastalif1 olanlarda,
hipertirotizm, diabet ve prostat hipertrofisi ve emziren kadmlarda kontrindikedir. Ayrica
MAO inhibitorii ilag aimakta olanlarda veya son 15 giin i¢inde almig olanlarda kontrindikedir
(Kayaalp, O., 2000).

2.4.3 Miktar Tayin Yontemleri
Psédoefedrin HCI titrimetrik, spektrofotometrik, kolorimetrik, kromatografik ve elektroforez
yontemlerle tayin edilmistir.

Titrimetrik olarak pstdoefedrin HCl, glasial asetik asit ve civa asetat ilave edildikten sonra

kristal viyole indikatérliigiinde 0.1 N perklorik asitle tayin edilmigtir (Florey, 1979a).

Ps6édoefedrin HCl'nin tek basina ve g¢oklu karigimlarda spektrofotometrik g¢aligmalarina
rastlanmugtir. Tablette spektrofotometrik olarak yapilan bir psSdoefedrin analizi, asitli
ortamda 257 nm' deki absorpsiyon 6l¢iimiine dayanilarak yapilmustir. (Florey, 1979a). USP
XX’de yaywnlanan spektrofotometrik yéntem, psédoefedrin HCI 'nin periyodat ile oksidasyon
{irliniiniin absorpsiyon &l¢limiinii esas alir (Florey, 1979a). Surup preparatlarinda kullanilan
bir analiz yonteminde ps6doefedrin HCl, bakir siilfat ile pH 12,5 'de mavi renkli gelat
olusturmus ve kompleks 500 nm 'de kolorimetrik olarak tayin edilmistir (Florey , 1979a). Bir
diger kolorimetrik ¢alijmada pstdoefedrin, 256,3 nm 'de 2. tiirev spektrumundan pik-pik
teknigiyle tayin edilmistir (Davidson ve Elsheilch, 1982). Psédoefedrin HCl ve klorfeniramin
maleatin yan yana analizinin yapildifi g¢aligmalarin birinde, 1. tiirev spektrumundan
yaralanilarak diyod-serili spektrofotmetre ile tayin gergeklestirilmistir (Hoover vd., 1987).
Digerinde ise yine diyod serili spektrofotometre kullanilmis, ana bilesen regresyonu (PCR) ile
analiz edilmigtir (Lo vd., 1993). Ps6doefedrin HCl ve akrivastinin bir arada tayininde
kullanilan spektrofotometrik yontemde, metanoldeki 4. tiirev spektrumundan yararlanilmig
269 nm'de 6l¢iim alinmigtir (Altuntas vd.,1998). Ivanovi¢ vd. (2000), ps6doefedrin, ibuprofen
ve loratadinin 2. tiirev spektrumundan yararlanilarak bir arada tayinini ger¢eklestirmigtir. Bir
bagka spektrofotometrik galigmada ps6édoefedrin HCI ve astemizol, 0,1M HCI: metanol (1:3)
¢oziicil sisteminde 1. tiirev spektrumundan yararlanilarak analiz edilmigtir (Glingér ve Onur,
2001). Son yillarda yapilan bir ¢aligmada ise psédoefedrin HCI'nin, feksofenatin, setrizin ve
loratadin ile ikili karigimlanmin 1. tiirev oran spektrofotometrik yontemle tayini yapilmistir
(Mahgoub vd., 2003). Surupta psSdoefedrin HCI, dekstromethorpan HBr ve sodyum
benzoatin, goklu kalibrasyon teknigine dayal1 hibrit lineer analizi yapilmistir (Mirzaei, 2004).
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Pstdoefedrin ve ibuprofenin es zamanli tayini igin bes fakli metot gelistirmistir (1. tiirev
spektrum, klasik en kiigiik kareler, ters en kii¢iik kareler, anabilesen regresyonu, kismi en
kiiciik kareler (PLS)). Burada 240-285 nm arasinda 2,5 nm araliklarla 18 dalga
boyunda olglimler alinmig ve tabletlere uygulanan bu metotlar karsilagtinlmistir (Palabiyik.,
2003) . Daha sonra Dijiba vd. (2004), efedrin ve pstdoefedrin analizini difiizyon yansima
infrared doniigiim spektroskopi (DRIFTS) ile PLS’1 birlestirerek yapmusgtir.

Pstdoefedrin HCI ile ilgili ¢ok sayida kromatografik analiz yontemi kaynaklara gegmigtir
(Florey, 1979a). Burada son yapilan ¢aligmalar 6rneklendirilecektir. HPLC kullanilan
yontemlerin birinde, psddoefedrin tek basina ilag preparatlarinda (Dash, 1994), digerinde
plazmada asetonitril : amonyumstilfat (10:90) mobil faz kullanilarak kolon switching tekigiyle
(Guo vd., 1999) bir bagkasinda ise yine plazmada, trietilamin i¢eren fosfat tamponu (pH2,4) :
asetonitril (95:5) mobil faz kulanilarak tayin edilmistir (Macek, 2002). Psédoefedrinin efedrin
grubu diger maddelerle analizinde gesitli mobil faz sistemlerinde bir ¢ok metot dnerilmigtir.
Bunlardan Kazuhiko vd. (1983), ilag preparatlarinda su:asetonitril: SDS: fosforik asit
(63:35:0,5: 0,1) mobil faz ve iyon ¢ifti HPLC, Imaz vd. (1993), idrarda fosfat tamponu :
trietilamin (pH 5,5) mobil faz, Shao vd. (1995), plazmada 6n zenginlestirme isleminden sonra
%6 fosfat tamponu (pH 6,5) : metanol : su (3:8) mobil faz, Okumana vd. (1999), ilag
preparatlarinda su:asetonitril:SDS (65:35:0,4) mobil faz olarak kullanarak psédoefedrin HCI

analizi gergeklestirmiglerdir.

Ps6doefedrin HCl'nin gesitli ilag karisimlariyla birlikte likit kromatografik analizi yapilmugtir.
Carnevala (1983), yaptig1 calismada, oktansiilfanik asit iyon ¢ifti ve metanol:su: asetik asit
(45:55:2) mobil faz kullanarak ps6doefedrini, asetaminofen ve guaifenesin yaninda tayin
etmigtir. Benzer bir calismada, ps6doefedrinin guaifenesin ile birarada plazma analizi
yapilmig, sodyum heptansiilfonat :asetonitril (70:30) mobil faz kullamlarak 220 nm'de §l¢iim
alimmugtir (Pade ve Stauchansky, 1993). Plazmada yapilan bir bagka calismada ise,
klorfeniramin maleat ve terfanadin ile birlikte tayin edilmis, silikajel kolon ve asetonitril
:amonyum fosfat (pH 4) (55:45) mobil faz kullanilmigtir (Pao ve Hu,1994). Pstdoefedrin
HCl, dekstrometorfan HBr, difenhidramin, fenilefrin ve fenilpropanolamin ile birlikte alkali
mobil faz kullanilarak HPLC ile tayin edilmigtir (Caraballo vd., 1995). Ciklet iginde
Psodoefedrin HC1, parasetamol ve klorfeniramin maleat analizi igin Snerilen bir yéntemde,
Cis kolon ve hekzilamin (pH3):asetonitril mobil faz uygulanmigtir (Gasco-Lopez vd., 1997).
Argekar vd. (1998), ps6doefedrin HCl'yi ters faz iyon ¢ifti HPLC ve asetonitril:metanol:su
(60:15:25: ) pH 3,1 mobil faz sistemi kullamlarak terfanidin yaninda tayin etmistir. Aym yilda
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Mansour (1998) ise, karbinoksamin maleat ile bir arada analizine yonelik HPLC metot
gelistirilmigtir. Idrarda bir ¢ok amfetaminin tayininin yapildig1 bir ¢alismada psédoefedrin,
%2 trietilamin iceren 0,2 M fosfat tamponu (pH: 3 ) kullamlarak analiz edilmistir (Aksu, O.,
2004). Psddoefedrin HCI, kodein fosfat ve klorfeniramin maleatin ilag preparatlarindaki
HPLC ile analizinde tam deneysel tasarim uygulanmistir (Ragonese vd., 2000). Bir bagka
HPLC ile ¢alisgmada psddoefedrin, dekstrometorfan ve guaifenessinin yaninda, silika kolon ve
fosfat tamponu (pH 3) : asetonitril (60:40) mobil faz kullamlarak 216 nm'de analiz edilmigtir
(Wilcox ve Stewart, 2000). Ayn1 yilda yapilan diger bir ¢aligmada ise bu i¢lii karigim, SDS
ve tris pH 8,5 ortamda miseller elektrokinetik kromatografi ile 200 nm'de analiz edilmigtir
(Xu ve Stewart, 2000). Ekpe vd. (2001), pstdoefedrin HCl ve naproksen sodyumu
safsizliklar ile bir arada tayin etmisler, su : asetonitril : metanol: trietilamin (850: 75:75:5)
mobil faz sistemini formik asitle pH 3,7 'ye ayarlayarak kullanmiglardir. Soguk alginligs igin
kullanilan surup ve siispansiyonlarda amin ve koruyucu tayini i¢in iyon ¢ifti ters faz HPLC
metot gelistirilmis ve yontemde iyon ¢ifti reaktifi igeren asetonitril, metanol, tetrafuran mobil
faz sistemi kullanilarak pstdoefedrin, dekstrometorfan, klorfeniramin, benzoikasit,

doksilamin, biitilparaben tayini yapilmigtir (Paciolla vd., 2001).

Miseller likit kromatografisi ile yapilan iki ¢aligmada psddoefedrin birgok fenetilamin ile
birarada tayin edilmig, SDS : pentanol mobil faz sistemi uygulanmugtir (Gil-Agusti vd.,
2000,2001).

Ince tabaka ve kagit kromatografisiyle psédoefedrin HCI tayini birgok ¢oziicii sistemi
Onerilmigtir (Florey, 1979a). Son yillarda yapilan bir ¢aligmada psédoefedrin ve setirizin
HPTLC ile analiz edilmig, ¢6ziicli sistemi olarak etilasetat : metanol : amonyak
(7:1,5: 1) kullanilarak 240 nm' de dansitometrik 6l¢tim alinmmugtir (Makhija ve Vavia, 2001).

Gaz kromatografisi ile yapilmis bir ¢ok ¢alismanin yam sira (Florey, 1979a) son yillarda
yapilan analizlerin birinde ps6doefedrin ve enantiomerleri, (R )- (+)-a-metoksi-a-
(triflorometil) fenil asetik asit (MTPA) ile tiirevlendirildikten sonra gaz kromatografisi ile
tayin edilmistir (Lebelle vd., 1995). Oksiirik surubunda yapilan bir caligmada,
difenhidramin HCl ile birlikte tagiyic1 gaz azot kullanilarak analizi yapilmustir (Raj vd., 1998).
Spyridaki vd. (2001) ise idrarda pstdoefedrini, efedrin tiirevleri ile GC-MS kullanarak tayin
etmiglerdir.

Kapiler elektroforez yontemiyle psddoefedrin analizine ait birka¢ ¢aligmaya rastlanmugtir.
Bunlardan birinde pstdoefedrin, 6 efedrin alkaloidi ile bir arada tayin edilmis, ayrilma, pH
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10°da Ba(OH), ve isoldsin ¢ozeltisiyle saglanmistir. Bu ¢aligmay: takiben gifali bitkilerde
efedrin ve psédoefedrin analizi yine pH: 10'da 0,01 M valin ¢6zeltisi kullanularak kapiler
elektroforez yontemiyle gergeklestirilmigtir (Liu ve sheu, 1992,1993). Bir bagka ¢aligmada
miseller elektrokinetik kapiler elektroforez ile efedrin gruplarinin analizi yapilmistir (Swartz
ve Brown 1996). Akiga enjeksiyon ve kapiler elektroforezin kombine oldugu bir sistemde
psddoefedrin HCI, asetat tamponu (pH: 4) ve asetonitrille elue edildikten sonra bir caligmada
fosfat tamponu, diger ¢alismada asetik asit : sodyum asetat : polietilen glikol kullanlarak
analiz edilmigtir (Chen ve Fang, 1997, 1999). Chen vd. (1998) ise psSdoefedrin HCl'yi
ibuprofen ile bir arada tayin etmis, pH 8,1 tampon ¢6zelti kullanarak 210 nm'de UV 6l¢timiinii
almugtir. Diger bir ¢alismada, mikroemiilsiyon tampon i¢inde hareket eden yag damlalari ve
¢oziicii dagilimina dayal1 bir kapiler elektroforez teknigi olan mikroemiilsiyon elektrokinetik
kromatografi (MEECK) ile psédoefedrin ve guaifenesin birarada tayin edilmigtir, aynlma
%0,81 oktan, %6,61 butan-1-0l, %3,31 SDS ve %89,27 sodyum tetraborat ile saglanmigtir
(Altria,1999). Zang vd. (2000), psOdoefedrin HCl'yi dekstrometorfan ve parasetamol ile
birlikte pH 7 sodyum fosfat tamponu kullanarak kapiler elektroforez ile analiz etmis, tayini
220 nm'de UV detektér kullanarak gergeklestirmistir. Son yillarda yapilan bir ¢aligmada
ps6doefedrin ve efedrin tiirevleri, kapiler zon elektroforez teknigiyle tayin edilmis, optimum
sartlar deneysel tasarim ve ¢oklu lineer regresyon teknikleri kullanilarak belirlenmis ve tris-
fosfat tamponu (pH:3,5) : dimetil -CD varliinda analiz gergeklestirilmistir (Mateus, 2003).
Soguk alginligr ilaglarinda bulunan psddoefedrin ve diger 13 aktif maddenin siklodekstrin-
gelismis mikroemilsuyon elektrokinetik kromatografi (CD-MEEKC) yontemiyle es zamanh
tayini yapilmugtir (Okamoto, 2004).

Proton NMR' nin kullanildigs bir g¢aligmada ise psédoefedrin ve efedrin tiirevleri tayini
yapilmstir (Aksu, O., 2004).

2.5 Triprolidin HC1 ve Psédoefedrin HCI’ nin Bir Arada Tayin Yontemleri
Triprolidin HC1 ve psodoefedrin HCI ikili ve diger ilag maddeleriyle spektrofotometrik ve

kromatografik olarak tayin edilmistir.

Spektrofotometrik ¢aligmalarin birinde triprolidin HC1 ve psédoefedrin HC1 'nin 4. tiirev
spektrumundan kodein yamnda analizi yapilmigtir (Davidson ve Elsheikh, 1982). Triprolidin
HCl, psodoefedrin HCl ve dekstrometorfan HBr ile birarada yapilan spektrofotometrik
analizlerinin birinde, pstdoefedrinin, HCI'li ortamda 2. tiirev spektrumundan 250-254 nm'de
pik-pik teknigiyle, triprolidin HCI ve dekstrometorfan HBr'nin ise kendi dalga boylarindaki
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absorbanslar1  kullamlarak en kiiciik kareler yontemiyle tayini yapilmig (Jones vd., 1985),
digerinde ise, triprolidin HCl, 301 nm'de orijinal spektrumundan, psddoefedrin ve
dekstrometorfan ise 2. ve 4. tiirev spektrumundan fark (difference) absorpsiyon
spektrofotometrisi kullanilarak analiz edilmigtir (Davidson ve Mkoji, 1988). Bir bagka
spektrofotometrik ¢alismada, triprolidin ve psodoefedrin 1. tiirev spektrumundan sirasiyla
264 nm ve 291 nm'de, ikili karisimun orijinal spektrumundan ise 256,8 ve 278,1 nm'de tayin
edilmigtir (Ding ve Onur, 1998).

Triprolidin HCI ve ps6doefedrin HC1 'nin HPLC ile yapilmug bir analizinde iyon ¢ifti ters faz
kolon kullanilmigtir (Bachman, 1980). Surup ve tablet preparatlarindaki kromatografik
analizlerine ait farmakope yonteminde alkol : amonyum asetat (1:250) mobil faz sisteminde
caligilmigtir (USP XXII, 1990). Bagka bir ¢aligmada ise parasetamol ile birarada alkol :
amonyum asetat (70:30) mobil faz kullanilarak bu ikilinin HPLC ile analizi yapilmigtir
(Akhtar vd., 1994). HPLC ile yapilan diger bir ¢alismada ise triprolidin HCI ve pstdoefedrin
HCI 'in yaninda dekstrometorfan HBr ve parasetomol ile bir arada C;g kolon, asetonitril :
0,1M sodyum perklorat (pH 3) (5:95) mobil faz kullamlarak tayin edilmistir (Deorsi vd.,
1996).

2.6 Coklu Kalibrasyon Yontemleri

Coklu kalibrasyon, analitik kimyada uygulama alan1 olan baglica kemometrik tekniklerdendir.
Mikrobilesenlerin miktar1 ve diger o6zelliklerinin tayininde siklikla kullamilir.Birgok alette
genig uygulama alanina sahiptir. Coklu kalibrasyon yontemleriyle;

1. Tek dalga boyunda konsantrasyon tayinine dayanan basit kalibrasyon yerine birden fazla
dalga boyu kullanilarak kalibrasyon modeli olusturulabilir.

2. lyi dizayn edilmig bir kalibrasyon modeli kurularak gok kompleks orneklerde bilegen
analizi, uygulamasi yavag ve pahali kromatografik teknikler yerine ucuz ve hizh
spektrofotometrik tekniklerle yapilabilir.

3. Genig kromatografik piklerde sakli olan safsizlik piklerine ait konsantrasyon tayin
edilebilir.

4, Ozellikle tayin edilecek madde miktar1 kesin bilinmeyen ve bir ¢ok safsizlik igeren dogal
orneklerde, analiz edilmek istenen maddeleri igeren uygun kalibrasyon modelleriyle

analizler gergeklestirilebilir.
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5. Bir kimyasal prosese reaksiyondaki aktif tiirlerin derigimi, ¢oziicii sartlarindaki degisimler,
aktif safsizliklarin varlifi gibi etkenlerin tamisinda, reaksiyonlarin dogru isleyip

islemediginin on-line kontroliinde kullanilabilir.

Kismi en kiigiik kareler kalibrasyonu (PLS), ¢oklu lineer regresyon (MLR) ve ana bilesen

regresyonuna dayal1 ¢oklu kalibrasyon metotudur.

2.6.1 Coklu Lineer Regresyon (MLR)

Coklu lineer regresyon oOzellikle kompleks orneklerin analizinde siklikla kullanilan bir
tekniktir. Temelde MLR X, absorbans matrisini, Y, konsantrasyon matrisini ifade etmek

tizere X ve Y arasindaki regresyona dayanir.
Y=XB

Burada X ve Y 'nin satirlar1 6rnek karigimlari (spektrumlar), X'in siitunlar1 spektral dalga
boylari, Y'nin siitunlar1 ise "bilinen" bilesenlerden (analiz edilecek bilesen) olugur. B ise
kalibrasyon sabitini gosterip, satirlar1 dalga boylan siitunlar1 "bilinen" bilesenlerden olusur.

Denklemin ¢6ziimii agagidaki gibidir.

X'Y = XX'B 2.2)

(xx)"'xY=(XX)"'(x'X)B (2.3)
X.Y,

B=(X'X)'X'Yy=4+ I= Ornek sayisi (2.4)

3,

i=1

Ancak bu modelde bilegsenlerin konsantrasyonu degistiginde spektrumdaki absorbans
degerlerinde artma ya da azalma egilimindedir. Bu lineer bagimlilik XX matrisinin ¢6ziimiinii
zorlagtirir ve her bir bilesene karg1 yapilan matematiksel ¢6ziimleme tutarsiz hale gelebilir.
Dolayistyla bu y6ntemde dalga boyu sayisi, deney sayis1 ve bilesen sayisiyla sinirlanmals,
dalga boyu se¢imi lineer bagimlilifi ortadan kaldiracak ve diger safsizliklarin absorbans
degisimini giderecek sekilde olmalidir. MLR 'deki bu tiir kisitlamalar 6zellikle {ist liste
¢akisan piklerin ayrilmasini1 imkansiz hale getirir.
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2.6.2 Ana Bilesen Regresyonu (PCR)

Ana bilegen regresyonu MLR'ye benzer ancak burada, ana bilesen analizi (PCA) skor
matrisiyle konsantrasyon matrisinin regresyonu esas alimir. MLR metodu, tayin edilecek
maddelerin bilinir olmasim gerektirir. Oysa PCA, bir karigimdaki maddelerden kaginin esas
bilesen oldugunu tahmin etmeye ¢alisir. Dolayisiyla bu maddelere ait kimyasal tanimlamaya
ihtiyag yoktur. Bu avantajindan dolay1 6zellikle igerigi belli olmayan dogal trtinlerdeki etken
madde tayininde siklikla kullanilir.

Ana bilesen analizi (PCA) X spektral veri matrisini skor (T) ve yiikleme (P) matrisine

pargalama iglemini esas alir (Sekil 2.1)

X=TP 2.3)

X T P

Sekil 2.1 Spektral veri matrisinin PCA ile skor ve faktérlere parcalanmasi

» Skor matrisinin satirlart orijinal veri matrisinin satir sayisiyla esittir (Ornek yada
spektrum sayist).

=  Skor matrisinin siitunlari veri matrisindeki esas faktorleri belirtir. Normalde faktor
sayis1 bilegen sayisiyla aym olmalidir. Ancak giiriiltii ve spektral girisimler bu sayiy1
degistirebilir. Her bir siitun ana bilesene baglidir.

»  Skor matrisinin her bir siitundaki degerin karelerinin toplami O6zdeger olarak
adlandirilir.  Ozdeger vektorii ne kadar biiyiikse esas bilesen olma olasilig1 da o kadar
biiyiiktiir. Dolayisiyla ana bilegenler 6z vektoriin biiytikliigiine gére hesaplanir.

® Yiikleme matrisinim stitunlar1 esas faktor sayisina esittir (Dalga boylari).

»  Yiikleme matrisinin satirlar1 esas fakt6r sayisma egittir. Her bir satir ana bilesene
baglidir.

= Yiikleme matrisinin her bir stitunundaki degerlerin kareleri toplanu 1'e esittir.
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Her bir ana bilegen a ile g@sterilecek olursa, T'nin a. siitunundaki a skor vektorii ta, P'nin a.

satirindaki, a ylikleme vektorii pa'yr gostermek iizere 6zvektér ga asagidaki denklemle

hesaplanir.
1

g, = ta’ (2.6)
i=1

Esas bilegenlere ait tlim 6z vektorlerin toplamu, orijinal verilerin karelerinin toplamina esit
olmahdir.

PCR’da daha once s6z edildigi gibi PCA ¢ozlimlemesinden elde edilen T skor matrisiyle Y
konsantrasyon matrisinin regresyonu séz konusudur. Buradaki B katsayisi ise agagidaki
denklemle ifade edilir.

B=(T'T)"'T'Y Q.7

2.6.3 Kismi En Kii¢iik Kareler Kalibrasyonu (PLS)

Herman World tarafindan teklif edilen, Svanta Wold, Martens ve arkadaglar1 tarafindan
gelistirilen kismi en kiiglik kareler (PLS) en fazla kullamilan ¢oklu kalibrasyon
tekniklerindendir (Geladi ve Kowalski 1986a ; 1986b; Geladi, 1988). Bu yoéntemde PCA’dan
farkli olarak bilesenlerin konsantrasyon setinde, drnek hazirlamadaki seyreltme ve tartma
hatalann ya da ¢evre ve biyolojik kosullardan dolayr degisimler dikkate alinarak,
konsantrasyon matrisi de (Y) faktor analizine tabi tutulur ve spektral matrisle aym anda
pargalanir ( Sekil 2.2 ). Yontem iki matrisin izdiigtimleri arasindaki regresyonu igerir.

X= Spektral absorbans matrisi

Y= Konsantrasyon matrisi

T= Spektral skor matrisi

U= Konsantrasyon skor matrisi

P= Spektral yiikleme matrisi

Q= Konsantrasyon yiikleme matrisi
E ve F = Hata matrisleri

n= Ornek say1s1 (spektrumlar)

m= Dalga boyu sayis1

p=Bilinen bilegenler
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m a m
n = n a + Enxm
X T P
n =n a + Faxp
Y 9] Q

Sekil 2.2 Spektral veri matrisinin ve konsantrasyon matrisinin skor ve faktérlere pargalanmasi

Kismi en kiigiik kareler X ve Y igin ayr ayn dig bagmntilar1 ve her iki matrisi birbirine
baglayan i¢ bagmtiyr bulma iglemlerini igerir. Dig bagntilar asagidaki denklemlerle

gosterilebilir.
X=TP'+E (2.8)
Y=UQ'+F (2.9)

Burada E ve F deneysel belirsizlikten oldugu kadar modelin uygunsuzlugundan ortaya ¢ikan
hata matrisleridir. I¢ bagint1 ise asagidaki sekilde ifade edilir.

U=TW (2.10)

Hesaplamada | X — TP' | ve | Y — UQ' | esitliklerinin her ikiside minumum oluncaya kadar X
ve Y matrisleri hesaplanir. Uygulamada bu hesaplama, sirasiyla wy, t;, q1, w; ve pi’in
bulunmastyla olur. Bu islemde bir w; degerinden baglanir ve uygunluk saglanincaya kadar
islem tekrarlanir (Sekil 2.3 )
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X Y
»/ ¢ \:\
—\ ]
w q
' t

Sekil 2.3 PLS ydnteminin sematik gosterilisi

Daha sonra, bilesen vektorlerinin dig ¢arpimlari X ve Y matrislerinden g¢ikarilir ve artik
matrisler elde edilir. ikinci ana bilesenleri bulmak igin ( wa, t, qa, Uz ve p2 ), X ve Y matrisleri
artik matrisleri ile yerdegistirildikten sonra islem tekrarlanir ve artik kareler toplamm yeterli

minimuma ulagincaya kadar tigtincii, dordiincii ve diger 6zvektorler benzer sekilde ¢ikarilir.

PLS modeline ait algoritma asagida verilmigtir.
X, =X-1x" ve Y,=Y-1y

X,,=t,w +E @.11)

A

w, =cX! i, (2.12)
c= w, ’nin son boyutunu 1°e esitlemek i¢in kullanilan skala faktorii.

c=(@x, X i, )" (2.13)

a—-1""a

X, =tw +E (2.14)
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w'!w, =1 oldugundan,

t, =X, W, 2.15)
X, =t,p, +E (2.16)
p, =X, &/t 2.17)
Y,,=tq,+F (2.18)
d, =Y.t /t¢, (2.19)
Y, =u,4q; +F (2.20)
i, =Y,,4,(6.4,)” 2.21)

Faktor ¢arpimlarinin X ve Y matrislerinden ¢ikarilmasiyla yeni X ve Y artik matrisleri elde

edilir.

E=X,, -tp, (2.22)

F=v,, -4, (2.23)
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Daha sonra E ve F , X ve Y matrislerinin yerine geger.

X, =K
Y, =F
a=a+l

Kalibrasyon modelinde yeterli sayida PLS faktorii elde edilene kadar islemlere devam edilir.

Elde edilen B katsayis,

B= v‘v(ﬁ W' Q (2.24)
b, =y -XB (2.25)
§, =b, +xib (2.26)

Kismi en kiigiik karelerin goklu regresyondan en ¢énemli farki ortagonal vektorleri ¢ikarma
yetenegidir. Boylece ¢oklu regresyon analizinde en 6énemli problem olan lineer bagimliliktan
kagimilmug olur. (2.4) esitliginde gorildigi gibi X'X matrisinin tersi alinmaktadir. Bu ise
X’in stitunlarinin lineer olarak bagimsiz olmasim gerektirir. Kismi en kiigiik kareler yontemi
ortagonal vektorlerin gikarilmasinda ana bilesen regresyonuna benzer. Fakat PLS’de ana
bilesenler X matrisinden hesaplanir ve Y matrisi ile birlestirilir oysa PCR’da bilegenler sadece
X matrisinden hesaplanir. Bundan dolay1 PLS, kalibrasyon verilerinin sistemin biitiin

bilesenlerini icermedigi durumlarda daha iyi tahmin giiciine sahip olur.

2.7 Tiirev Spektroskopisi

Tiirev spektroskopisi , UV-VIS spektroskopisinin nispeten yeni bir uygulamasidir. 1950 'li
yillarda absorpsiyon spektrumlarinin ayrintilarmin belirginlestirilmesi amaciyla ortaya
konmus ancak analitik kimyadaki uygulamas: 1970 'li yillarda analitik cihazlarda kullanilmasi
ile baglamigtir. Glinlimiizde 6zellikle farmasétik analizlerde genis uygulama alani bulmugtur.

Tirev spektrofotometrisinin prensibi, klasik absorpsiyon spektrumlarimin yerine, tiirev
spektrumlarmin kullamlmasidir. Tiirev spektrumlarinin olusturulmasi igin gerekli olan
matematiksel iglemler spektrofotometredeki bilgisayarlar yardimu ile yapilmaktadir.
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Bir fonksiyonun herhangi bir noktasindaki tiirevi dy / dx 'dir. Absorpsiyon spektrumlar s6z
konusu oldugunda ise; tiirev dA / dA olacaktir. Spektrumun herhangi bir noktasindaki tiirev
degerleri hesaplanip, dalga boyunun fonksiyonu olarak grafik edildiginde 1. tiirev absorpsiyon
spektrumu elde edilir. Buna benzer gekilde d?A / dA? .......... d"A / d\" derecesinde tiirev
spektrumlan elde edilir.

Absorpsiyon spektrumlarnda herhangi bir dalga boyunda Lambert-Beer yasas: gegerli ise bu
yasanin ifadesinden hareketle n. dereceden tiirev spektrumunda tiirev absorbansi "D'nin

konsantrasyon ile iligkisini ifade eden esitlik tiiretilebilir.
=e. b.c
Absorbans molar absorptivite ile dogru orantili oldugu i¢in:

"D =d" A/ d\" = (d "e / dA" ).b.c yazilabilir. Goriildiigli gibi tlirev absorbans degerleri ile
konsantrasyon arasinda dogrusal iligki vardir. Bu da tiirev spektrofotometrisinin kantitatif

uygulamalarinin temelini olugturur.

UV-VIS Tiirev spektroskopisinin avantajlart ve kullanim alanlar oldukga ¢esitlidir:

2 max "un kesin olarak belirlenmesi :

Orijinal spektrumda maksimum absorbansin bulundugu dalga boyunda 1. tiirev egrisinin
sifirdan ge¢mesi, bu dalga boyunun ¢ok daha kesin bir sekilde saptanabilmesine olanak

saglar.

Rezoliisyondaki artis :

Tiirev spektrumlarinin 2. bir avantaji da orijinal spektrumda zor goriilebilen ince yapinin,
ortaya ¢ikmasi yani rezoliisyonun artmasidir. Bunun igin ¢ift sayili tiirev spektrumlar1 daha
avantajhdir. Ciinkii orijinal spektrumda bulunan maksimum ve minumumlar bu spektrumlarda

yine ayn1 dalga boylarinda birer ekstremum halinde ortaya ¢ikar.

identifikasyon :

Ozellikle absorpsiyonu goriiniir bolgede olan renkli maddelerin absorpsiyon spektrumlart
genig bantlar halinde oldugu igin bu spektrumlar maddenin karakterizasyon ve
identifikasyonunda 6nem tagimaz. Buna karsin orijinal spektrumundaki omuzlarin tiirev

spektrumlarinda ozellikle yiiksek dereceli olanlarda ekstremum haline déniismesi, piklerin
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sayisinin artmasi ve keskinlegmesi ile spektrumun ince yapisi ortaya gikar ve adeta infrared

parmak izi spektrumlarina benzeyen spesifik spektrumlar elde edilir .
Bulanik Cozeltilerde Kantitatif Analiz :

Bulanik ¢ozeltiler ve siispande yada emiilsifiye kat1 yada sivi maddeler iceren ¢ozeltilerle
spektrofotometrik  olgtimlerin -~ yapilmasi  zordur.  Ozellikle UV  alanda 15m
sagilmasi sebebi ile, analitin spektrumu kuvvetli yada zay:if bir zemin absorpsiyonu ile ¢akigir.
Tirev spektrumdaki uygun pik-pik uzakliklari degerlendirilerek, bulamiklifin spektrum
tizerindeki olumsuz etkisi yok edilebilir. Bu teknik atik sularda fenol tayinini amaglayan bir

calismada kullamlmugtir .
Matriks Etkisinin Giderilmesi:

Tiirev spektrumlarn alinmasi ile orijinal spektrumlardaki keskin spektral Ozellikler
kuvvetlenmekte ve keskinlesmekte, buna kargin genis ve yaygmn bantlar daha da
basiklagmaktadir. Bu 6zellik analit piki ile ¢kigsan degisken zemin absorpsiyonunun

diizeltilmesine ve bu sekilde matriks etkisinin giderilmesine olanak saglar.
Safhik Kontrolii:

Tiirev spektrumundaki spektral ayrintilar maddelerin saflik testlerinde de avantaj saglar. Eser
miktardaki safsizliklara ait kiigiik absorpsiyon pikleri tiirev spektrumlarinda daha kolay
saptanabilen pikler haline doniigiir. Bu spektrumlarin saf maddenin aym kosullarda
kaydedilen spektrumlar: ile kargilagtirilmas: ile saflik kontrolii yapilabilir.

Eser Analiz:

Ilag maddesi, besinler v.b. maddelerde bulunabilen eser miktardaki safsizliklarin saptanmasi
ve miktarlarinin tayin edilmesi de tlirev spektrofotometresinin bir bagka uygulama alamdir.

Buna 6rnek olarak etanolde eser miktarda bulunan benzenin tayini gosterilebilir.
Karigimlarin simultane analizi :

Tirev spektrofotometresinin oldukga yaygin bir kullanim alami da absorpsiyon bantlar
cakigsan ve bir sebeple absorpsiyon spektrofotometresi ile bir 6n ayirma yapmaksizin tayin
edilemeyen karigimlarin simultane analizidir. Bu konuda yapilmig ¢aligmalar kombine ilag
preparatlarinda ve besinlerdeki katki maddelerinin analizine yogunlagsmistir. Bu analizlerde
pik — sifir, pik-pik, ve pik-pik oram 6lgtimleri kullanilmigtir (Bora, O., 1996).
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Sekil 2.4 Tiirev yénteminin sematik gosterilisi

z : pik- sifir Slglimi
p : pik - pik Sl¢timii

t : tanjant teknigi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1 ilag Maddeleri ve Analiz Ornekleri

Klorheksidin hidrokloriir, Seba Ilag San. * ; Lidokain hidrokloriir Abdi Ibrahim flag San. * ;
Triprolidin hidrokloriir, Glaxo- Wellcome Ila¢ San. * . Psddoefedrin hidrokloriir, Plantafarma
ilag San.” tarafindan karsilanmigtir. "Actifed - tablet" ve "cathejell- jel" piyasadan temin
edilmigtir.

3.1.2 Kimyasal Madde ve Coziiciiler
Metanol, formikasit (Merck) ve distile su kullamldi.

3.1.3 Cozeltiler
Lidokain hidrokloriir ve klorheksidin hidrokloriir analizinde kullamlan ¢6zeltiler:

Klorheksidin HCI standart ¢ozeltisi (1):100 pg mL™ konsantrasyonunda metanol:su: formik
asit (16:3:1) 'deki ¢6zeltisi.

Lidokain HCI standart ¢ozeltisi (2): 1000 pg mL konsantrasyonunda metanol:su: formik asit
(16:3:1) 'deki ¢ozeltisi.

Lidokain HCI standart ¢ozeltisi (3): 2000 pg mL™ konsantrasyonunda metanol:su: formik asit
(16:3:1) 'deki ¢ozeltisi.

Triprolidin hidrokloriir ve psédoefedrin hidrokloriir analizinde kullanilan ¢6zeltiler:

Triprolidin HCI standart ¢ozeltisi (4) : 100 ug mL™ konsantrasyonunda sudaki ¢ozeltisi.
Triprolidin HCI standart ¢ozeltisi (5) : 300 pg mL™! konsantrasyonunda sudaki ¢ozeltisi.
Psodoefedrin HCI standart ¢ozeltisi (6) : 3000 pg mL™ konsantrasyonunda sudaki ¢8zeltisi.

3.2 Alet ve Diger Geregler

Spektrofotometre (Agilent 8453)

Analitik terazi (Sartorious A 200B, 0,1 mg'a kadar duyarli)
Karigtiric1 (Cenco)

1 cm'lik kuvartz kiivetler (Hellma, 10 x10 x 45 mm)
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3.3 Yintemler

3.3.1 Klorheksidin HCI ve Lidokain HCI Karigiminin Analizi

Klorheksidin HCl ve lidokain HCl ' in birarada tayini ig¢in PLS yOntemi ve tlirev
spektrofotometrik yontemi geligtirildi. Her iki yontem farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig
karigimlara ve ticari preparatlara uygulandi. Elde edilen sonuglar istatiksel olarak
karsilagtirilda.

3.3.1.1 Kismi En Kii¢iik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)
3.3.1.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Klorheksidin HCI ve lidokain HCI 'in kalibrasyon seti 3 seviyeli 2 faktorlii tam deneysel
tasarima gore hazirlandi (Montgomery1997). Buna gore 9 adet 10 mL'lik balon joje kullanildi.
Balon jojelerden ilk tigtine 100 pg mL™ konsantrasyonundaki klorheksidin HCI ¢6zeltisinden
(¢Hzelti 1) sirasiyla 0.5, 0.6, 0.7 mL, 1000 pg mL ™ lidokain HCL ¢6zeltisinden (¢ozelti 2) her
birine 2.2 mL, diger tigline ¢dzelti 1’den ayn1 miktarlarda ¢dzelti 2'den her birine 2.4 mlL, son
ligline ise ¢ozelti 1’den aymi miktarlarda ¢ozelti 2°den her birine 2,6 mL konuldu ve
ekstraksiyon ¢6zeltisi [(metanol:su:formikasit) (16:3:1)] ile hacimlerine tamamlandi. Her bir
¢ozeltinin 240-310 nm arasinda 5'er nm araliklarla absorpsiyonlan 6l¢iildi ve elde edilen
veriler Martens ve Naes 'in (1989) algoritmasmna gore yazilmig PLS programinda
degerlendirildi. Kalibrasyon kogullarmin belirlenmesi, ilgili sekil ve tablolar Boliim 4.1.1.1'de
verilmigtir.

3.3.1.1.2 Yintemin Farkli Konsantrasyondaki Karisimlara Uygulanmasi

Ug farkli konsantrasyonda (5, 6, 7 pg mL™) klorheksidin HCI ve ( 220, 240, 260 ug mL™)
lidokain HCI 'in farkli oranlardaki karigmmlart Bélim 3.3.1.1.1'de anlatildify gibi caligilds.
Bulunan sonuglar 4.1.1.2 'de bildirilmigtir.

3.3.1.1.3 Yontemin Farmasitik Preparatlara Uygulanmas:

Klorheksidin HCI velidokain HCl igeren jel preparatlarinin analizi igin, 0.6 g "Cathejell " 50
mL 'lik balon joje igine mg'in 1/10' duyarhilikta tartildi. 25 mL ekstraksiyon ¢6zeltisi ilavesi
ile 30 dakika calkalayicida galkalandiktan sonra ekstraksiyon ¢o6zeltisi ile hacmine
tamamlandi. C6zelti beyaz bantl: stizgeg kagidindan stiztildiikten sonra 240-310 nm arasinda
S5'%er nm araliklarla absorpsiyonlar1 6lgiildii ve elde edilen veriler PLS programinda

degerlendirildi. Bulunan sonuglar B6liim 4.1.1.3'te bildirilmigtir.
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3.3.1.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem

3.3.1.2.1 Spektrumlarmm Cizilmesi

Ekstraksiyon ¢ozeltisinde hazirlanmig standart ¢6zeltiler kullanilarak (¢ozelti 1 ve ¢ozelti 3) 6
pg mL! klorheksidin HCI ve 240 pgmL™" lidokain HC1 ¢ozeltileri hazirland: ve 1. ve 2. tiirev
egrileri st tiste cakigtirildi. Spektrumlar Bolim 4.1.2.1°de verilmistir.

3.3.1.2.2 Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

Klorheksidin HCI 6l¢ii egrisinin hazirlanmasi i¢in, 10 ml 'lik 5 adet balon jojeye ¢ozelti 1'den
strastyla 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ml konuldu ve ekstraksiyon ¢zeltisi ile hacmine tamamlandi.
Cozeltilerin 1. tlirev absorbans degerleri 290 nm'de ( 'D 290 ) okundu. Bu degerlerle
konsantrasyonlar arasinda grafik ¢izilerek 6l¢ii egrisi olusturuldu ve egriye ait dogru denklemi

en kiiciik kareler yontemine gore hesaplandi.

Lidokain HCI olgii egrisinin hazirlanmasi igin, ¢6zelti 3'ten sirasiyla 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4 mL
konuldu ve ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Cozeltilerin 2. tiirev
spektrumundan 272 ve 276 nm 'lerdeki pik-pik toplamlari okundu. Bu degerlerle
konsantrasyonlar arasinda grafik ¢izilerek 6l¢iti egrisi olugturuldu ve egriye ait dogru denklemi

en kiigiik kareler yontemine gore hesaplandi.

3.3.1.2.3 Yintemin Farkh Konsantrasyondaki Karisimlara Uygulanmasi

Klorheksidin HCI ve lidokain HCI’nin 8lgii egrileri simrlarinda [(5-9 pg mL™) ve (160-480
pg mL™M)] cesitli kangimlarn Bolim 3.3.1.1.1'te anlatildigi gibi ¢aligildi. Bulunan sonuglar
Béliim 4.1.2.2'de bildirilmistir.

3.3.1.2.4 Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Jel 6rnegi (cathejell) Bolim 3.3.1.1.3’te anlatildigi gibi g¢alisgtldi ve 1. ve 2. tiirev
spektrumlari alindi. 1.derece tiirev spektrumundan klorheksidin HCI i¢in 290 nm de ve 2.tlirev
spektrumundan lidokain ig¢in 272-276 nm‘de pik-pik absorbans degerleri okundu Bu
degerlerin  Olgli  egrisindeki  karsihklam ~ bulunarak  jel  icindeki ~ madde
miktarlart tayin edildi. Uygulanan bu metot kiyas yontemi olarak kullanildi. Elde edilen
sonuglar Boliim 4.1.2.3°te bildirilmistir.
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3.3.2 Triprolidin HCI] ve Psédoefedrin HCl Karigiminin Analizi
Triprolidin HCI ve psddoefedrin HCI 'nin birarada tayini igin PLS yontemi gelistirildi ve
yontem "actifed" &rneklerine uygulandi. Ikinci bir yéntem olarak tiirev spektrofotometrik

yontemden yaralanildi ve bu y6ntem kiyas yontemi olarak kullanildi.

3.3.2.1 Kismi En Kiigiik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

3.3.2.1.1 Kismi En Kiiciik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

Triprolidin HCl ve ps6doefedrin HCI1 'in kalibrasyon seti 3 seviyeli 2 faktorlii tam deneysel
tasarima g6re hazirlandi.Buna gére 9 adet 10 mL 'lik balon joje kullanildi. Balon jojelerden
ilk tigiine 100 ug mL™" konsantrasyonundaki triprolidin HC] ¢6zeltisinden (¢6zelti 4) sirasiyla
1.3, 1.5, 1.7, mL, 3000 pg mL" ¢dzeltisinden (¢ozelti 6) her birine 1.1 mL, diger igiine
¢ozelti 4’ten aymi miktarlarda ¢6zelti 4'ten her birine 1.2 mL, son {igline ise ¢dzelti 4’ten aym
miktarlarda ¢6zelti 6’ten her birine 1,3 ml konuldu ve ekstraksiyon ¢6zeltisi ile hacimlerine
tamamlandi. Her bir ¢6zeltinin 235-315 nm arasinda S'er nm araliklarla absorpsiyonlart
Olgiildii ve elde edilen veriler PLS programinda degerlendirildi. Kalibrasyon kosullarinin

belirlenmesi, ilgili sekil ve tablolar B6ltim 4.2.1.1 'de verilmistir.
3.3.2.1.2 Yintemin Farkh Konsantrasyondaki Kangimlara Uygulanmasi

Ug farkli konsantrasyonda (13, 15, 17 pg mL™) triprolidin HCI ve ( 330, 360, 420 ug mL™)
psddoefedrin HCI 'in farkli oranlardaki karigimlar1 B6liim 3.3.2.1.1'de anlatildig: gibi ¢aligildi.

Bulunan sonuglar 4.2.1.2 'de bildirilmigtir.
3.3.2.1.3 Yintemin Farmasitik Preraratlara Uygulanmasi

Triprolidin HCI ve pstdoefedrin HCI igeren tablet 6rneklerinin analizi igin, 20 adet tablet
teker teker tartilip tartim toplamindan bir tabletin ortalama agirlifi hesapland:i (0,22106).
Tabletler havanda toz haline getirildikten sonra 0.3315 g "Actifed " 25 ml'lik balon joje i¢ine
mg'in 1/10'i duyarlilikta tartildi. 15 ml distile su ilavesi ile 15 dakika galkalayicida
calkalandiktan sonra destile su ile hacmine tamamlandi. Cozelti mavi banth siizgeg
kagidindan siiziildiikten sonra 1 mL aliip 10 mL 'ye tamamlandi. 245-315 nm arasinda S'er
nm araliklarla absorpsiyonlar1 6l¢iildii ve elde edilen veriler PLS programinda degerlendirildi.
Bulunan sonuglar Boliim 4.2.1.3 'de bildirilmisgtir.
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3.3.2.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem
3.3.2.2.1 Spektrumlarin Cizilmesi

Su ile hazirlanmug standart ¢ozeltiler kullanilarak (¢ozelti 5 ve ¢ozelti 6) 15 pg mL™ triprolidin
HCl ve 360 pg mL™! psédoefedrin HCl ¢ozeltileri hazirlandi ve 1. ve 2. tiirev egrileri Ust iiste
cakistirildi. Spektrumlar B6lim 4.2.2.1°de verilmisgtir.

3.3.2.2.2 Olii Egrilerinin Hazirlanmasi

Triprolidin HCI’ye ait &lgii egrisinin hazirlanmasi i¢in, 10 mL 'lik 5 adet balon jojeye ¢ozelti
6'dan sirasiyla 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 mL konuldu ve su ile hacmine tamamlandi. Cozeltilerin 1.
tiirev absorbans degerleri 291 nm 'de (‘D 291) okundu. Bu degerlerle konsantrasyonlar
arasinda grafik ¢izilerek 6lgii egrisi olusturuldu ve egriye ait dogru denklemi en kiigiik kareler

y6ntemine gére hesaplandi.

Ps6doefedrin HC1 6lgii egrisinin hazirlanmas i¢in, 10 mL 'lik 5 adet balon jojeye ¢6zelti
6’dan sirasiyla 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6 mL konuldu ve distile su ile hacmine tamamlandi.
Cozeltilerin 2. tiirev spektrumundan 257 ve 259 nm 'lerdeki pik-pik toplamlar1 okundu. Bu
degerlerle konsantrasyonlar arasinda grafik gizilerek Ol¢ii egrisi olugturuldu ve egriye ait
dogru denklemi en kiiglik kareler yontemine gore hesaplandi. Ilgili spektrumlar ve 6lgii
egrileri Boliim 4.2.2.1°de verilmistir.

3.3.2.2.3 Yontemin Farkh Konsantrasyondaki Kansimlara Uygulanmasi

Triprolidin HCI ve psodoefedrin HCI 6lgii egrileri siurlarinda [(9-21 pg mL™) ve ( 240-480
pg mL™)] cesitli kanisimlar1 Bolim 3.3.2.1.1'te anlatildig gibi gahisildi. Bulunan sonuglar
Béliim 4.2.2.2 'de bildirilmigtir.

3.3.2.2.4 Yointemin Farmasitik Preparatlara Uygulanmasi

Tablet ornegi (actifed) Bolim 3.3.2.1.3’te anlatildigy gibi ¢alisildi ve 1. ve 2. tiirev
spektrumlar1 alindi. 1.tiirev spektrumundan triprolidin HCI igin 291 nm de ve 2.tiirev
spektrumundan psédoefedrin HC1 igin 257-259 nm de pik-pik absorbans degerleri okundu. Bu
degerlerin Olgii egrisindeki kargihiklari bulunarak tabletteki madde miktan tayin edildi.
Uygulanan bu metot kiyas y6ntemi olarak kullanildi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.2.2.3’te
bildirilmigtir.



32

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Klorheksidin Hidrokloriir ve Lidokain Hidrokloriir Karigmminin Analizi
4.1.1 Kismi En Kii¢iik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

4.1.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi I¢in Uygun Kosullarin Belirlenmesi

Klorheksidin HCl ve Lidokain HCl analizi ig¢in kalibrasyon seti olusturulurken uygun
kosullarin saptanmasi amaciyla gesitli ¢oziiciiler denendi ve " cathejell-jel" igindeki oranlar
(% 0.05: % 2) gbz Oniinde tutlarak bu maddelerin su ve metanolde spektrumlar g¢ekildi.
Ancak klorheksidinin sudaki ¢oziiniirliigiintin ¢ok az olmasi, metanolde karali bir spektrum
vermemesi ve jel preparatlarindan bu maddenin tam olarak alinmamasindan dolay1 gesitli
¢oziicti kangimlan denendi. Bu maddelerle ilgili yapilmus tiim c¢aligmalar incelendi ve
metanol: su: formik asit (16:3:1) ¢oziicii sistemi en uygun ¢oziicli olarak saptandi
(Izomoto,1996). Hem lineerligi bozmayacak hem de pik toplamini en uygun absorpsiyon
seviyesinde tutacak gekilde konsantrasyonlar belirlendi (Sekil 4.1). Buna gore en uygun
seviyeler, klorheksidin hidrokloriir i¢in 5, 6, 7, pg mL, lidokain hidrokloriir i¢in 220, 240,
260 pg mllolarak belirlendi ve kalibrasyon matrisini olugturmak tizere 9 adet ¢ozelti
hazirlandi. Boliim 3.3.1.1.1°de anlatildif1 gibi ¢alisilarak elde edilen absorbans degerleri ve
kargilik gelen konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1 'de gosterilmigtir. PLS algoritmasma gore

¢oziimlenmis kalibrasyon bagintisi agagidaki gibidir.

Cciu=7.8891 + 4.59A, - 1.51A; + 4.00A; + 7.63A4 + 5.77A5 - 7.81A¢ + 3.13A7 + 5.94A3 +
7.67A9 + 5.49A10 + 3.45A1; + 1.74A1; +0.79A13 + 0.61A14+ 0.45A5

Crin=350,0528 - 86.19A; + 100.37A, - 28.08A3 - 141.61A4- 101.54A5+ 284.67A¢ - 45.71A4
—133.66A3- 190.49A9- 137.79A0- 86.84A11 - 43.26A12- 19.48A13- 15.64A14- 12.26A15
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Sekil 4.1 Klorheksidin HCl (6 pgml™) (- -), lidokain HCI (240 pgml™ ) (— ) ve
karigimin (6-240 pgml™) (—) metanol: su: formik asitteki absorpsiyon spektrumlari

4.1.1.2 Yitemin Farkh Konsantrasyonlardaki Karisimlara Uygulanmasi

Yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla 5,6,7 pg mL"! klorheksidin HCI ve 220, 240, 260
ug mL' lidokain HCI 'in farkli kombinasyonlarim igeren sentetik karigtmlar bolim
3.3.1.1.2.'de anlatildig1 gibi ¢aligildi. Bulunan sonuglara ait geri kazamim (%R), ve bagil
tahmin hatasi1 (YoREP) degerleri ¢izelge 4.3' te gosterilmistir.

4.1.1.3 Yintemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi ve Sonuglarn Kiyas
Yontemiyle Karsilagtirilmasi

"Cathejell-jel" igindeki klorheksidin HCI ve lidokain HCl miktarlar1 Bolim 3.3.1.1.3’te
anlatildipn gibi caligilarak PLS yontemiyle tayin edildi. Orneklerin absorbans degerleri
Cizelge 4.2°de gOsterilmistir. Bulunan sonuglar kiyas yontemi olarak yeni gelistirilen tlirev
spektrofotometrik yontemle kargilagtinldi. Her iki ydntemle elde edilen sonuglar ve
istatistiksel ~ olarak  Kkarsilagtirllmasi  Cizelge 4.6’da toplu olarak  verilmistir.
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Cizelge 4.3 Klorheksidin HCl ve lidokain HCl'in farkli kombinasyonlar1 igeren sentetik
karigimlarin analizi

CHL ( pg mL™) LiH (pgmL™)
Karigimlar | Katilan | Bulunan | %R Katilan |Bulunan | %R
1 5 5,13 102,60 |220 228,55 103,88
2 6 5,63 93,83 |220 224,91 102,23
3 7 6,95 99,28 |220 223,30 |101,50
4 5 4,82 96,40 (240 240,97 100,39
5 6 6,04 100,60 {240 240,10 |100,04
6 7 7,15 102,14 |240 240,86 |[100,35
7 5 4,75 95,00 (260 260,32 (100,12
8 6 6,00 100,00 (260 258,03 99,24
9 7 7,33 104,70 |260 257,61 199,08
ortalama 99,39 100,75
RMSD 0,20 3,64
% REP 3,33 1,52

| & 2 100[ 1 & .
RMSD = I:ZZ(cgercek ~ Coutunan )z} % REP = — I:; Z( gercek — Coutunan )Z]
1

C = m kangim i¢indeki ortalama bilesen konsantrasyonu
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4.1.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem

4.1.2.1 Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi ve Uygun Kosullarin Belirlenmesi

Klorheksidin HCI ve lidokain HCl'nin tlirev spektrofotometrik yontemle birarada analizi igin
uygun kosullarin saptanmasi amaciyla gesitli ¢6ziicti sistemleri denendi. B6lim 4.1.1.1'de
anlatildig gibi her iki madde i¢in en uygun ¢6ziicti sistemi olan metanol : su :formikasit ( 16
:3 : 1) kullamildi. Her iki maddenin " cathejell-jel” igindeki oranlar1 g6z 6niinde tutularak 6
ng mL™ konsantrasyonunda klorheksidin HCI ve 240 pg mL™! konsantrasyonunda lidokain
HCI'nin 1. tiirev, 2. tiirev spektrumlan ¢ekildi. 1. tiirev spektrumu incelendiginde lidokain
HCY' in spektrumunun sifir oldugu 290 nm (Sekil 4.2) klorheksidin tayini i¢in, 2.derece
tiirev spektrumu incelendiginde klorheksidin HCl absorpsiyonunun etkili olmadif 272-276
nm arasindaki pik uzunlugunun (pik-pik teknigi) lidokain HCI tayini i¢in uygun oldugu
goriilmugtiir (Sekil 4.3). Buna gore tiirev spektrofotometrik yontemle klorheksidin HCI ve
lidokain HCl'ye ait 6l¢ii egrileri, klorheksidin HCI igin 5-9 pg mL™" , lidokain HCI igin 160-
480 pg mL™ olacak sekilde Boliim 3.3.1.2.2 'deki gibi hazirlandi. Elde edilen absorbans
degerleri ve 6l¢ii egrilerine ait regresyon denklemleri Cizelge 4.4, Cizelge 4.5, absorpsiyon
sektrumlann Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 'de gosterilmistir. Bu 6lgii egrilerine ait regresyon
denklemleri 'Cathejell-jel” de klorheksidin HCI ve lidokain HCI tayininde kullaniimistir.

0+
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Sekil 4.2 Klorheksidin HCl (6 pgmL™’ ) (- — ), Lidokain HCl (240pgmL™) () ve
karigimin (6:240) (—) metanol :su: formikasitteki (16:3:1) 1.tlirev absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.3 Klorheksidin HCl (6 pgmL™ ) () Lidokain HCl (240ugmL™) (- - -),ve
karigimin (6:240) (— ) metanol :su: formikasitteki (16:3:1) 2.tiirev absorpsiyon spektrumlart
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Sekil 4.4 Klorheksidin HCI’nin (5, 6, 7, 8, 9 pgmL™ ) metanol:su: formikasitteki (16:3:1)1.
tiirev absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.5 Lidokain HCI’nin (160, 240, 320, 400, 480 pgmL™ ) metanol:su: formikasitteki
(16:3:1) 2. tiirev absorpsiyon spektrumlar



40

Cizelge 4.4 Klorheksidin HC!’nin tiirev spekirofotometrik yontem ile analizi i¢in hazirlanan
ol¢ii egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

C (ugmL™) [5 6 7 8 9
Dsoo 0,545]0,669 |0,757(0,874 (0,975
1D,00=0,0185+0,1065C  r=10,9989

1,2 4

0.8 -
B 0,6 -
0,4

0,2 -

Sekil 4.6 Klorheksidin HCI’ye ait 6l¢ti egrisi
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Cizelge 4.5 Lidokain HCI’nin tiirev spektrofotometrik yontem ile analizi i¢in hazirlanan
Olgii egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

CugmL™ | 160 | 240 320 400 480

D276 2,850 | 4,310 | 5,711 7,127 8,491

2Dyrr076=0,0582 + 0,0176C r=0,9999

D2

0 T T T T T T T T T

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
c

Sekil 4.7 Lidokain HCI’ye ait &lgii egrisi

4.1.2.2 Yontemin Farkli Konsantrasyonlardaki Karigimlara Uygulanmasi

Yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla klorheksidin HCl ve lidokain HCl'nin 8lgii
egrileri sinirlarinda [ (5-9 pg mL™") ve (160-480ug mL™? )] farkli kombinasyonlar: igeren
sentetik karigimlar Bslim 3.3.1.2.3'te anlatildify gibi ¢alisildi. Bulunan sonuglara ait geri
kazamim (%R) ve bagil tahmin hatasi (%REP) degerleri ¢izelge 4.6 'da g6sterilmistir.
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Cizelge 4.6 Klorheksidin HCI ve lidokain HCl'in farkli kombinasyonlar1 igeren sentetik
karisimlarin analizi

CHL (pgmL") LiH (ugmL™)
Karigimlar | Katilan | Bulunan %R | Katilan | Bulunan | %R

1 5 5,19 103,80 | 160 171,07 | 106,91

2 6 5,64 94,00 | 240 253,22 | 105,50

3 7 7,13 101,80 | 320 338,34 | 105,73

4 8 8,23 102,80 | 400 | 419,25 | 104,81

5 9 9,34 103,70 | 480 502,09 | 104,60

6 5 5,30 106,00 | 480 509,70 | 108,30

7 9 9,28 103,11 | 160 172,28 | 106,18

ortalama%R 102,17 106.00
RMSD 0,27 19,08
% REP 3,85 5,96

4.1.2.2.1 Yontemin Farmasitik Preparatlara Uygulanmasi
Jel 6rnegindeki klorheksidin HCI ve lidokain HCI miktarlart B6liim 3.3.1.2.4'te anlatildig:

gibi ¢aligilarak tiirev spektrofotometrik yontemle tayin edildi. Elde edilen sonuglar ve PLS
ile karsilagtirilmasi Cizelge 4.7 'de verilmigtir.
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Cizelge 4.7 "Cathejell-jel" ( 100gr’da 0,05g klorheksidin HCl + 2g lidokain HCI)
Orneklerinin analizi

Istatistik | CLH (0,05g/100) LiH (2 g/100)
Parametreler | PLS Tiirev PLS Tiirev
1 0,053 0,052 2,053 1,990
2 0,050 0,051 2,002 2,017
3 0,055 0,050 2,065 1,990
4 0,054 0,051 2,072 2,028
5 0,053 0,050 2,015 1,999
x 0,053 0,051 2,041 2,005
S 1,87,10° 8,36 10™ 0,031 0,017
%es 3,52 1,64 1,52 0,84
%R 106,00 102,00 102,05 100,25
x £ts/n 0,050 — 0,055 0,05-0,052 |2,00-2,08 | 1,98-2,03
t testi 2,18<2,31 2,27<2,31

F testi 5,00 < 6,39 3.32<6,39

N=n=5 ts"®tablo =2.31 F44™% tablo = 6.39
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4.2 Triprolidin Hidrokloriir ve Psddoefedrin Hidrokloriir Karisimmimn Analizi
4.2.1 Kismi En Kiig¢iik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

4.2.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi i¢in Uygun Sartlarin Belirlenmesi
Triprolidin HCl ve psddoefedrin HCl analizi i¢in kalibrasyon seti olusturulurken su, iki
maddenin de ¢6ziintirliiklerinin iyi olmasi ve spektrumlarinin birbirine benzememesi
nedeniyle en uygun ¢oziicli olarak secilmigtir. "Actifed - tablet" igindeki oranlarn g6z 6niinde
tutularak (2,5-60) hazirlanmis sulu ¢6zeltilerinin spektrumlar (Sekil 4.8) 'da gosterilmistir.
Buna gore en uygun seviyeler triprolidin HCI igin 13, 15, 17, pg mL"™ ve psédoefedrin igin
330, 360, 390 g mL" olarak belirlendi ve kalibrasyon matrisini olusturmak tizere 9 adet
¢ozelti hazirlandi. Boliim 3.3.2.1.1 'deki gibi c¢aligilarak elde edilen absorbans degerleri ve
karsilik gelen kangim konsantrasyonlar Cizelge 4.8'de gosterilmistir. PLS algoritmasina
gore ¢6ziimlenmis kalibrasyon bagintis1 asagidaki gibidir.

Crre = 1.1677 + 0.39A; + 1.96A; + 2.86A3 + 4.03A4 + 4.56A5 + 4.03A¢ + 2.93A7 + 0.88As
+0.31A9 + 0.26A19 + 0.25A1; + 0.24A 5 + 0.22A 13+ 0.18A14+0.16A 15 + 0.16A 16 + 0.17A 17

Cpsg = -48.8483 + 11.52A; + 57.87A; + 84.53A; + 119.22A4 + 134.83A5 + 119.22A4 +
86.65A7 + 26.05A5+ 9.24A9 + 7.73A19 + 7.27A 1 + 7.12A15 + 6.36A 5 + 5.45A14 +4.85A,5
+4.85A16 + 5.00A47
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Sekil 4.8 Triprolidin HCI (15 umL'I ) (- ), Psddoefedrin HCl (360 pg mL™) (- ve
karisimin (15:360) (—) sudaki absorpsiyon spektrumlari

4.2.1.2 Yontemin Farkl Konsantrasyonlardaki Karisimlara Uygulanmas:

Yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla 13, 15, 17 pg mL™"! triprolidin HCI ve 330, 360,
390 pg mL” psddoefedrin HCI 'in farkli kombinasyonlarini igeren sentetik karigimlar:
boéliim 3.3.2.1.2.'de anlatildig1 gibi ¢aligildi. Bulunan sonuglara ait geri kazanmim (%R), ve
bagil tahmin hatas1 (%REP) degerleri ¢izelge 4.10'da gosterilmistir.

4.2.1.3 Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi ve Kiyas Yontemiyle
Kargsilagtirilmasi

"Actifed- tablet" i¢indeki triprolidin HCI ve pstdoefedrin HCl miktarlar1 Boéliim 3.3.2.1.3
'te anlatildig gibi ¢aligilarak PLS yontemiyle tayin edildi. Omeklerin absorbans degerleri
Cizelge 4.9 'da gosterilmistir. Bulunan sonuglar kiyas yontemi olarak kullamlan tiirev
spektrofotometrik yontemle karsilagtinnldi.Her iki yontemle elde edilen sonuglar ve
istatistiksel olarak kargilagtirllmasi Cizelge 4.14 ’te toplu olarak verilmigtir.
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Cizelge 4.10 Triprolidin HCI ve psddoefedrin HCl'in farkli kombinasyonlar igeren sentetik
karigimlarin analizi

TRP (pgmL™) PSE (pgmL")
Kangimlar |Katilan | Bulunan |%R Katilan | Bulunan %R
1 13 12,81 98,51 (330 350,04 [106,07
2 15 14,45 96,33 1330 337,88 102,38
3 17 17,46 102,70 |330 313,24 94,92
4 13 13,27 102,07 360 352,14 (97,82
5 15 15,32 102,13 |360 361,47 |100,40
6 17 16,77 98,64 |360 368,07 |102,24
7 13 13,23 101,76 {390 381,97 97,94
8 15 15,82 105,46 |390 369,31 194,69
9 17 17,33 101,94 {390 370,62 |95,03
ortalama%R 101.06 99.05
RMSD 0,42 13,91
% REP 2,8 3,86
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4.2.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem

4.2.2.1 Olii Egrilerinin Hazirlanmasi ve Uygun Kosullarin Belirlenmesi

Triprolidin HCI ve psédoefedrin HCI’nin tiirev spektrofotometrik analizinde daha 6nce bu
maddelerle tiirev spektrofotometresi ile yapilmis ¢aligmalardan yaralamildi (Davidson ve
Mkoji, 1977; Davidson ve Elsheikh, 1982; Jones vd., 1985, Murtha vd.,
1987). PLS yontemiyle ayni ¢dziicii sartlarinda jel i¢indeki oranlar g6z 6niinde tutularak 15
ug mL"! konsantrasyonunda triprolidin HCl ve 360 pg mL?  konsantrasyonunda
psodoefedrin HCI’nin 1. ve 2. tiirev spektrumlan ¢ekildi. 1. tiirev spektrumu incelendiginde
psddoefedrin HCI’nin spektrumunun sifir oldugu 291 nm triprolidin HCl igin, 2. tiirev
spektrumu incelendiginde triproldin HCI’nin absorpsiyonunun etkili olmadigi 257-259 nm
arasindaki pik uzunlugunun (pik-pik teknigi) psddoefedrin HCl’nin analizi i¢in uygun
oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Buna gore tiirev spektrofotometrik yontemle
triprolidin HCI ve pstdoefedrin HCI 'ye ait 6l¢ii egrileri triprolidin HCl i¢in 9 - 21 pg mlL~
', ps6doeferdrin HCI igin 240 - 480 pg mL” olacak sekilde Bolim 3.3.2.2.2°deki gibi
hazirlandi. Elde edilen absorbans degerleri ve Olgii egrilerine ait regresyon denklemleri
Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12’de, absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.13 ve Sekil 4.14'te
gosterilmistir. Bu 0Olgti egrilerine ait regresyon denklemleri "Actifed - tablet " iginde
triprolidin HCI ve ps6doefedrin HCI tayininde kullanilmigtir.
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Sekil 4.10 Triprolidin HC1 (15 pg mL™) (- -) ve Psddoefedrin HCI (360 pg mL™) (= ) ve
karigimin (15:360) (—) sudaki 2. tiirev absorpsiyon spektrumlar
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Sekil 4.11 Triprolidin HCI ‘nin (9, 12, 15,18,21 pug mL™" ) sudaki 1.tiirev absorpsiyon
spektrumlari
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Sekil 4.12 Psodoefedrin HCI’nin (240, 300, 360,420, 480 pug mL") sudaki 2.tirev
absorpsiyon spektrumlari
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Cizelge 4.11 Triprolidin HCI’nin tiirev spektrofotometrik yontem ile analizi i¢in hazirlanan
6l¢ii egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

C (pgmL™) 9 12 15 18 21

Doy 1,2101 1,6472 1,9787 2,3390 2,7730

1Dy = 0,0804 + 0,12726 C r=9988

Sekil 4.13 Triprolidin HCI ‘ye ait 6l¢li egrisi
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Cizelge 4.12 Psodoefedrin HCl’nin tlirev spektrofotometrik ySntem ile analizi i¢in
hazirlanan 6l¢ti egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

C (pgmL™) 240 ]300 360 |420 [480
Dis7250 537216,688 [7,944]9,071{10,593
“Dys7.050 = 0,1966 + 0,021475C = 0,9990

127

10 -

~

8 64

4l

2
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Sekil 4.14 Psédoefedrin HCI’ye ait 6l¢ti egrisi

4.2.2.2 Yointemin Farkh Konsantrasyonlardaki Karisimlara Uygulanmasi

Yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla triprolidin HCl ve psédoefedrin HCl’nin &l¢ti
egrileri sinirlarinda [ (9-21 ug mL™) ve (240-480ug mL™ )] farkli kombinasyonlar: igeren

sentetik karigimlar1 Boliim 3.3.2.2.3’te anlatildigi gibi g¢aligildi. Bulunan sonuglara ait geri
kazamim (%R) ve bagil tahmin hatasi1 (%REP) degerleri ¢izelge 4.13 'te gdsterilmistir.
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Cizelge 4.13 Triprolidin HCI ve ps6doefedrin HCl'in farkli kombinasyonlar iceren sentetik
karigimlarin analizi

TRP  (ugmL") PSE (pgmL™)
Karigimlar  |Katilan [ Bulunan |%R | Katilan | Bulunan | %R
1 9 8,71 96,78 |240 242,35 100,97
2 12 11,67 97,25 |300 299,25 99,75
3 15 14,73 98,20 (360 362,11 |100,58
4 18 17,74 98,55 420 423,95 |100,94
5 21 20,61 98,14 |480 491,98 102,49
6 9 9,26 102,89 (240 234,62 |97,75
7 21 20,57 97,95 |480 478,62 99,71
ortalama%R 98,53 100,31
RMSD 0,31 5,35
% REP 2,02 1,48

4.2.2.3 Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmas:

Tablet Srnegindeki triprolidin HCl ve psodoefedrin HCl miktarlar1 Boliim 3.3.2.2.4 'de
anlatildifi gibi caligilarak tiirev spektrofotometrik yontemle tayin edildi. Elde edilen
sonuglar ve PLS ile kargilagtirilmas: Cizelge 4.14 'te verilmistir



Cizelge 4.14 "Actifed-tablet " (1 tablette 2.5 mg triprolidin HCL ve 60 mg psddoefedrin HCI

igeren ) 6rneklerinin analizi

55

Istatistik TRP (2.5 mg) PSE (60 mg)
Parametreler PLS Tiirev PLS Tiirev
1 2.48 2.36 60.28 59.39
2 2.48 2.47 59.56 58,12
3 2.49 2.41 59.84 59.61
4 2.48 2.51 59.14 59.14
5 2.54 2.38 61.35 59.58
x 2.49 2,42 60.03 59,17
S 0.026 0,063 0.84 0,61
%s 1,04 2,59 1.40 1,03
%R 99.6 97,2 100,05 98,61
xtts/n 2,46 -2,52 [2,35-2,51 (58,98 -61,07 | 58,41 -59,93
t testi 1,97 <231 1,85 <231

F testi 5,87< 6,39 1,89 <6,39

n=n=5 ts"% tablo =2,31  F4,"% tablo=6,39
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TARTISMA

Giiniimiizde, yiiksek basingli sivi  kromatokrafisi, gaz kromatografisi-kiitle
spektrofotometresi ve diger spektrofotometrik ve elektroanalitik yontemler, ¢oklu ilag
karisgimlarinin etken madde analizlerinde siklikla kullamilmaktadir. Ancak preparat iginde
¢ok farkli oranlarda bulunan ve spektrumlari girisim yapan maddelerin bilinen
spektrofotometrik  yontemlerle tayini miimkiin olmamaktadir. Son zamanlarda
aragtirmacilar, hem ¢esitli ekstraksiyon iglemler olmaksizin bu tiir analiz zorluklarini ortadan
kaldiran hem de pahali alet ve ¢oziicli sistemleri gerektirmeyen yeni metodlar geligtirmeyi
hedeflemiglerdir.S6zii edilen amaglar dogrultusunda cokluk kalibrasyon yontemlerinden
kismi en kiigiik kareler kalibrasyonu ( PLS ) bilinen spekrofotometrik ve kromatografik
tekniklere kars1 ucuzlugu ve pratikligi ile iyi bir alternatif olarak kullamlmaya baglanmustir.

Bu ¢aligmada, gesitli analiz giicliiklerine sahip ilag karigimlar1 aragtirildi ve lidokain HCL -
klorheksidin HCI ve triprolidin HC1 - psddoefedrin HCI igeren preparatlara PLS yontemi

uygulandi.

Klorheksidin HCI ve lidokain HCI’nin bir arada analizi i¢in farmakopede herhangi bir
yontem yer almamgtir. Her iki maddenin spektrumlarinin {ist liste ¢akigmasi ve preparat
igindeki oranlarmin farkli olmasi, bilinen spektrofotometrik yontemlerle tayininde gii¢lik
olusturmaktadir. Bu tlir analiz zorluklarina karst PLS ve tiirev spektrofotometrik y6ntem
geligtirildi. Oncelikle uygun ¢6ziicii belirlemek amaciyla maddenin su, metanol, asidik ve
bazik ortamda ¢o6ziintirlikkleri incelendi ve spektrumlari ¢ekildi. Ancak klorheksidin
hidrokloriiriin sudaki ¢6ziintirliigiiniin az olmasi, metanolde kararli bir spektrum vermemesi
ve jel preparatlarindan bu maddelerin tam olarak almmamamasindan dolayr klorheksidin
hidrokloriir ayininde dahadnce kullanilan ¢oziicti sistemleri incelendi. Klorheksidin
hidrokloriir igin, metanol:formik asit (30:20) ve metanol: su: formik asit (16:3:1) gibi
¢oziicti sistemlerinin kullamldigr goriildii. ( Izumoto vd., 1996; Okamoto vd., 2001 ) Bu
¢Oziicli sistemleri sirasiyla denendi. Metanol:formik asit (30: 20) ¢oziicii sisteminde, jel
preparatlarinin ¢6ziinmesinde kararl pikler elde edilemedi. Buna karsin metanol:su:formik
asit (16:3:1) ekstraksiyon ¢ozeltisinde, klorheksidin hidrokloriir, lidokain hidrokloriir ve jel
preparatlarinin  ¢dzlintirliiglintin iyi olmas1 ve alman spektrumlarda kararhi pikler elde
edilmesi nedeniyle bu ¢6ziicii sisteminin kullanilmasina karar verildi. Kalibrasyon seti

olusturulmas: i¢in ¢ozelti karigimlarimin hazirlanmasinda preparat igindeki miktarlar
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(%0,05 : %2 ) ve uygun absorpsiyon kosullar1 goz dniinde tutuldu ve seviyeler klorheksidin
hidrokloriir igin 5,6,7 ug mL’, lidokain hidrokloriir igin 220, 240, 260 ug mL™ olarak
belirlendi. Jel Srnekleri higbir 6n ayirma ve ekstraksiyon iglemine tabi tutulmaksizin,
metanol:su:formik asit (16:3:1) ¢dzeltisinde hazirland1 ve absorpsiyon Slglimleri kalibrasyon
¢ozeltileriyle aym sartlarda yapildi. Geligtirilen yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla
5,6,7 ng mL™ klorheksidin hidrokloriiriin, 220, 240, 260 ug mL" lidokain hidrokloriirtin
farkli kombinasyonlarini igeren sentetik karigimlar analiz edildi. Sentetik karigimlarla
yapilan analizlere ait sonuglarda klorheksidin hidrokloriir i¢in gert kazamim (%R) 99,39 ,
bagil tahmin hatas1 (%REP) 3,3, lidokain hidrokloriir i¢in geri kazanim (%R) 100,75 , bagil
tahmin hatas1 (%REP) 1,52 olarak bulundu.

Klorheksidin hidrokloriir - lidokain hidrokloriir analizinde ikinci bir yontem olarak tiirev
spektrofotometrisi geligtirildi. Bu yontemde de ¢oziicli sistemi olarak metanol:su:formik asit
(16:3:1) ¢oziicii sistemi kullanildi.l. ve 2. tiirev spektrumlan ahindi. 1. tiirev spektrumu
incelendiginde 285, 286, 263.4 ve 290 nm’de klorheksidin hidrokloriiriin, lidokain
hidrokloriir yanminda, 2.tiirev spektrumu incelendiginde ise 263 nm’de pik-sifir, 270-272 nm
ve 272-276 nm’de pik-pik toplamlarindan lidokain hidrokloriiriin klorheksidin hidroklortir
yaninda tayin edilebilecegi diigiiniildi. En uygun noktayt saptamak amaciyla farkl
konsantrasyonlarda klorheksidin hidrokloriir, lidokain hidrokloriir karnigimlari ve jel
ornekleri hazirlandi. Belirlenen dalga boylarinda analizleri yapildi. Standart sapma ve geri
kazanim sonuglarindan klorheksidin hidrokloriir tayini i¢in 290 nm’nin, lidokain
hidrokloriir tayini i¢in 272-276 nm’deki pik uzunlugunu en uygun nokta olduguna karar
verildi. Geligtirilen yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla, klorheksidin hidrokloriir ve
lidokain hidrokloriiriin 6l¢ii egrileri sinirlarinda [(5-9 pg mL™) ve (160-480 pg mL™)] farkh
kombinasyonlarim igeren sentetik kangimlar analiz edildi. Sentetik kansimlarla yapilan
analizlere ait sonuglarda klorheksidin hidrokloriir i¢in geri kazamim (%R) 102,17 , bagil
tahmin hatas1 (%REP) 3,85, lidokain hidrokloriir icin geri kazamm (%R) 106,00 , bagil
tahmin hatas1 (%REP) 5,96 ve olarak bulundu.

Iki yontemle elde edilen sonuglar %95 giivenilirlik diizeyinde karsilagtirild1 ve ortalamalar
ve tekrarlanabilirlikler agisindan anlamli fark olmadig: goriildi. Ancak tiirev
septrofotometrik y6ntemin spesifik dalga boyu se¢imi gerektirmesi, her spektrum gekildigin-
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de aletsel sartlara gore belirlenen dalga boyunun kayma olasilig1 ve bu iglemlerinzaman alici
olmasi nedeniyle, PLS uygulamasinin yiikksek absorpsiyon girisimine ragmen pratik bir
analiz yontemi oldugu diigliniildii ve kontrol laboratuarlarindaki rutin analizler igin

rahatlikla kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Triprolidin hidrokloriir ve pstdoefedrin hidrokloriiriin birlikte tayinine yonelik kaynak
aragtirmasinda bir spektrofotometrik yontem (Dinger ve Onur, 1998) ve iki sivi
kromatografik yonteme (Bachman., 1980; USP XXI1I, 1990) rastlanmugtir. Spektrofotometrik
yontemde, triprolidin hidrokloriir ve ps6doefedrin hidrokloriirli 1. tiirev spektrumundan
sirasiyla 291 ve 264 nm’de, ikili karisimin orijinal spektrumundan 278,1 ve 256.8 nm’de
tayin etmiglerdir. PLS yontemi bu maddelerin analizinde, hem aym anda tayin olanagi
vermesi hem de pahali kromatografik tekniklere alternatif olusturmasi amaciyla
gelistirilmigtir. Yontemin uygulanmasindaki ¢oziicii segiminde su, her iki maddenin ve
tablet Orneklerinin ¢ok iyi ¢oziinmesi ve iki madeninde spektrumlarinin birbiriden farkl
olmasi nedeniyle en uygun ¢ozii olarak belirlendi. Kalibrasyon modeli olusturulurken tablet
igindeki miktarlar goz Oniinde tutuldu (2.5:60) ve uygun seviyeler triprolidin hidrokloriir
icin 13,15,17 pg mL? ve psddoefedrin hidrokloriir igin 330,360,390 pg mL" olarak
belirlendi.Tablet ornekleri higbir 6n ayirma yapmaksizin, 15 mL suda ¢oziildi ve
absorpsiyon ol¢iimleri kalibrasyon ¢6zeltileriyle ayni sartlarda yapildi. Gelistirilen yontemin
dogrulugunu test amaciyla 13, 15, 17 pg mL™ triprolidin hidrokloriirtin, 330, 360, 390 ug
mL™" ps6doefedrin hidrokloriiriin farkli kombinasyonlarmi igeren sentetik karigimlar analiz
edildi. Sentetik karigimlarla yapilan analizlere ait sonuglarda triprolidin hidrokloriir igin
geri kazanim (%R) 101,6 , bagil tahmin hatasi (%REP) 2,8 ve pstédoefedrin hidrokloriir igin
geri kazanim (%R) 99,05 , bagil tahmin hatasi (%REP) 3,86 olarak bulundu.

Bu ikili karigimin analizinde ikinci bir yontem olarak tiirev spektrofotometrisi kullanildi.
Yontemin uygulanmasinda daha 6nce yapilmig c¢alismalardan yararlanildiDavidson ve
Elshaikh 1982; Ding ve Onur 1998). Buna gore PLS y6ntemiyle aym gartlarda hazirlanmig
tablet Orneklerinin 1. tlirev spektrumu kullanilarak 291 nm’de triprolidin hidroklorir, 2.
tiirev spektrumu kullanilarak 257-259 nm’de psddoefedrin hidrokloriirtin analizi yapildi.
Geligtirilen yontemin dogrulugunu test amaciyla, triprolidin hidrokloriir ve psodoefedrin
hidrokloriiréin  6lgii eprileri simrlarinda [(9-21 pg mL™ ) ve (240-480 pg mL™ )] farkhi
kombinasyonlarint igeren sentetik karigimlar analiz edildi. Sentetik karigimlarla yapilan
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analizlere ait sonuglarda triprolidin hidrokloriir i¢in geri kazanim (%R) 98,53 , bagil tahmin
hatas1 (%REP) 2,06 ve ps6doefedrin hidrokloriir i¢in geri kazanim (%R) 100,31, bagil
tahmin hatas1 (%REP) 1.48 olarak bulundu.

iki yontemle elde edilen sonuglar %95 giivenilirlik diizeyinde kargilagtirildi ve ortalamalar
ve tekrarlanabilirlikler agisindan anlamli fark olmadigi goriildii. Ancak yukarida belirtildigi
gibi tiirev septrofotometrik yontemin getirdigi baz1 zorluklara ve pahali diger kromatografik
tekniklere karst, PLS y6nteminin rutin analizlerde kullanilabilecek uygun bir yontem oldugu

sGylenebilir.
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