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OZET

Anti-enflamatuar-analjezik jel formiilasyonunda essin (ES) ve dietilamin salisilat (DA),
antialerjik jel formiilasyonunda dekspantenol (DPA), lidokain hidroklorir (LIH) ve
mepiramin maleat (MAM) ve 6ksiiriik surubu formiilasyonunda dekstrometorfan hidrobromiir
(DEK), psdédoefedrin hidrokloriir (PSE) ve triprolidin hidrokloriiriin (TRP) birarada tayini i¢in
kismi en kiigiik kareler spektrofotometrik kalibrasyon yéntemi (PLS) gelistirildi.

ES ve DA’nin PLS y6ntemiyle analizi i¢in {i¢ seviyeli tam deneysel tasarima gére kalibrasyon
tablosu olusturuldu ve metodun kurulmasi i¢in 9 adet 6rnek hazirlandi. Bu tasarimda ES igin
10, 20, 30 ug mL™", DA i¢in 40, 50, 60 pg mL! seviyeleri secildi ve ¢ozeltiler etil alkolde
hazirlandi. 200-325 nm arasinda 5’er nm araliklarla absorpsiyonlan &l¢lildii. Jel rnekleri ise
etil alkolde ¢oziilerek hazirlandi ve absorpsiyonlar: kalibrasyon sartlarinda 6lgiildii. Aym giin
iginde ve farkli giinlerde plaseboda yapilan analizlerde bagil standart sapma ve bagil tahmin
hatas1 degerleri sirasiyla ES i¢in % 0,45-9,80 ve % 8,50, % 0,11-14,59 ve % 8,10; DA i¢in %
0,72-7,02 ve % 3,28, % 0,27-4,82 ve % 4,30 olarak bulundu. Gelistirilen yontem ilag
fabrikasinin uyguladidi spektrofotometrik yontemle kargilastirildi ve elde edilen sonuglar
arasinda tekrarlanabilirlik agisindan anlamli fark olmadigi, sadece DA analizi igin ortalamalar
arasindaki farkin anlamli oldugu goriildii.

DPA, MAM ve LIH’mn PLS yGtemi ile analizi igin {i¢ seviyeli tam deneysel tasarima gore
kalibrasyon tablosu olusturuldu ve metodun kurulmas: i¢in 27 adet 6rnek hazirlandi. Bu
tasarimda DPA igin 8, 10, 12 ng mL!, MAM i¢in 2, 3, 4 pgmL™" ve LIH i¢in 2, 3, 4 pg mL"
seviyeleri segildi ve g¢6zeltiler suda hazirlandi. 190-350 nm arasinda 5’er nm araliklarla
absorpsiyonlar1 olgiildii. Jel ornekleri ise suda g¢oziilerek hazirlandi ve absorpsiyonlar
kalibrasyon sartlarinda Olgiildii. Aym giin iginde ve farkli giinlerde plaseboda yapilan
analizlerde bagil standart sapma ve bagil tahmin hatasi degerleri sirasiyla, DPA i¢in % 1,11-
13,44 ve % 6,90, % 0,61-5,05 ve % 3,40; MAM i¢in % 5,03-10,96 ve % 9,00, % 2,88-14,63
ve % 7,66; LIH i¢in % 0,17-12,13 ve % 11,00, % 3,28-12,17 ve % 7,33 olarak bulundu.

DEK, PSE ve TRP’nin PLS y6ntemiyle analizi i¢in {i¢ seviyeli tam deneysel tasarima gore
kalibrasyon tablosu olugturuldu ve metodun kurulmas: i¢in 27 adet 6rnek hazirlandi. Bu
tasarimda DEK ig¢in 60, 80, 100 pg mL™" PSE i¢in 180, 240, 300 pg mL"' ve TRP i¢in 8, 10,
12 pg mL" seviyeleri secildi ve ¢bzeltiler 0,1 M siilfat asitinde hazirlandi. 230-320 nm
arasinda 5’er nm araliklarla absorpsiyonlar1 olgiildii. Surup ornekleri ise kloroformla
ekstraksiyon yapilarak hazirlandi ve absorpsiyonlar1 kalibrasyon sartlarinda olgiildii. Ayn1 giin
icinde ve farkli giinlerde plaseboda yapilan analizlerde bagil standart sapma ve bagil tahmin
hatas1 degerleri sirastyla, DEK i¢in % 1,19-1,86 ve % 7,30, % 1,29-1,83 ve % 7,28; PSE igin
% 1,16-2,01 ve % 7,00, % 1,27-1,66 ve % 7,40; TRP i¢in % 1,50-1,91 ve % 5,30, % 1,43-
2,50 ve % 6,00 olarak bulundu. Gelistirilen ydntem tlirev spektrofotometrik yontemle
karsilagtinildi ve elde edilen sonuglar arasinda ortalamalar ve tekrarlanabilirlik agisindan
anlamli fark olmadig goriildii.

Anahtar Kelimeler: Essin, dietilamin salisilat, dekspantenol, lidokain HCI, mepiramin
maleat, dekstrometorfan HBr, psédoefedrin HCI, triprolidin HCl, ¢oklu kalibrasyon, miktar
tayini, PLS.
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ABSTRACT

Partial Least-Squares Multivariate Spectrophotometric Method (PLS) was developed for the
simultaneous determination of escin (ES) and diethylamine salicylate (DA) in anti-
inflammatory-analgesic-anti-flogistic gel formulations, dexpanthenol (DPA), lidocain
hydrochloride (LIH) and mepyramine maleate (MAM) in antiallergic gel formulations and
dextromethophan hydrobromide (DEK), pseudoephedrine hydrochloride (PSE) and
triprolidine hydrochloride (TRP) in cough cold formulations.

The calibration set for the PLS analysis of ES and DA was generated by using a 3-level full
factorial design and 9 samples were used to construct the model. The levels selected for ES
are 10, 20, 30 pg mL" and for DA 40, 50, 60 pg mLin this design. Calibration solutions
were prepared in ethyl alcohol and absorbances were recorded between 200 and 325 nm every
5 nm. Gel samples were prepared by dissolving in ethyl alcohol and absorbances were
recorded in the same conditions of calibration set. Relative standart deviation and relative
error of prediction values of intra-day and inter-day analysis in placebo were found to be
0.45-9.80% and 8.50%, 0.11-14.59% and 8.10% for ES, 0.72-7.02% and 3.28%, 0.27-
4.82% and 4.30% for DA, respectively. The proposed method was compared with the
spectrophotometric method applied by the pharmaceutical company and it was found no
significant difference between precisions of the obtained results of the two methods for ES
and DA, but it was found significant difference between the mean values of DA.

The calibration set for the PLS analysis of DPA, MAM and LIH was generated by using a 3-
level full factorial design and 27 samples were used to construct the model. The levels
selected for DPA are 8, 10, 12 pg mL™' for MAM 2, 3,4 pgmL"' and for LIH 2, 3, 4 ug
mL" in this design. Calibration solutions were prepared in water and the absorbances were
recorded between 190 and 350 nm every 5 nm. Gel samples were prepared by dissolving in
water and absorbances were recorded in the same conditions of calibration set. Relative
standart deviation and relative error of prediction values of intra-day and inter-day analysis in
placebo were found to be 1.11-13.44% and 6.90%, 0.61-5.05% and 3.40% for DPA, 5.03-
10.96% and 9.00%, 2.88-14.63% and 7.66% for MAM, 0.17-12.13% and 11.00%, 3.28-
12.17% and 7.33% for LIH, respectively.

The calibration set for the PLS analysis of DEK, PSE and TRP was generated by using a 3-
level full factorial design and 27 samples were used to construct the model. The levels
selected for DEK are 60, 80, 100 pg mL™ for PSE 180, 240, 300 ug mL™"! and for TRP 8, 10,
12 pg mL in this design. Calibration solutions were prepared in 0.1 M sulphuric acid and the
absorbances were recorded between 230 and 320 nm every 5 nm. Syrup samples were
prepared by extraction of chloroform and absorbances were recorded in same conditions of
calibration set. Relative standart deviation and relative error of prediction values of intra-day
and inter-day analysis in placebo were found to be 1.19-1.86% and 7.30%, 1.29-1.83% and
7.28% for DEK, 1.16-2.01% and 7.00%, 1.27-1.66% and 7.40% for PSE, 1.50-1.91% and
5.30%, 1.43-2.50% and 6.00% for TRP, respectively. The proposed method was compared
with derivative spectrophotometric method and it was found that there is no significant
difference between the mean values and precisions of the obtained results of the two
methods.

Keywords: Escin, diethylamine salicylate, dexpanthenol, mepyramine maleate, lidocaine
hydrochloride, dextromethorphan HBr, pseudoephedrine HCI, triprolidine HCl, multivariate
calibration, determination, PLS.
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1. GIRiS

Coklu ilag karsimlarinin analizi, hem yontemlerin uygulanabilirligi ve dogrulugu, hem de
insan saghig1 agisindan oldukga 6nemli bir yere sahiptir. Genellikle bu tiir analizlerde gesitli
kromatografik ve spektroskopik yOntemler kullaniimakta, ancak bu ydntemlerin ¢ogunun
fazla sayida 6n islem gerektirmesi nedeniyle, zaman ve madde kaybina neden olmaktadir.
Ayrica kimyasal ve spektral dzellikleri birbirine benzeyen ilag maddelerinin, girigsim ve diger
etkilerden dolay: bilinen yontemlerle analizinde biiylik gii¢likler olusmaktadir. Coklu ilag
kangimlarinin analizinde, bu tiir girisim etkilerine, pahali ve zaman alici diger ySntemlere
kars1 ¢oklu kalibrasyon yontemlerinden PLS y6ntemi bagariyla 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). Bu diisiinceden hareket ederek 6zellikle birarada tayininde gligliik ¢ekilen ilag
kanigimlar1 arastirilmis ve anti-enflamatuar, anti-flojistik ve analjezik etkisiyle deride
darbelerle olusan lokal sisme ve agrilarin tedavisinde kullamilan essin-dietilamin salisilat
karigiminin; vitamin B, anestezik ve antihistaminik etkisiyle derideki kasint1 ve kizarikligin
tedavisinde kullanilan dekspantenol-mepiramin maleat-lidokain HCl karigiminin; antitussif,
antiastmatik ve antihistaminik etkisiyle oksiiriik tedavisinde kullanilan dekstrometorfan HBr-
psddoefedrin HCl-triprolidin HCI] karigiminin bulundugu ilag preparatlarinda bu maddelerin
tayin edilmesi i¢in PLS yOnteminin gelistirilmesi ve diger spektrofotometrik tekniklerle

¢alisilarak yontemin kiyaslanmas1 amaglanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Essin
Essin, Aesculus Hippocastanum L., Tiirkiye’de at kestanesi adi verilen agacin meyve

tohumlarinda bulunan bir saponindir.

Saponinler, ¢ok sayida bitki familyasinda bulunan glikozit yapisinda maddelerdir ve
aglikonun yapisina gére 3 gruba ayrilir:

1. Spirostanol Glikozitleri
2. Steroidalkoloid Glikozitleri
3. Triterpen Glikozitleri

a) o— Amirinler

b) p— Amirinler

c) Lupeoller

x-amirin p-amirin lupeol

Sekil 2.1 Triterpenik saponinlerin yapilari

At Kkestanesi tohumlarinda bulunan saponinler, triterpenik gruptaki B— Amirin yapisindadir.
Tohumda ana halkalara bagli -OH gruplan esterlesmis olarak bulunan ve heterojen yapi

gosteren bu saponine essin (aescin-escin) adi verilir.



Essin kompleksini olugturan heterozitlerden ikisi $— essin ve kriptoessin A, digerlerine gére
daha 6nemlidir. Aralarindaki tek fark asetik asitin B— essinde 22. konumda, kriptoessin-A’da
28. konumda esterlesmesidir. Izomerisazyon sartlarinda asetil grubu 22. ve 28. konumlar
arasinda go¢ eder. a—essin olarak adlandirilan diger izomer P-—essin ve kriptoessin-A
kanigimindan meydana gelir. Bu izomerler, kristallenme kabiliyetleri, optik ¢evirmeleri,

sudaki ¢oziiniirliikleri ve hemolitik aktiviteleri yoniinden birbirinden farklidir (Acar, 1991).

2.1.1  Ozellikleri
(Acar, 1991)

Yapisal Formiilii:

O

3- [2" —-(B—D-glukopiranozido) — 4 — (B—D- glukopiranozido)- B—D- glukuronopiranozido]-
21 B-tigloil — 22, a—asetil-protoaessigenin (Essinde bulunan baglica glikozit)

Goriiniis ve Renk: Beyaz, ince yapraksi kristal yapili.
Erime Derecesi: 222-223 °C

Coziiniirliik: Suda ¢dziinmez. Alkolde ¢oziiniir.



2.1.2 Farmakolojik Etkisi

Antienflamatuar, antiddem, antiflojistik ve antieksudatif etki gosterir. Bu etkilerden dolay:
6demlerin tedavisinde ve damar hastaliklarinda vazoprotektan etkili krem ve jellerde
kullamilir (Acar, 1991; Canay, 1992). Ayrica kozmetik olarak c¢esitli sag, cilt ve dis
preparatlarinda da kullanim alan1 mevcuttur (Acar, 1991).

2.1.3 Miktar Tayin Yontemleri
Essinin heterojen bir yapiya sahip olmasi, kantitatif analizinde giigliikler yaratmugtir. Ilgili
calismalar asagida siralanmagtir.

Gravimetrik-titrimetrik bir ¢aligmada essin, essinol’e doniistiiriilerek ¢oktiiriilmiis, daha sonra
da titre edilmigtir. Ancak ¢8kme tam olarak gergeklesmedigi i¢in biiyiik hatalar meydana
geldigi belirtilmistir (Acar, 1991).

Polarografi ile yapilan bir ¢aligmada ise essin ve sodyum tuzunun analizi yapilmig, tayin simri
0,005-0,015 mg olarak belirlenmigtir (Acar, 1991).

Essin tayininde g¢esitli spektrofotometrik yontemler kullamlmistir, Schlemmer’e gore
gelistirilen spektrofotometrik yontemde, renk reaktifi olarak FeCl3-AcOH-H,SO4
kullamlmigtir (Acar, 1991). Benzer yapidaki triterpenik veya steroidal maddeler analizi
etkilediginden once essin tohumdan solvent ekstraksiyonu ile ayrilmigtir. Renk reaktifi ile
olan reaksiyonun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber essinin tiim izomerleri i¢in
gecerli oldugu bildirilmis ve metot Alman farmakopesi DAB-8’e¢ (Deutsches Arzneibuch,
1978) gegerek bir¢ok yayinda kullanilmigtir. Daha sonra yapilan bir ¢aligmada essin, TLC ile
ayrildiktan sonra renk reaktifi olarak CoCl, ile renkli bilesigi halinde fotometrik olarak, bir
baskasinda ise nil mavisi reaktifi kullanilarak florometrik olarak tayin edilmigtir (Acar, 1991).
Lang (1977), yiizeysel olarak uygulanan essin igeren ilaglarin deri, kas dokusu, kan ve
idrardaki essin absorpsiyonunu incelemigtir. Bu ¢aligmada essin, tritium ile isaretlendikten
sonra labil tritium maddeden uzaklastirllmis ve radyoaktivitesi likit sintilasyon (liquid
scintillation) spektrometresi ile dlgiiliip miktar tayinine gegilmistir. Tiirev spektrofotometrik
yontem kullamlarak yapilan bir ¢aligmada, tohum unundaki essin metanole alinmig, daha
sonra asetik asit-0,] N HCI kansimindaki ¢ozeltisinin 2. tiirev spektrumu kullamilarak, 234,5
nm ve 240,3 nm’deki pik uzunlugundan tayini yapilmistir (Acar, 1993).

Grases ve arkadaglar1 (1994) laktoz kristalizasyonu iizerinde engelleyici etkisi olan essinin

kinetik tilirbitimetrik metotla tayinine dayanan basit ve duyarli yeni bir yontem



gelistirmislerdir.

Dansitometrik olarak yapilan ¢aligmalarin birinde Glash, iglerinde essinin de bulundugu
cesitli triterpenik saponinleri HPTLC-Dansitometrik olarak tayin etmistir (Acar, 1991). Daha
sonraki yillarda aym yontemle ilag preparatlarinda yapilan bir ¢aligmada ise, sprey ve
daldirma reaktifi kullanmilmadan basit bir yontem gelistirilmis, burada kromatografik ayirma
islemi HPTLC, silikajel kolonda yapildiktan sonra 5,5 : 4,5 : 2 (propanol : etil asetat : su)
sistemiyle elile edilmis ve dansitometrik essin tayini, 212 nm’de yapilmistir (Constantini,

1999).

HPLC ile yapilan analizlerden ilki Steinigen tarafindan yapilmigtir (Acar, 1991). Bir digeri ise
Wagner’in ¢alismastdir. Burada Hibor Li Chrospher 100 CH-18/2 kolon, mobil faz olarak %
35 asetonitril (litrede 10 mL 0,1 N H3;PO4 bulunduran) kullanmilmigtir (Acar, 1991). At
kestanesi yapraklarindaki essin miktarinin tayininde ise Wagner’in yontemi uygulamigtir
(Profuma vd., 1991). Bir diger kromatografik ¢alismada, C;3s kolon ve TFA bulunduran
asetonitril gradienti kullanilmigtir (Burnauf, 1986). Ayrica son yillarda, at kestanesindeki
essin ve difer saponinlerin tayini i¢in HPLC metot gelistirilmis ve ydntem ticari olarak

bilinen B-essinin tayininde kullamilmigtir (Zasshi, 1999).

Essinin bioyararlilif1 ve farmakokinetiginin incelendigi ¢caligmalarin birinde, plazmadaki essin
miktar1 radyoimmunosorbent assay ydntemiyle, diger bir ¢aligmada ise at kestanesinden farkl
islemlerle ekstrakte edilmis essin igerigi radyoimmunoassay yontemiyle tayin edilmistir
(Schrader vd., 1995; Oschmann vd., 1996). Schroedter vd.’de (1998) yine bir farmakokinetik
calismada B-essinin serum igindeki konsantrasyonunun tayininde, radyoimmunoassay
metodunu kullanmistir. Serumda yapilan diger bir kantitatif ¢aligmada essin miktari, enzim-

immunoassay yontemiyle bulunmustur (Hentschel vd., 1994).



2.2 Dietilamin Salisilat

2.2.1 Ozellikleri
(British Pharmacopoeia, 2000)

Kapall Formiilii: C11H17NO3
Yapisal Formiilii:

COOH
OH

Et,N -

Dietilamin Salisilat
Molekiil Agirligt: 211,3 g/mol
Gortinilis ve Renk: Beyaz kristalize kokusuz.
Erime Derecesi: 100 -102 °C

Coziiniirliigii: Su, alkol ve kloroformda kolayca ¢6ziiniir.

2.2.2 Farmakolojik Etkisi
Dietilamin salisilat, lokal aneljezik etkiye sahip olup romatizmal agrilarin tedavisinde

kullanilir (Canay, 1992).

2.2,3 Miktar Tayin ve Yontemleri
Dietilamin salisilatin tek bagmnma ve birarada tayinleri, titrimetrik, spektrofotometrik ve
kromatografik yontemler kullanilarak yapilmigtir.

Dietilamin salisilat titrimetrik olarak, 1-naftolbenzein indikatorliigiinde 0,1 M perklorik asit
ile susuz ortamda tayin edilmigtir (British Pharmacopoeia, 1988).

Spektrofotometrik olarak yapilan galigmalarin birinde, merhem iginde dietilamin salisilat ve
metilnikotinat birarada, tiirev spektrofotometrisi kullamlarak tayin edilmistir. Sulu ¢6zeltinin
1. tiirev spektrumunun kullamldid1 bu ¢aligmada, 303 ve 236 nm’de dietilamin salisilatin, 224
nm’de metilnikotinatin analizi yapilmigtir (Abdel-Moety, 1990). Dietilamin salisilatin

seliilozik polimer iizerinde adsorpsiyonunu ve desorpsiyonunu inceleyen bir ¢alismada ise



seyreltik asidik ortamda 295 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir (Gallardo vd.,
2000).

HPLC ile yapilan iki ¢alismaya rastlanmugtir. Bunlarin birinde merhem iginde dietilamin
salisilat ve metilnikotinat analizi yapilmistir. M-Bontapack C;s kolon, % 1 sulu asetik asit :
asetonitril (85 : 15) mobil faz kullamlmig, UV detektorle 254 nm’de olglimler alinmgtir. Hizl
eliisyonu saglamak i¢in 12 dakika sonra gradient eliisyon uygulanarak % 75 ve % 25 olacak
sekilde mobil fazin bilesimi degistirilmistir (Abounassif vd., 1992). Yiizeysel olarak
uygulanan salisilat tuzlarn iceren f{riinlerin, derideki absorpsiyonunu inceleyen diger
¢aligmada ise dietilamin salisilat, salisilat tizerinden HPLC ile analiz edilmistir. Burada Cg
kolon, asetonitril : % 0,03 H3;POy : trietilamin (30 : 70 : 1) mobil faz kullanilmis, 273 nm de
tayin yapilmigtir (Megwa vd., 1995).

Abdel-Moety vd. (1991) dietilamin salisilat ve metilnikotinatin kromatografik olarak

ayrilmasin ve tayinini gaz kromatografisi kullanarak yapmugtir.

2.3 Lidokain (Lignokain) Hidrokloriir

2.3.1 Ozellikleri
(Florey,1986; Moffat, 1986)

Kapal1 Formiilii: C;4H2,N,O.HCI.H,O

Yapisal Formiilii:
HN'_CO—CHz'—N[Csz]Z
HyC CH,

« HCI

2-Dietilamino-2, 6-asetokislidid hidrokloriir
Molekiil Agirlig1: 288,8 g/mol.
Elementel Bilesimi: 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 ¢bzeltisine 1 mL nitrik asit ve 3 mL civa nitrat eklendiginde

olusan renk sar1 veya sari-yesil.

Cozliniirltigti: 1 mg’1 0,7 mL su, 1,5 mL etanol ve 40 mL kloroform iginde ¢oziiniir. Eterde

¢Ozliinmez.
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.

2.3.2 Farmakolojik Etkisi
Lidokain HCI, amit yapisinda bir anesteziktir (Canay, 1992).

2.3.3 Miktar Tayin Yontemleri
Lidokain HCl titrimetrik, spektrofotometrik, kromatografik olmak f{izere bir¢ok yOntemle
tayin edilmisgtir.

Titrimetrik olarak lidokain HCI, glasial asetik asit i¢inde civa asetatli ortamda ve kristal
viyole indikatorliigtinde perklorik asitle tayin edilmistir. Bir bagka c¢aligmada ise,
diklorometan ve hekzadesilpiridinyumkloriir eklenerek 0,1 M NaOH ile potansiyometrik
olarak analizi yapilmistir (Florey, 1985). Son yillarda Issa vd. (1995), lidokain-kobalt
tiyosiyonat, lidokain-fosfomolibdat, lidokain-raynekat iyon asosiyasyonuna dayali lidokain
segici PVC membran elektrod gelistirmisler ve farmasétik preparatlarda lidokain HCI tayinini
potansiyometrik yontemle gerceklestirmiglerdir.

Lidokainin ¢esitli ilag karnigimlarinda birkag spektrofotometrik tayinine rastlanmistir. Bu
¢aligmalardan birinde lidokain HCI, kokain yaninda 0,1 M HCI'li ortamda 2. tiirev spektrumu
kullanilarak 270,5 — 267,7 nm’de (pik-pik) analiz edilmistir (Arufemertinez vd., 1989).
Lidokain ve baz1 lokal anesteziklerin tayini igin gelistirilen bir calismada ise haematoksilin
reaktifi kullamlmis ve borik asitli ortamda 555 nm de kolorimetrik olarak analiz
yapilmigtir(Saleh vd.,1995). Erk ve Onur (1996), lidokain HCI ve analjinin birarada tayini igin
iki spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Bunlardan birinde tiirev spektrofotometrisi
kullanilmig ve 1. tiirev spektrumundan 232,8 nm’de analjin yaminda lidokain HCI tayini
gerceklestirilmigtir. Diger ¢alismada ise, kobalt nitrat ve potasyum tiyosiyanat varhifinda
lidokain HCl ve analjin kloroforma gekilip 625 nm’de spektrofotometrik olarak analizi

yapilmistir. Lidokain ve setrimonyum bromiir igeren septalen peletlerdeki lidokain analizi 250



nm’de 2. tiirev spekturumundan yararlamlarak gergeklestirilmistir (Medenica vd., 2000). Son
yillarda yapilmis dier spektrofotometrik ¢alismada ise lidokain HCI, ¢oklu kalibrasyon
tekniklerinden PLS regresyonu kullamilarak analiz edilmistir (Wiberg vd., 2001). El-Hawary
(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 gerceklestirmistir. Bir bagka ¢aligmada ise
lidokain-bromokresol yesili ile iyon assosiyatinin ekstraksiyonuna dayali akisa enjeksiyon

(flow injection) yontemiyle spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir (Nemcova vd., 2001).

Lidokainin kromatografik analizi ile ilgili birgok ¢aligma yapilmigtir. Florey (1985, 1986),
biyolojik sivilarda ve ilag preparatlarinda lidokain tayini ile ilgili HPLC ve gaz
kromatografisiyle yapilmis tiim ¢aligmalar1 ve ilgili kromatografik sartlar1 siniflandirmagtir.

Son yillarda da HPLC ile yapilmig ¢esitli ¢aligmalara rastlanmaktadir. Bu ¢aligmalardan
birinde serum ve plazmada lidokain ve metabolitlerinin analizi i¢in, Ci3 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 anestezifin analizinde de kullamilan benzer
sartlardaki bir yéntemde pH 2,1 *de lidokain tayini yapilmigtir (Le Guevello vd., 1993). Aym
mobil fazin (3 : 1) oraninda kullamildig1 bir baska ¢aligmada lidokain analizi 220 nm’de kan,
plazma ve serum Orneklerinde gergeklestirilmistir (Satake vd., 1994). Tebbett vd. (1992) at
idrarinda lidokain ve metabolitlerini kolon switching teknik kullamilarak HPLC ile analiz
etmiglerdir. Bir bagka ¢aliymada lidokain, prilokain ve o-toluidinin, oktil 1 B kolon, 0,05 M
Na,HPO;, : asetonitril (73 : 23), pH 5,8 mobil faz kullanilarak 210 nm’de plazma i¢inde tayini
yapilmstir (Klein vd., 1994). Kanda yapilan diger bir ¢aligmada ise lidokain ve bupivakain
birarada likit kromatografik analiz edilmistir (Sattler vd., 1995). Barat vd. (1996), plazma
orneklerinde kokain, metabolitleri ve lidokain tayini i¢in gelistirdikleri HPLC y6nteminde C;g
kolon ve asetonitril, metanol ve pH 6 fosfat tamponunu mobil faz olarak kullanmislardir.
Insan sag1 ekstraktindan 15 adet yasadis1 ilag yaninda lidokainin tayin edildigi bir calismada,
mobil faz olarak % S0 organik modifierin gradienti ile monobazik sodyumfosfat : asetonitril
(90 : 10) ve elektrokimyasal kulometrik seri detektor kullanilmugtir. Segicilik 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 etmislerdir.
Lidokain HCI, klorhekzidinglukonat ve triamsinolon asetonidin siispansiyon iginde birarada

tayinin yapildig1 bir ¢aligmada, C,3 kolon ve metanol : su : trietilamin (58 : 42 : 0,4) mobil faz
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kullanilmis, pH 3 ortamda 240 nm’de UV detektoér kullanilarak 6lgtim yapilmistir (Xu ve
Wong, 1999). Aym1 yilda yapilan bir bagka galigmada ise lidokain HCI, hiyosin N-biitil-
bromiir ve parasetamol, enjeksiyon preparatlarinda gii¢lti katyon degistiricili kati faz
ckstraksiyon isleminden sonra HPLC ile analiz edilmigtir. Bu caligmada C,3 kolon,
asetonitril : amonyum asetat (30 : 70) mobil faz kullamlmig, 254 nm’de tayin
gerceklestirilmigtir (Parissipoulou ve Pander, 1999). Tolperison ve lidokainin birarada tayini
icin gelistirilen kromatografik yontemde, % 5,5 trietilamin i¢eren asetonitril : su (70 : 30)
mobil faz olarak kullamilmigtir. (Liawruangrath vd., 2001).

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

Lidokainin son yillarda gaz kromatografisi ile yapilan ¢aligmalardan birinde, serum iginde
lidokain, solvent ekstraksiyonundan sonra yiizey iyonizasyon detektorii ve silika kapiler kolon
kullamilarak analiz edilmigtir (Arimoto, 1991). Dis hekimliginde lokal anestezik olarak
siklikla kullamlan lidokainin ¢esitli uygulamalardan sonra kandaki seviyeleri yine gaz
kromatografisi ile belirlenmigtir (Oertel vd., 1993). Bir grup arastirmaci ise lidokain,
bupivakain ve metabolitlerini gaz kromatografisi kullanarak azot-fosfor detektoriiyle tayin
etmiglerdir (Lorec vd., 1994; Demedts vd., 1996). Larache vd. (1998) plazma iginde diisiik
konsantrasyondaki lidokain ve metabolitlerinin kat1 faz ekstraksiyonundan sonra kapiler gaz
kromatografisi ile analizini gergeklestirmiglerdir. Plazma o6rneklerinde yapilan bir bagka
kapiler gaz kromatografik ¢aligmada, N-biitil-P-aminobenzoat ve lidokainin birarada analizi
yapilmigtir (Grouls vd., 1995).

Lidokain ve onun ana metabolitlerinin tavsanlar iizerinde farmakokinetiginin incelendigi bir
caligmada lidokain immunofloresans polarizasyon teknigiyle tayin edilmistir (Wojcicki vd.,
1995).
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2.4 Mepiramin (Prilamin) Maleat

2.41 Ozellikleri
(Moffat, 1986)

Kapali1 Formiilii: C;;H27N305

Yapisal Formiilii:

O_CH3
CH, CHCOOH
|
N N—[CH5]>N——[CH3], - CHCOOH
AN
/

2[[-(Dimetilamino)etil](p-metoksi benzil) amino]piridin maleat
Molekiil Agirlig: 401,5 g/mol.
Elementel Bilesimi (Mepiramin): C (% 71,54), H (% 8,12), N (% 14,73), O (% 5,61)
Goriiniis ve Renk: Beyaz, kristalize, toz.
Erime Derecesi: 99 — 103 °C
pKa: 4,0, 8,9 (25 °C)
Renk Testi: Siyanojen bromiir - sar1, Mandelin testi = viyole

Coziiniirligii: 1 mg’1 0,5 mL su, 2,5 mL etanol ve 1,5 mL kloroform i¢inde ¢6ziiniir. Eterde
UV Spektrumu: Asidik ¢ozeltide 239 nm ve 316 nm’de, alkali ¢6zeltide 248 nm ve 312 nm’de

maksimum absorpsiyon gosterir.

IR Spektrumu: Baglica pikler (KBr disk ile) 1492, 1512, 1598, 1247, 1175, 1035 cm "*dedir.
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2.4.2 Farmakolojik Etkisi
H|-reseptor antagonisti bir antihistaminiktir ( Abacioglu,2002 ).

2.4.3 Miktar Tayin Yontemleri
Mepiramin maleat titrimetrik, spektrofotometrik, elektroanalitik ve kromatografik yontemlerle

tayin edilmistir.

Titrimetrik mepiramin maleat analizi glasial asetik asit iginde 0,1 N perklorik asitle
yapilmustir (USP XXII, 1990).

Farmakope yOnteminde spektrofotometrik mepiramin maleat analizi, 312 nm’deki
absorpsiyon Olglimiine dayamir (USP XXII, 1990). Mepiramin maleatin, asetaminofen,
fenilefrin HCI ve kodein fosfat yaninda tablet preparatlarinda spektrofotometrik analizinde ise
alginik asitle kolon kromatografisi hazirlanmig, 6nce asetaminofen ayrildiktan sonra 0,01 N
HCI ile kodein fosfat ve fenilefrin HCI eliie edilmis, daha sonra da 0,1 N HCI ile mepiramin
maleatin ayrilmasi saglanmis ve 316 nm’de tayin edilmistir (Fabrizio, 1968). Diger bir
spektrofotometrik ¢aligmada ise klorfeniramin maleat ve fenil propanolamin HC] yaninda fark
(difference) spektrofotometrisi kullamlarak analizi gergeklestirilmigtir. Y6ntemin esasim
klorfeniramin maleatin pH 1°de, mepiramin maleatin ise pH 6’da spektrumunun farklilik
gOstermesi, fenilpropanolaminin ise bu pH’larda farklilik gostermemesi olusturmustur (Tan
ve Salvador, 1986).

Elektroanalitik bir ¢aligmada Billedeau vd. (1990) mepiramin maleat ve onun N-oksidini,
0,1 M amonyum asetat pH 7 ortamda siklik voltametre ile tayin etmistir.

HPLC ile yapilmig birka¢ calismaya rastlanmigtir. Bunlardan birinde mepiramin maleat
bromfeniramin maleat, klorfeniramin maleat ve feniramin maleat yaminda HPLC ile tayin
edilmigtir (Ghanekar ve Gupta, 1977). Bir diger ¢alismada hayvan yemi ve insan idrarinda
eser miktarda mepiramin maleat analizi, metaprilen yaninda floresans detektdr kullanilarak
gergeklestirilmistir (Thompson ve Holder, 1984). El Gezawi vd. (1988) mepiramin maleat,
feniramin maleat ve fenirpropanolamin yaninda HPLC ile tayin etmis, mobil faz olarak
metanol : pH 7 fosfat tamponu kullanmistir. Baska bir kromatografik ¢aligmada ise
mepiramin maleat ve onun N-oksidinin, C;g kolon ve 10 mM trimetilamin hidrokloriir i¢ceren
asetonitril : 75 mM amonyum asetat, pH 6,8 (30 : 70) mobil faz kullamlarak 254 nm’de
analizi yapilmistir (Billedeau vd., 1990).

De Fabrizio (1980, 1981) yaptifn iki ¢aligmanin ilkinde mepiramin maleati, salisilamid,
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fenilpropanolamin HCI, kafein, klorfeniramin maleat ve fenilefrin HCI ile birarada kapsiil
preparatlar1 iginde, dierinde ise mentol, fenol ve benzokain yaninda aerosol ¢6zeltilerde

alev-iyonizasyon detektorii kullanarak GLC metoduyla tayin etmigtir.

2.5 Dekspantenol

2.5.1 Ozellikleri
(Moffat, 1986)

Kapal1 Formiilii: CoH;oNO4
Yapisal Formiilii:

CH, OH
HOH,C—C—C—CO—NH—[CH,]5—OH

CH; H
(R)-2,4-Dihidroksi-N-(3-hidroksipropil)-3,3-dimetilbiitiramid
Molekiil Agirligi: 205,3 g/mol.
Elementel Bilesimi: C (% 52,66), H (% 9,33), N (% 6,82), O (% 31,18)
Goriiniis ve Renk: Seffaf, renksiz, viskoz sivi.
Coziiniirliik: Su ve etanolde karigir, 1 mg’1 70 mL kloroform ve 200 mL eterde ¢oziiniir.
UV Sprektrumu: 230 nm ve 360 nm arasi belirgin bir absorpsiyonu yoktur.
IR Spektrumu: Baglica pikler (ince filmde) 1629, 1035, 1064, 1520, 1282, 1250 cm™"*dedir.
2.5.2 Farmakolojik Etkisi
Deskpantenol, pantenol izomeridir ve epitel rejeneratérii olarak kullamlir. Vitamin B

aktivitesi gosterir. Paralitik ileuslerde ve postoperativ distansiyonlarda kolinerjik etkisinden

yararlanilmakta ve gastro-intestiral stimulan olarak parenteral yapilmaktadir (Canay,1992).
2.5.3 Miktar Tayin Yontemleri
Dekspantenoliin titrimetrik ve kromatografik yontemlerle tayinine rastlanmistir.

Titrimetrik olarak dekspantenol analizi susuz ortamda 0,1 N perklorik asitle yapilmistir (USP
XXII, 1990).
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Kromatografik dekspantenol analizlerinden birinde, dekspantenol ve onun pargalanma
tiriinleri HPLC ile analiz edilmistir. Bu ¢alismada C;s kolon ve metanol : 0,01 M fosfat
tamponu (pH 2,8) (10 : 90) mobil faz kullamlmis, dekspantenol tayini 215 nm’de yapilmigtir
(Gharehbagh ve Ebel, 1995). Diger ¢calismada ise mikroemiilsiyon elektrokinetik kromatografi
kullamlarak (MEEKC) dekspantoliin, nikotinamid, riboflavin, askorbik asit, tiamin, vitamin A
ve vitamin D ile birlikte analizi yapilmistir. Mobil faz olarak % 0,81 oktan, % 6,61 butanol, %
3,31 sodyum dodesil stilfat (SDS), % 89,27 10 mM sodyum tetraborat tamponu kullanilmigtir
(Altria 1999).

2.6 Dekstrometorfan Hidrobromiir

2.6.1 Ozellikleri
(Moffat, 1986)

Kapah Formiilii: C18H25NO.HBI‘,H20

Yapisal Formiilii:

» HBr

HsC—O0
(1)-3-Metoksi-9a-metilmorfinan hidrobromiir
Molekiil Agirhigi: 370,3 g/mol
Elementel Bilegimi: C (% 79,66), H (% 9,28), N (% 5,16), O (% 5,90)
Goriiniis ve Renk: Beyaz, kristalize toz.
Erime Noktasi: 125 °C
pKa= 8,3

Cozintirliigti: 1 mg dekstrometorfan hidrobromiir 60 mL suda, 10 mL etanolde ¢dziiniir.

Kloroformda ¢6ziiniir, eterde ¢dziinmez.

UV Spektrumu: Asidik ¢dzeltide 278 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir.
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IR Spektrumu: Baglica pikler (KBr disk ile) 1496, 1242, 1040, 1300, 1280, 1070 cm ’dedir.

2.6.2 Farmakolojik Etkisi

Morfinan tiirevi olmakla beraber aligkanhk yapma &zelligi olmadig: igin antitussif olarak
kullamilmaktadir (Canay, 1992). Solunum yollarindaki iltihab1 sékmek i¢in refleksi ve ifrazati
arttiran stimulanlardandir. Kuru ve alerjik kokenli oksiirliklerde kullanilir (Abacioglu, 2002).
Giinliik dozaj, 15-120 mg arasindadir (Moffat, 1986).

2.6.3 Miktar Tayin Yontemleri
Dekstrometorfan HBr spektrofotometrik, elektroanalitik, kromatografik ve elektroforez

yontemlerle tayin edilmisgtir.

Spektrofotometrik dekstrometorfan analiziyle ilgili ¢aligmalarin birinde, dekstrometorfan HBr
plazmada florometrik olarak tayin edilmistir (Ramachander, 1977). Fenilpropanolamin HCl
ve guaifensesin ile birarada analizine iligkin bir ¢alismada fark (difference) spektrofotometrisi
kullamlmigtir. Burada sodyum metaperiyodat ile fenilpropanolaminin benzaldehite okside
olmasi, dolayisiyla spektrumunun farklilagmasi, dektrometorfan HBr ve guaifensesinin ise
spektrumlarinin degismemesi esas alinmigtir (Tan ve Salvador, 1985). Benzer bir ¢aligmada
dekstrometorfan HBr yine fenilpropanolaminle birlikte 2.tiirev spektrumundan yararlanarak
tayin edilmis, 291,5-287,5 nm’de dekstrometorfan, 260-257 nm’de ise fenilpropanolamin
Olgtilmiistiir (Tan ve Mantaka, 1989). Tiirev spektrofotometrisinin kullanildig1 bir bagka
yontemde ise, bromheksin HCI ile birlikte 1.tiirev spektrumundan yararlanilarak analizi
yapilmis, 234 ve 324 nm’de 6l¢limii alinmugtir (Tantishaiyakul vd., 1998).

Elektroanalitik olarak dekstrometorfan ve metabolitleri plazmada analiz edilmis, milipor
membran iizerinde amonyum tetrafenilborat iyon degistirici bulunan iyon segici elektrod
kullamilmigtir (Hazemoto vd., 1989).

Dekstrometorfan HBr analizine ait gok sayida kromatografik yontem gelistirilmistir. HPLC
kullanilan ¢alismalarin birinde, oktadesilsilan kolon ve iyon ¢ifti kullanilarak dekstrometorfan
HBr analizi yapilmistir (Kubiak ve Munson, 1980). Biyolojik sivilarda yapilan bir bagka
caligmada, semi-mikrobor kolon ve floresans detektér kullanilmustir (Achari vd., 1984).
Suruptaki dekstrometorfan HBr analizine ait farmakope yénteminde 0,007 M sodyumdokusat
ve 0,007 M amonyumnitrat igeren asetonitril : su (70:30) mobil faz sistemi verilmigtir (USP
XXII, 1990). Ilag preparatlarinda yapilan dekstrometorfan HBr analizlerinden birinde
asetonitril : asetat tamponu, pH 4,3 (75 : 25) mobil faz sistemiyle, digerinde metanol :
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amonyum format (53: 47) mobil faz sistemiyle 278 nm’de tayin edilmistir (Abdelmoety vd.,
1995; Rauna vd., 1996). Idrarda dekstrometorfan ve 3 metabolitinin analizi i¢in gelistirilen
yontemde, 10 mM potasyum fosfat : asetonitril (45 : 55) pH 4 mobil faz kullanilarak 280
nm’de Olglim alinmigtir (Park vd., 1984). Benzer ¢alismalar idrar ve plazmada floresans

detekt6r kullanilarak yapilmigtir (East ve Dye, 1985; Johansson ve Svensson, 1988).

Dekstrometorfan ve metabolitlerine ait son yillardaki HPLC ¢aligmalarinda, Chen vd. (1990)
siyano kolon ve asetonitril : trietilamin : su (17 : 0,06 : 82,94) pH 3 mobil faz, Marshall vd.
(1992) % 16 metanol, % 3 asetonitril ve % 0,06 trietilamin pH 2,8 mobil faz, Hartter vd.
(1996) kolon switching isokratik eliisyon ve floresans detektor, Jones vd. (1996) floresans
detektor, Kimiskidis vd. (1996), asetonitril : su : n-oktilamin (19 : 80,95 : 0,05) pH 2,8 mobil
faz ve floresans detektor, Mistry vd. (1998) floresans detektér, Zimova vd.(2000) asetonitril :
0,01 M KH,POq4 (3 : 2) ve trietilamin pH 3,6 mobil faz ve floresans detektér, El-Khalil vd.
(2001) fenil analitik kolon ve % 1,5 asetik asit iginde % 0,1 trietilamin : asetonitril (75:25)
mobil faz ve floresans detektor, Hendrickson vd. (2003) floresans detekt6r kullanmiglardar.

Dekstrometorfanin diger ilag maddeleriyle birarada HPLC ile yapilan ¢aligmalardan birinde,
surup iginde asetaminofen ve guaifenesin ile birlikte analiz edilmis, formik asit-amonyum
format (pH 4,2) tamponlu ortamda, sulu metanol mobil faz olarak kullamlmigtir (Mc Sharry
ve Savage, 1980). Bir bagka surup analizinde ise ters faz iyon ¢ifti HPLC kullanilarak
fenilpropanolamin ve klorfeniramin ile birarada tayin edilmistir (Halstead, 1984). Aym yilda
yapilan bir diger ¢aligmada ise bu iiglii yaninda asetaminofeninde analizi gergeklestirilmigtir
(Dasgupta ve Heble, 1984). Dekstrometorfan, benzokain ve setilpiridinyum iyonlarinin
birarada analizinde C;g kolon ve dioksil stilfosuksinat i¢eren su : kloroform : metanol (10 : 50
: 40) mobil faz kullamlmigtir (Linares vd., 1991). Wilson vd. (1993) soguk alginli
ilaglarinda yaptiklar1 ¢aligmada fenilpropanolamin ve desktrometorfan HBr’yi silika kolonlu
sistemde 263 nm’de, sulu organik mobil faz kullanarak tayin etmiglerdir. Dekstrometorfan
HBr, askorbik asit, kafein, klorfeniramin maleat ve parasetamoliin birarada analizinde
tetrabiitilamonyum hidrojen siilfat ve pentansiilfonik asit ile bilesenlerin ayrilmas: saglanmis
ve iyon ¢ifti likit kromatografik sistem kullamlmigtir (Thomas vd., 1994). Lau ve Mok
(1995), dekstrometorfan ile birlikte bromheksin HCl, klorfeniramin maleat, kodein fosfat,
difenhidramin HCI, efedrin HCI, papaverin HCl ve fenilefrin HCI’yi su : asetonitril : etanol
(38 : 60 : 2) mobil fazh sistemde kondiiktometrik detektér kullanarak tayin etmistir. Son
yillarda kompleks soguk alginlif: ilaglarinda birgok maddeyle beraber dekstrometorfan HBr,
trietilamin ve tetrahidrofuran i¢ceren H3POj : asetonitril (85 : 15) pH 2,7 mobil faz sisteminde,
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205 nm’de Olgiilmiistir (Chen vd., 1999). Eichhold vd. (1997a) dekstrometorfan ve
metabolitlerini plazmada HPLC-tandem kiitle spektrofotometrik yontemle analiz etmistir.
Aynica LC-MS ile dekstrometorfan analizine ait birkag ¢aliymaya rastlanmigtir (Eichhold vd.,
1997b; Mccauleymyers vd., 2000; Vengurlekar vd., 2002).

Gaz kromatografisi kullanilarak yapilan ¢aligmalarin birinde dekstrometorfan serum iginde
tayin edilmistir (Furlanut vd., 1977). Bir bagka gaz kromatografik ¢alismada, dekstrometorfan
ve metabolitlerinin ilag preparatlarinda azot detektoér kullamilarak analizi yapilmigtir (Kintz
vd., 1989). Wu vd. (2003) ise idrarda herhangi bir tiirevlendirme yapmaksizin alev

iyonizasyon detektorii kullanarak dekstrometorfan ve metobolitlerini tayin etmistir.

Son zamanlarda siklikla kullanilan elektroforez yontemiyle birka¢ galigmaya rastlanmustir.
Dekstrometorfan ve metabolitlerinin analizine ait g¢aligmalarin birinde idrarda ©n
zenginlestirme yapilmaksizin kapiler zone elektroforez yontemi kullanilmagtir (Li vd., 1993).
Diger calismada plazmada, sodyum borat pH 9,4 tampon ¢6zelti kullanularak kapiler
elektroforez metodu uygulanmigtir (Kristensen, 1998). Yururi vd. (1994) dekstrometorfan
HBr’yi, klorfeniramin maleat, dihidrokodein fosfat, dl-metilefedrin HCl ve noskapin ile
birarada fosfat tamponu pH 3 kullanarak kapiler elektroforezle tayin etmistir. Bir bagka
¢aligmada SDS, Na,B40; ve Na,HPO, (pH 9,2-9,3) ¢ozeltisi kullanilarak dekstrometorfanin,
mepenitoin ve kafein ile birlikte kapiler elektroforezle analizi yapilmigtir (Caslawska vd.,
1994). Benzer tampon ¢0zeltinin kullanildig1 diger c¢alismalarda ise dekstrometorfan bazi
soguk alginligim Onleyici ilaglar ile birlikte kapiler elektroforez ile tayin edilmigtir
(Suntornsuk, 2001; Gomez vd., 2002).

Greenway vd. (1995) dekstrometorfan, kodein ve heroinin birarada analizini, tris (2,2’-
bipiridin) ruthenyum (II) [Ru(bpy)(2)(2+)] ile amino gruplarimin reaksiyonuna dayanan

kemiliiminesans ve akisa enjeksiyon yontemleriyle gerceklestirmisgtir.
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2.7 Psodoefedrin Hidrokloriir

2.7.1 Ozellikleri
(Florey, 1979a)

Kapali Formiilii: CoH;sNO.HCI

Yapisal Formiilii:

I

HN—CH;4
CH; . HCI

7\

Q-
IOl

H
(+)-trio-a-(1-(metilamino)etil) benzil alkol hidrokloriir

Molekiil Agirligi: 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

Cozinirliigt: 1 mg psédoefedrin HCI, 1,6 mL suda, 4 mL etanolde ve 60 mL kloroformda
¢Oziiniir. Eterde oldukga zor ¢6ziiniir (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.

2.7.2 Farmakolojik Etkisi

Agizdan verilebilen, reseptorleri indirekt yoldan uyaran ve epinefrinden daha uzun tesirli
sempatomimetiklerdendir. Efedrinin aksine santral sinir sistemini uyarmaz ve damarlar
{izerine pressor etkisi yoktur. Antiastmatik suruplarda kullamlir. Ozellikle burun, siniisler ve
Gist solunum yolu mukazasinda dekonjestan etki yapar (Canay, 1992). Plazma yarilanma 8mri
5-8 saattir. Giinliikk dozaj 180-240 mg arasindadir (Moffat, 1986).

2.7.3 Miktar Tayin Yéntemleri
Ps6doedefrin HCI titrimetrik, spektrofotometrik, kolorimetrik, kromatografik ve elektroforez
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yontemlerle tayin edilmistir.

Titrimetrik olarak psodoefedrin HCI, glasial asetik asit ve civa asetat ilave edildiktan sonra
kristal viyole indikatorliigtinde 0,1 N perklorik asitle tayin edilmigtir (Florey, 1979a).

Ps6doefedrin HCI’nin tek basina ve ¢oklu kangimlarda gesitli spektrofotometrik ¢aligmalarina
rastlanmigtir. Tablette spektrofotometrik olarak yapilan bir ps6doefedrin analizi, asitli
ortamda 257 nm’deki absorpsiyon Sl¢limiine dayamlarak yapilmistir (Florey, 1979a). USP
XX’de yaymlanan spektrofotometrik yontem, psddoefedrin HC1’nin periyodat ile oksidasyon
{irlinliniin absorpsiyon Olgiimiinii esas alir (Florey, 1979a). Surup preparatlarinda kullanilan
bir analiz yonteminde ps6doefedrin HCI, bakir siilfat ile pH 12,5°de mavi renkli g¢elat
olusturmus ve kompleks 500 nm’de kolorimetrik olarak tayin edilmistir (Florey, 1979a). Bir
diger kolorimetrik ¢aligma Pudipeddi vd. (1995) tarafindan yapilmigtir. Tiirev
spektrofotometrisi ile yapilan bir c¢aligmada psSdoefedrin, 256,3 nm’de 2. tiirev
spektrumundan pik-pik teknigiyle tayin edilmigtir (Davidson ve Elsheilch, 1982).
Ps6édoefedrin HC1 ve klorfeniramin maleatin yan yana analizinin yapildigi ¢aligmalarin
birinde, 1. tiirev spektrumundan yararlanilarak diyod-serili spektrofotometre ile tayin
gergeklestirilmistir (Hoover vd., 1987). Digerinde ise yine diyod-serili spektrofotometre
kullanilmig, ana bilesen regresyonu (PCR) ile analiz edilmistir (Lo vd., 1993). Psédoefedrin
HCI ve akrivastinin birarada tayininde kullanilan spektrofotometrik yéntemde, metanoldeki
4 tirev spektrumundan yararlanilmig 269 nm’de Slglim alinmigtir (Altuntas vd., 1998).
Ivanovig vd. (2000), psédoefedrin, ibuprofen ve loratadinin, 2. tlirev spektrumundan
yararlanilarak birarada tayinini gergeklestirmistir. Bir bagka spektrofotometrik ¢aligmada
psodoefedrin HCI ve astemizol, 0,1 M HCI : metanol (1 : 3) ¢0ziicii sisteminde 1. tiirev
spektrumundan yararlamlarak analiz edilmigtir (Giingér ve Onur, 2001). Son yillarda yapilan
bir ¢aligmada ise psddoefedrin HCl’nin, feksofenatin, setrizin ve loratadin ile ikili
karigimlariin 1. tiirev oran spektrofotometrik yontemle tayini yapilmistir (Mahgoub vd.,
2003).

Psodoefedrin HCI ile ilgili ¢ok sayida kromatografik analiz yontemi kaynaklara ge¢migtir
(Florey, 1979a). Burada son yillarda yapilan ¢aligmalar drneklendirilecektir. HPLC kullamlan
yontemlerin birinde psddoefedrin tek bagina ilag preparatlarinda (Dash, 1994), digerinde
plazmada asetonitril : amonyumsiilfat (10 : 90) mobil faz kullanilarak kolon switching
teknigiyle (Guo vd., 1999), bir bagkasinda ise yine plazmada, trietilamin igeren fosfat
tamponu (pH 2,4) : asetonitril (95 : 5) mobil faz kullamlarak tayin edilmistir (Macek, 2002).
Pstdoefedrinin efedrin grubu difer maddelerle analizinde, ¢esitli mobil faz sistemlerinde bir
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¢ok metot Onerilmistir. 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, Vandermerwe vd. (1994), idrarda
tetraetilamonyum fosfat : metanol mobil faz, Shao vd. (1995), plazmada 6n zenginlestirme
isleminden sonra % 6 fosfat tamponu (pH 6,5) : metanol (3 : 8) mobil faz, Okamuna vd.
(1999), ilag preparatlarinda su : asetonitril : SDS (65 : 35 : 0,4) mobil faz kullanarak
psodoefedrin HCl analizini gergeklestirmislerdir. Ps6doefedrin HCl’nin ¢esitli ilag
karigimlanylada birlikte likit kromatografik analizi yapilmigtir. Carnevale (1983) yaptigi
calismada, oktansiilfonik asit iyon ¢ifti ve metanol : su : asetik asit (45 : 55 : 2) mobil faz
kullanarak psedoefedrini, asetaminofen ve guaifenesin yaninda tayin etmistir. Benzer bir
¢alismada, psédoefedrinin guaifenesin ile birarada plazmada analizi yapilmis, sodyum heptan
stilfonat : asetonitril (70 : 30) mobil faz kullamlarak 220 nm’de 6l¢iim alinmigtir (Pade ve
Stauchansky, 1993). Plazmada yapilan bir bagka ¢aligmada ise, klorfeniramin maleat ve
terfenadin ile birlikte tayin edilmis, silikajel kolon ve asetonitril : amonyum fosfat (pH 4) (55
: 45) mobil faz kullamlmigtir (Pao ve Hu, 1994). Ciklet i¢inde psddoefedrin HCI, parasetamol
ve klorfeniramin maleat analizi i¢in 6nerilen bir yontemde, C;s kolon ve hekzilamin (pH 3) :
asetonitril mobil faz uygulanmigtir (Gasco-Lopez vd., 1997). Argekar vd. (1998),
psddoefedrin HCI’yi ters faz iyon ¢ifti HPLC ve asetonitril : metanol : su (60 : 15 : 25) pH 3,1
mobil faz sistemi kullamlarak terfanidin yaninda tayin etmistir. Aym1 yilda Mansour (1998)
ise, karbinoksamin maleat ile birarada analizine yonelik HPLC metot gelistirmistir. Idrarda bir
¢ok amfetaminin tayininin yapildig: bir ¢alisgmada psédoefedrin, % 2 trietilamin i¢eren 0,2 M
fosfat tamponu (pH 3) kullanilarak analiz edilmistir (Herracz-Hemande ve Campins-Falco,
1999). Pstdoefedrin HCI, kodeinfosfat ve klorfeniramin maleatin ilag preparatlarindaki HPLC
ile analizinde tam deneysel tasarim uygulanmistir (Ragonese vd., 2000). Ekpe vd. (2001),
psGdoefedrin HCl ve naproksen sodyumu safsizliklar1 ile birarada tayin etmisler, su :
asetonitril : metanol : trietilamin (850 : 75 : 75 : 5) mobil faz sistemini formik asitle pH 3,7’ye
ayarlayarak kullanmiglardir. Miseller likit kromatografisi ile yapilan iki ¢aligmada
psodoefedrin birgok fenetilamin ile birarada tayin edilmis, SDS : pentanol mobil faz sistemi
uygulanmustir (Gil-Agusti vd., 2000, 2001).

Ince tabaka kromatografisi ve kagit kromatografisiyle psddoefedrin HCI tayini igin birgok
¢oziicli sistemi Onerilmistir (Florey, 1979a). Son yillarda yapilan bir ¢alismada psédoefedrin
ve setirizin HPTLC ile analiz edilmis, ¢6zlicii sistemi olarak etilasetat : metanol : amonyak (7
: 1,5 : 1) kullanilarak 240 nm’de dansitometrik Sl¢tim alinmigtir (Makhija ve Vavia, 2001).
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Gaz kromatografisi ile yapilmis bir ¢ok ¢aligmanin yam sira (Florey, 1979a) son yillarda
yapilan analizlerin birinde psSdoefedrin ve enantiomerleri, (R)-(+)-alfa-metoksi-alfa-
(triflorometil) fenil asetik asit (MTPA) ile tiirevlendirildikten sonra gaz kromatografisi ile
tayin edilmigtir (Lebelle vd., 1995). Oksiiriik surubunda yapilan bir ¢aligmada, difenhidramin
HCl ile birlikte tasiyici1 gaz azot kullanilarak analizi yapilmistir (Raj vd., 1998). Spyridaki vd.
(2001) ise idrarda psodoefedrini, efedrin tiirevleri ile GC-MS kullanarak tayin etmigtir.

Kapiler elektroforez yontemiyle psodoefedrin analizine ait birka¢ calismaya rastlanmugtir.
Bunlardan birinde psodoefedrin, 6 efedrin alkaloidi ile birarada tayin edilmis, ayrilma, pH
10°da Ba(OH), ve isoldsin ¢ozeltisiyle saglanmigtir. Bu g¢alismay: takiben sifali bitkilerde
efedrin ve psedoefedrin analizi yine pH 10’da 0,01 M valin ¢6zeltisi kullanilarak kapiler
elektroforez yontemiyle gergeklestirilmistir (Liu ve Sheu, 1992, 1993). Bir bagka ¢aliymada
miseller elektrokinetik kapiler elektroforez ile efedrin gruplarinin analizi yapilmistir (Swartz
ve Brown 1996). Benzer bir ¢aligmada, mikroemiilsiyon tampon i¢inde hareket eden yag
damlalan ve ¢6ziicii dagilimina dayali bir kapiler elektroforez teknigi olan mikroemiilsiyon
elektrokinetik kromatografi (MEEKC) ile ps6doefedrin ve guaifenesin birarada tayin edilmis,
ayrilma %0,81 oktan, % 6,61 butan-1-o0l, % 3,31 SDS ve % 89,27 sodyum tetraborat ile
saglanmigtir (Altria, 1999). Chen vd. (1998) ise psédoefedrin HCI’yi ibuprofen ile birarada
tayin etmis, pH 8,1 tampon ¢ozelti kullanarak 210 nm’de UV o6l¢timiinii almigtir. Son yillarda
yapilan bir ¢aliymada ps6doefedrin ve efedrin tiirevleri, kapiler zon elektroforez teknigiyle
tayin edilmis, optimum sartlar deneysel tasarim ve ¢oklu lineer regresyon teknikleri
kullamlarak belirlenmis ve tris-fosfat tamponu (pH 3,5) : dimetil-CD varlifinda analiz
gerceklestirilmistir (Mateus, 2003).

Akisa enjeksiyon ve kapiler elektroforezin kombine oldugu bir sistemde psddoefedrin HCI,
asetat tamponu (pH 4) ve asetonitrille elue edildikten sonra bir ¢aligmada fosfat tamponu,
diger ¢alismada asetikasit : sodyum asetat : polietilen glikol kullamlarak analiz edilmigtir
(Chen ve Fang, 1997, 1999).

Proton NMR’nin kullanildigi bir galigmada ise ps6doefedrin ve efedrin tlirevleri tayini
yapilmistir (Hana, 1995).
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2.8 Triprolidin Hidrokloriir

2.8.1 Ozellikleri
(Moffat, 1986)

Kapali Formiilii: CioHN> HCL

Yapisal Formiilii:

c—_C

I
N
HaC § /

(E)-2-[3-(Pirolidin-1-yl)-1-p-tolipropenil ]piridin, hidroklortir

. HCI

L
N/ /l-|
AN

Molekiil Agirhgi: 314,85 g/mol

Elementel Bilesimi: C (% 58,59), H (% 7,58), N (% 8,39)
Gorliniis ve Renk: Beyaz, kristalize, toz.

Erime Derecesi: 118-120 °C

pKa=3,6, 9,3

Renk Testi: Siyanojen bromiir — turuncu, pembe

Coziiniirliigii: 1 mg triprolidin HCl, 2 mL su, 1,5 mL etanol, ImL kloroform, 2000 mL

eterde ¢Oziiniir.

UV Spektrumu: Asidik ¢6zeltide 290 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir.

IR Spektrumu: Baslica pikler (KBr disk ile) 775, 1580, 825, 990, 1509, 1146 cm dedir.
2.8.2 Farmakolojik Etkisi

H) reseptor antagonisti bir antihistaminiktir (Canay, 1992). Plazma yarilanma 6mrii 1,5 — 20
saattir. Giinliik dozaj ise 7,5 — 15 mg arasindadir (Moffat, 1986).
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2.8.3 Miktar Tayin Yontemleri
Triprolidin HCI titrimetrik, spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle tayin edilmistir.

Titrimetrik olarak triprolidin HCI, glasial asetik asitte ¢6ziindiikten sonra, civa asetat
soliisyonu eklenerek 0,1 N perklorik asitle potansiyometrik olarak tayin edilmistir (Florey,
1979b).

Spektrofotometrik olarak yapilan analizlerin birinde, tabletlerden asidik ortamda ekstre
edildikten sonra 290 nm’de UV 6lglimii alinmustir (Florey, 1979b). Surup ve tabletlerde
yapilan bir ¢aligmada ise triprolidin HCI bazik ortamda etilenkloriir ile ekstre edildikten sonra
H,SO4’lii ortamda florometrik olarak tayin edilmistir (Florey, 1979b). Son yillarda ilag
preparatlarinda g¢aligilan bir bagka spektrofotometrik yontemde triprolidin HCI’nin KMnOy ile
alkali oksidasyonundan olusan manganat iyonlarinin 612 nm’de absorpsiyon Sl¢iimiine dayali

kinetik bir metot gelistirilmistir (Metwally, 2001).

HPLC ile triprolidine HCI analizine ait gesitli ¢alismalara rastlanmigtir. Bunlardan birinde
mobil faz olarak NaNO; ve NaH,PO,, digerinde ise asetonitril : konsantre NH,OH : su
(1000 : 5 : 45) kullamlmstir (Florey, 1979b). Cesitli ilag karigimlarinda yapilmig ¢alismalarda
ise, asetonitril : amonyum asetat (pH 7,4) (60 : 40), etanol : amonyum asetat (4 : 1) gibi mobil
faz sistemleri kullamlmustir (Florey, 1979b). Triprolidin HCI, pirilamin maleat ve metapirilen
HCl’nin birarada hayvan yemi, insan idrar1 ve atik sulardaki analizi florometrik detekt6r
kullanilarak HPLC ile, azot-fosfor detektér kullanilarak ise gaz kromatografisi ile tayin
edilmigtir (Thompson ve Holder, 1984).

TLC ile yapilan ¢aligmalarin birinde ise, kloroform : metanol : amonyak (89 : 10 : 1) ¢6ziicii
sistemi kulanilmis ve dansitometrik olarak tayin edilmistir (De Angelis vd., 1977).

Son ylllarda ilag preparatlarinda triprolidin HCl ve metiskopolamin nitratin HPTLC ile
analizine ait bir yontemde, silika jel tabakalara floresent indikatorii uygulandiktan sonra 6rnek
ve standartlarinin floresans sondiirme noktalar1 dansitometrik olarak Sl¢iilmiistiir (Baseski ve
Sherma, 2000).

2.9 Dekstrometorfan HBr, Psédoefedrin HCI ve Triprolidin HCI’nin ikili ve Uglii
Birarada Tayin Yontemleri

Dekstrometorfan HBr ve psOdoefedrin HCl birarada spektrofotometrik, kromatografik ve
elektroforez tekniklerle analiz edilmisgtir.

Murtha vd. (1988), desktrometorfan HBr ve psGdoefedrin HC1’yi klorfeniramin maleat ile
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birarada diyod serili tlirev spektrofotometresi ile tayin etmistir. Bu ¢aligmada ilag ig¢indeki
oranlar géz Onilinde tutularak farklh konsantrasyonlarda sodyum asetat tamponlu (pH 5)
ortamda ¢ozeltiler hazirlanmig, 240 — 300 nm arast 10 Slglim alinmug, 1. ve 2. tiirev
spektrumundan miktarlar hesaplanmigtir.

HPLC ile yapilan ¢aligmalarin birinde dekstrometorfan HBr ve psddoefedrin HCI,
difenhidramin, fenilefrin ve fenilpropanolamin ile birlikte alkali mobil faz kullanilarak tayin
edilmigtir (Caraballo vd., 1995). Bir bagka ¢aligmada pstdoefedrin ve dekstrometorfanin
guaifenesin yaninda, silika kolon ve fosfat tamponu (pH 3) : asetonitril (60 : 40) mobil faz
kullamlarak 216 nm’de analizi gergeklestirilmistir (Wilcox ve Stewart, 2000). Aym yilda
yapilan diger bir ¢alismada ise bu liglii karigim, SDS ve tris pH 8,5 ortamda miseller
elektrokinetik kromatografi ile 220 nm’de analiz edilmistir (Xu ve Stewart, 2000).
Sogukalginlif: igin kullamilan surup ve siispansiyonlarda amin ve koruyucu tayini igin iyon
cifti ters faz HPLC metot gelistirilmigtir. Bu yontemde iyon ¢ifti reaktifi igeren asetonitril,
metanol, tetrafuran mobil faz sistemi kullamlarak ps6doefedrin, dekstrometorfan,
klorfeniramin, benzoikasit, doksilamin, biitil paraben tayini yapilmigtir (Paciolla vd., 2001).

Gaz likit kromatografisi ile psddoefedrin ve dekstrometorfanin, birgok ilag maddesi ile
birarada tayininde alev iyonizasyon detektorii kullamlmistir (Lau ve Cheung, 1990). Zhang
vd. (2000), psddoefedrin HCI ve dekstrometorfani parasetamol ile birlikte pH 7 sodyum fosfat
tamponu kullanarak kapiler elektroforez ile analiz etmisg, tayini 220 nm’de UV detektor
kullanarak gergeklestirmigtir.

Psodoefedrin HCI ve triprolidin HC1 birarada spektrofotometrik ve kromatografik olarak tayin
edilmigtir. Spektrofotometrik ¢aligmalarin birinde psédoefedrin HCI ve triprolidin HCI’nin 4.
tiirev spektrumundan kodein yaninda analizi yapilmigtir (Davidson ve Elsheikh, 1982). Diger
bir ¢aligmada ise psddoefedrin ve triprolidin 1. tiirev spektrumundan sirasiyla 264 nm ve 291
nm’de, ikili karisumin orijinal spektrumundan ise 256,8 ve 278,1 nm’de tayin edilmistir (Ding
ve Onur, 1998).

Psddoefedrin HC1 ve triprolidin HCI’nin HPLC ile yapilmis bir analizinde iyon ¢ifti ters faz
kolon kullamilmigtir (Bachman, 1980). Surup ve tablet preparatlarindaki kromatografik
analizlerine ait farmakope yonteminde alkol:amonyum asetat (1:250) mobil faz sisteminde
calisilmustir (USP XXII, 1990). Bagka bir ¢aligmada ise parasetamol ile birarada alkol :
amonyum asetat (70 : 30) mobil faz kullanilarak bu ikilinin HPLC analizi yapilmistir (Akhtar
vd., 1994).
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Dekstrometorfan HBr, ps6doefedrin HCI ve triprolidin HCI {i¢ii birarada spektrofotometrik ve
kromatografik olarak analiz edilmigtir. Spektrofotometrik yOntemlerin  birinde,
psodoefedrinin, HCI’li ortamda 2. tiirev spektrumundan 250 — 254 nm’de pik-pik teknigiyle,
diger ikisinin kendi dalga boylarindaki absorbaslar1 kullanilarak en kiigiik kareler yontemiyle
tayini yapilmustir (Jones vd., 1985). Bir diger ¢aligmada triprolidine HC1 301 nm’de orijinal
spektrumundan, psddoefedrin ve dekstrometorfan ise 2. ve 4. tiirev spektrumundan fark
(difference) absorpsiyon spektrofotometrisi kullanilarak analiz edilmistir (Davidson ve Mkoji,
1988).

HPLC ile yapilan bir galismada ise {i¢ maddenin parasetamol ile birarada C,g kolon asetonitril
: 0,1 M sodyum perklorat (pH 3) (5 : 95) mobil faz kullanilarak tayini yapilmastir (Deorsi vd.,
1996).

2.10 Coklu Kalibrasyon Yontemleri

Coklu kalibrasyon, analitik kimya da uygulama alam olan baglica kemometrik
tekniklerdendir. Mikrobilesenlerin miktar1 ve diger 6zelliklerinin tayininde siklikla kullanilir.
Birgok alette genis uygulama alanina sahiptir. Coklu kalibrasyon y6ntemleriyle;

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

2. lyi dizayn edilmis bir kalibrasyon modeli kurularak ¢ok kompleks orneklerde bilesen
analizi, uygulamas1 yavag ve pahali kromatografik teknikler yerine ucuz ve hizli

spektrofotometrik tekniklerle yapilabilir.

3. Genis kromatografik piklerde sakh olan safsizlik piklerine ait konsantrasyon tayin
edilebilir.

4, Ozellikle tayin edilecek madde miktan kesin bilinmeyen ve birgok safsizlik iceren dogal
orneklerde, analiz edilmek istenen maddeleri iceren uygun kalibrasyon modelleriyle

analizler gerceklestirilebilir (Martens ve Naes, 1989).

5. Bir kimyasal proseste reaksiyondaki aktif tiirlerin derigimi, ¢6ziicli sartlaridaki
degisimler, aktif safsizliklarin varlig1 gibi etkenlerin tanisinda, reaksiyonun dogru isleyip

islemediginin on-line kontroliinde kullanilabilir.

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

regresyonuna dayal1 goklu kalibrasyon metotudur.
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2.10.1 Coklu Lineer Regresyon (MLR)
Coklu lineer regresyon o&zellikle kompleks orneklerin analizinde siklhikla kullanmilan bir
tekniktir. Temelde MLR X, absorbans matrisini, Y, konsantrasyon matrisini ifade etmek

tizere X ve Y arasindaki regresyona dayanir.
Y=XB (2.1)

Burada X ve Y’nin satirlarn1 8rnek karisimlan (spektrumlar), X’in siitunlan spektral dalga
boylari, Y’nin siitunlar1 ise “bilinen” bilesenlerden (analiz edilecek bilesen) olusur. B ise
kalibrasyon sabitini gésterip, satirlar1 dalga boylan siitunlar1 “bilinen” bilegenlerden olusur.

Denklemin ¢6ziimii agagidaki gibidir.
X'Y = XX'B 2.2)

xx)"'xvY=(xx)"(X’X)B (2.3)

ZXlYI

B=(X'X)'XYy=11___ I= Ornek say1s (2.4)

Ancak bu modelde bilesenlerin konsantrasyonu degistiginde spektrumdaki absorbans
degerleride artma ya da azalma egilimindedir. Bu lineer bagimlilik XX matrisinin ¢6ziimiinii
zorlagtirir ve herbir bilegene karsi yapilan matematiksel ¢6ziimleme tutarsiz hale gelebilir.
Dolayisiyla bu yontemde dalga boyu sayisi, deney sayisi ve bilegen sayisiyla sinirlanmals,
dalga boyu segimi lineer bagimlilifi ortadan kaldiracak ve diger safsizliklarin absorbans
degisimini giderecek gsekilde olmalidir. MLR’deki bu tiir kisitlamalar zellikle st iiste
¢akisan piklerin ayrilmasini1 imkansiz hale getirir.

2.10.2 Ana Bilesen Regresyonu (PCR)

Ana bilesen regresyonu MLR’ye benzer ancak burada, ana bilesen analizi (PCA) skor
matrisiyle konsantrasyon matrisinin regresyonu esas alinir. MLR metodu, tayin edilecek
maddelerin bilinir olmasim gerektirir. Oysa PCA, bir karigimdaki maddelerden kaginin esas
bilesen oldugunu tahmin etmeye ¢aligir. Dolayisiyla bu maddelere ait kimyasal tanimlamaya
ihtiya¢ yoktur. Bu avantajindan dolay: o6zellikle igerigi belli olmayan dogal iirtinlerdeki etken
madde tayinlerinde siklikla kullanilir.

Ana bilesen analizi (PCA) X spektral veri matrisini skor (T) ve yiikleme (P) matrisine
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pargalama iglemini esas alir ($ekil 2.2).

X =TP 2.5)

X T P

Sekil 2.2 Spektral veri matrisinin PCA ile skor ve faktérlere pargalanmasi

e Skor matrisinin satirlar1 orijinal veri matrisinin satir sayisiyla esittir. (Ornek yada
spektrum sayist )

e  Skor matrisinin siitunlar1 veri matrisindeki esas faktdrleri belirtir. Normalde faktdr sayis
bilesen sayisiyla aym olmalidir. Ancak glirliltii ve spektral girisimler bu sayiyi
degistirebilir. Her bir siitun ana bilesene baghdir.

e Skor matrisinin her bir siitunundaki degerin Kkarelerinin toplami 6zdeger olarak
adlandirilir. Ozdeger vektorii ne kadar biiyilkse esas bilesen olma olasilifi da o kadar
biiyiiktiir. Dolayisiyla ana bilesenler 6z vektorlerin biiyiikliigiine gére hesaplanir.,

e Yikleme matrisinin siitunlar orijinal veri matrisinin siitun sayisiyla esittir (Dalga

boylar).
e Yiikleme matrisinin satirlar1 esas faktSr sayisina esittir. Her bir satir ana bilegsene baghidur.
e Yiikleme matrisinin herbir stitunundaki degerlerin karelerinin toplami 1’e esittir.

Herbir ana bilesen a ile gosterilecek olursa, T’nin a. siitunundaki a skor vektorii ta, P’nin a.

satirmdaki a yiikleme vektSrii pa’yr gostermek {lizere 6zvektdr ga asagidaki denklemle

hesaplanir.
1

g, =) ta’ 2.6)
i=1

Esas bilesenlere ait tiim 6z vektorlerin toplami , orijinal verilerin karelerinin toplamina esit

olmalidir.
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PCR’da daha 6nce s6z edildigi gibi PCA ¢6ziimlemesinden elde edilen T skor matrisiyle Y
konsantrasyon matrisinin regresyonu s6z konusudur. Buradaki B Kkatsayisi ise agagidaki
denklemle ifade edilir (Brereton, 2000).

B=(T'T)"'T'Y @2.7)

2.10.3 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 kullamlan ¢oklu kalibrasyon
tekniklerindendir (Geladi ve Kowalski 1986a ; 1986b; Geladi, 1988). Bu yontemde PCA’dan
farkli olarak bilegenlerin konsantrasyon setinde, 6rnek hazirlamadaki seyreltme ve tartma
hatalar1 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 2.4 ). 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 sayis1 (spektrumiar)

m= Dalga boyu sayis1

p=Bilinen bilesenler
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m a m
n = n a + Enxm
X T P
p a p
n =n a + Foxp
Y U Q

Sekil 2.3 Spektral veri matrisinin ve konsantrasyon matrisinin skor ve faktorlere
pargalanmasi

Kismi en kiigiik kareler X ve Y igin ayrn ayri dig bagintilar1 ve her iki matrisi birbirine
baglayan i¢ bagintiyr bulma islemlerini igerir. Dig bagintilar 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 agagidaki 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 wi, t;, g1, w; ve py’in
bulunmasiyla olur. Bu islemde bir w; degerinden baglanir ve uygunluk saglanincaya kadar
islem tekrarlanir (Sekil 2.5 ).
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Sekil 2.4 PLS yénteminin sematik gésterilisi

Daha sonra, bilesen vektorlerinin dig ¢arpimlari X ve Y matrislerinden g¢ikarilir ve artik
matrisler elde edilir. Ikinci ana bilesenleri bulmak i¢in ( wa, ta, qa, Uz Ve p2 ), X ve Y matrisleri
artik matrisleri ile yerdegistirildikten sonra iglem tekrarlanir ve artik kareler toplam yeterli

minimuma ulasincaya kadar tiglincii, dérdiincii ve dier 6zvektorler benzer sekilde gikarlir.
PLS modeline ait algoritma asagida verilmistir.( Martens ve Naes, 1989)

X, =X-1Ix' ve Y, =Y-1y

X,,=i,w. +E (2.11)
w, =cX!_ i, (2.12)
c¢= W, ’nin son boyutunu 1’e esitlemek i¢in kullamilan skala faktorii.

c=(@'X, X' &) (2.13)
X,,=tw,+E (2.14)

w! W, =1 oldugundan,

t, =X, W, (2.15)
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X, =tp.+E (2.16)
p. =X, t,/tt, @.17)
Y,,=tq,+F (2.18)
d, = Y. i, /EE, (2.19)
Y, =uq +F (2.20)
i, =Y,,4,@6.4.)" 2:21)

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

edilir.
E=X_, -t,p (2.22)
F=Y,, -4, 2.23)

Daha sonra E ve F , X ve Y matrislerinin yerine geger.

X, =E
Y, =F
a=a+1

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

Elde edilen B katsayisi,

B=WEW) o (2.24)
b, =y-X'B (2.25)
§,=b, +x'b (2.26)

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

bilesenlerini icermedigi durumlarda daha iyi tahmin glicline sahip olur.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1 Ila¢ Maddeleri ve Analiz Ornekleri

Essin, dietilamin salisilat, “Reparil-gel”, lidokain hidrokloriir, mepiramin maleat,
dekspantenol, “Stilex-jel” Abdi Ibrahim ila¢ San. *;Psddoefedrin hidrokloriir, Plantafarma ilag
San. “;Dekstrometorfan hidrobromiir, Ilsan Iltas Ilag San. *; Triprolidin hidrokloriir ve

“Actidem Surup” Glaxo-Wellcome Ilag San.” tarafindan karsilanmustir.

3.1.2 Kimyasal Madde ve Coziiciiler
Demir (III) klortir, salisilik asit, sodyum hidroksit, etil alkol, kloroform, eter, propanol,
metanol, asetik asit, siilfirik asit, hidroklorik asit (Merck) ve distile su kullanmidi.

3.1.3 Cozeltiler

Essin ve dietilamin salisilat analizinde kullanilan ¢&zeltiler:

Essin standart ¢bzeltisi (1) : 1000 pug mL" konsantrasyonunda etil alkoldeki ¢bzeltisi.
Essin standart ¢ozeltisi (2) : 1000 pg mL™" konsantrasyonunda asetik asit i¢indeki ¢ozeltisi.
Essin stok ¢bzeltisi (3) : 4000 pg mL’ konsantrasyonunda metanoldeki ¢ozeltisi.
Dietilamin salisilat standart ¢ozeltisi (4) : 1000 pg mL™" konsantrasyonunda etil alkoldeki
cOzeltisi.

Dietilamin salisilat standart ¢dzeltisi (5) : 1000 pg mL™ konsantrasyonunda asetik asit
igindeki ¢ozeltisi.

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain hidrokloriir analizinde kullamilan ¢ozeltiler:

Dekspantenol stok c¢ozeltisi (6) : 1000 pg mL"' konsantrasyonunda sudaki g¢ozeltisi.
Dekspantenol standart ¢ozeltisi (6a) : 100 pg mL"! konsantrasyonunda sudaki ¢bzeltisi.
Dekspantenol stok ¢ozeltisi (7) : 1000 pg mL! konsantrasyonunda metanoldeki ¢6zeltisi.
Mepiramin maleat stok ¢dzeltisi (8) : 1000 pg mL™” konsantrasyonunda sudaki ¢ozeltisi.
Mepiramin maleat standart ¢ozeltisi (8a) : 100 ug mL™" konsantrasyonunda sudaki ¢bzeltisi.
Mepiramin maleat stok ¢bzeltisi (9) : 1000 pg mL™! konsantrasyonunda metanoldeki ¢ozeltisi.

* Etken ve mamiil maddelerin saglanmasindaki yardimlarindan dolay: adi gegen firmalara tegekkiir ederim.
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Lidokain HCI stok ¢bzeltisi (10) : 1000 pg mL™' konsantrasyonunda sudaki ¢bzeltisi.
Lidokain HCI standart ¢dzeltisi (10a) : 100 pg mL™ konsantrasyonunda sudaki ¢dzeltisi.
Lidokain HC] stok ¢ozeltisi (11) : 1000 pg mL™ konsantrasyonunda metanoldeki gozeltisi.

Dekstrometorfan hidrobromiir, psddoefedrin hidrokloriir ve triprolidin hidrokloriir analizinde

kullanilan ¢ozeltiler:

Dekstrometorfan HBr standart ¢ozeltisi (12) : 1000 pg mL™ konsantrasyonunda sudaki
¢Ozeltisi.

Psodoefedrin HCI standart ¢ozeltisi (13) : 3000 ug mL™ konsantrasyonunda sudaki ¢ozeltisi.
Triprolidin HCI standart ¢5zeltisi (14) : 100 pg mL™' konsantrasyonunda sudaki ¢ozeltisi.

Diger Cozeltiler:
Demir (III) kloriir ¢dzeltisi : 1 g °1 100 mL suda hazirlanda.

Asitli demir (IIT) kloriir ¢dzeltisi : 75 mg demir (III) kloriir % 96 ’lik asetik asitte ¢oziildii ve
50 mL H,SO, ilave edilerek karigtirildi.

Salisilik asit stok ¢ozeltisi : 327 mg’1 1000 mL suda hazirlanda.

N HCI, 0,02 N H,SO4,1 M H,SO4, 0,1 M H,SO4, 5 M NaOH, 0,1 N NaOH, % 96 asetik asit.

3.2 Alet ve Diger Gerecler
1) Spektrofotometreler (Unicam UV2-100 UV-VIS ve Philips 8700 UV-VIS)

2) Analitik terazi ( Sartorius A 200B, 0,1 mg’a kadar duyarli)
3) Santrifiij (Niive NF 615)

4) Elektrikli 1sitic1 (Niive HP 121)

5) Karstirict (Cenco)

6) Evaparator (Heidulph Laborota 4001)

7) 1 em’lik kuvartz kiivetler (Hellma, 10x10x45 mm)
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3.3 Yontemler

3.3.1 Essin ve Dietilamin Salisilat Karigiminin Analizi

Essin ve dietilamin salisilatin birarada analizi i¢in PLS y6ntemi gelistirildi ve y&ntem
“Reparil-gel” preparatlarma ve farkli konsantrasyonda hazirlanmis plasebo Orneklerine
uygulandi. Ikinci bir yontem olarak tiirev spektrofotometrik yéntem kullanildi ve bu yéntemin
uygunlugu arastinldi. Kiyas yontemi olarak essin ve dietilamin salisilatin demirle yaptig

kompleksinin absorbsiyon &l¢limiine dayanan spektrofotometrik yontem kullanilda.

3.3.1.1 Kismi En Kiiciik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)
3.3.1.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Essin ve dietilamin salisilatin kalibrasyon seti 3 seviyeli 2 faktorlii tam deneysel tasarima gére
hazirlandi (Montgomery, 1997). Buna gére 9 adet 10 mL’lik balon joje kullanildi. Balon
jojelerden ilk iigiine 1000 pg mL” konsantrasyonundaki dietilamin salisilat ¢dzeltisinden
(¢bzelti 4) sirastyla 0,4, 0,5, 0,6 mL, 1000 pg mL™ konsantrasyonundaki essin ¢dzeltisinden
(¢ozelti 1) herbirine 0,1 mL, diger lgiine ¢ozelti 4’den aym1 miktarlarda ¢ozelti 1°den
herbirine 0,2 mL, son ligline ise ¢6zelti 4’den ayni1 miktarlarda ¢ozelti 1°’den herbirine 0,3 mL
konuldu ve etil alkolle hacimlerine tamamlandi.Herbir ¢6zeltinin 200-325 nm arasinda 5’er
nm araliklarla absorpsiyonlari dlgiildii ve elde edilen veriler Martens ve Naes’in (1989)
algoritmasina gore yazilmig PLS programinda degerlendirildi. Kalibrasyon kosullarmin

belirlenmesi ,ilgili sekil ve tablolar Boliim 4.1.1.1°de verilmistir.

3.3.1.1.2 Farmasdtik Preparatlara Uygulanmasi

Essin dietilamin salisilat iceren jel preparatlarinin analizi igin , 0,1 g “Reparil-gel” 100 mL’lik
balon joje igine mg’in 1/10’i duyarhilikta tartildi. 50 mL etil alkol ilavesi ile 10 dakika
calkalayicida calkalandiktan sonra etil alkolle hacmine tamamlandi. Codzelti mavi banth
slizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra 200-325 nm arasinda 5’er nm araliklarla absorpsiyonlari
olgiildii ve elde edilen veriler PLS programinda degerlendirildi. Bulunan sonuglar B6liim
4.1.1.2°de bildirilmigtir.

3.3.1.1.3 Aym Giin i¢inde ve Farkh Giinlerde Yapilan Analizlerin Dogrulugu ve

Tekrarlanabilirligi

“Reparil-gel” plasebosunda hazirlanmig ti¢ farkli konsantrasyonda (10,20,30 pg mL™7) essin
ve (40,50,60 pg mL™") dietilamin salisilat 6rnekleri ile Boliim 3.3.1.1.2°de anlatildig1 gibi
caligildi. Analizler aym giin iginde 3 kez ve 1 ay iginde 4 farkli giinde yapildi. Elde edilen

sonuglar Boliim 4.1.1.3’de bildirilmistir.



36

3.3.1.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem
3.3.1.2.1 Spektrumlarin Cizilmesi

Etil alkolde hazirlanmus standart ¢ozeltiler kullamlarak (¢ozelti 1ve ¢ozelti 4) 30 pg mL™
essin ve 150 ug mL™" dietilamin salisilat ¢ozeltileri hazirland: ve 3. ve 4. tiirev egrileri iist

tiste gakistirildi. Spektrumlar Boliim 4.1.2.1°de verilmigtir.

3.3.1.2.2 Farmasitik Preparatlara Uygulanmasi
0,2 g jel 100 mL’lik balon joje igine mg’1n 1/10’i duyarlilikta tartildi ve B6liim 3.3.1.1.2 *deki
sartlarda hazirlanarak 3. ve 4. tiirev spektrumu alind.

3.3.1.3 Kiyas Yontemi

Kiyas yontemi olarak ilag fabrikasimin (Santafarma Ilag AS.) uyguladiga spektrofometrik
yontem kullanmildi. Yontemin gelistirilmesi ilgili ilag fabrikasina ait oldugu i¢in kaynak
goOsterilmemigtir.

3.3.1.3.1 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Essin Analizi:

0,1 g essinin 25 mL metanolde hazirlanmis (¢6zelti 3) stok ¢ozeltisinden 5 mL bir behere
alindi. Cozelti ugurulduktan sonra 40 mL % 96 ‘lik asetik asit ¢ozeltisinde ¢6ziildii. Bir tiip
igine bu ¢ozeltiden 1mL konuldu ve iizerine 4 mL asitli demir (III) kloriir ¢6zeltisi ilave

edildikten sonra 60 °C *de 25 dakika isitildi. 5 dakika santrifiij edildikten sonra 540 nm’de

absorpsiyonu 6lgtildii.
Dietilamin Salisilat Analizi:

0,327 g salisilik asitin 1000 mL suda hazirlanmis stok ¢6zeltisinden alinan 10 mL, 100 mL’lik
balon joje i¢ine konuldu. Uzerine 50 mL 0,02 N H,SO4 ¢bzeltisi ve 5 mL demir (IIT) kloriir

¢ozeltisi eklendikten sonra suyla hacmine tamamlandi. 535 nm’de absorpiyonu 6l¢iildii.

3.3.1.3.2 Jel I¢inde Miktar Tayini
Essin Tayini:

1 g “Reparil-gel” tartilarak 15 mL. 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile karigtinildi ve ayirma hunisine
alindi.3 kez 25 mL eterle ekstre edildi. Eterli kisimlar bir bagka ayirma hunisine alindiktan
sonra 2 kez 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile ekstre edildi. Asitli kisimlar diger bir ayirma hunisinde
kloroform : propanol (100 : 40) ¢ozeltisi ile 2 kez ekstre edildi. Toplanan ¢ozelti ugurulduktan
sonra 5 mL metanolde tekrar ¢6ziildii ve uguruldu. Daha sonra 40 mL asetik asitte ¢oziildii.

Bu ¢ozeltiden 1 mL bir tiip i¢ine alindi, izerine 4 mL asitli demir (III) kloriir ¢ozeltisinden
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ilave edildikten sonra 60 °C de 25 dakika 1sitild1 ve 5 dakika santriftjlendikten sonra 540
nm’de absorpsiyonu 6l¢iildii.
Hesaplama asagidaki sekilde yapildi:

Numune Absorbansi x Standart Tartin

x 20 = % Essin
Standart Absorbansi x Numune Tartimi

Dietilamin Salisilat Tayini:

0,2 g “Reparil gel” tartild1 ve iizerine 25 mL 0,02 N H,SO, ilave edildikten sonra 106 mL’ye
su ile tamamlandi. Mavi bantli stizge¢ kagidindan siiziildiikkten sonra 50 mL’si 100 mL’lik
balon jojeye konuldu ve iizerine 5 mL demir (III) kloriir ¢ozeltisinden ilave edildikten sonra
suyla hacmine tamamlandi. 535 nm’de absorpsiyonu Ol¢iildii. Hesaplama agagidaki sekilde
yapildu:

Numune Absorbansi x Standart Tarttmi
X 2 = % Salisilik Asit

Standart Absorbansi x Numune Tartimm

Salisilik asit miktarindan stokiyometrik dietilamin salisilat miktarina gegildi. Bulunan

sonuglar Boliim 4.1.1.2°de bildirilmistir.

3.3.2 Dekspantenol, Mepiramin Maleat ve Lidokain Hidrokloriir Karisiminin Analizi

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain hidrokloriiriin birarada analizi i¢in PLS y6ntemi
geligtirildi ve yoOntem “Stilex-jel” preparatlarina ve farkli konsantrasyonda hazirlanmig
plasebo orneklerine uygulandi. Ikinci bir yontem olarak tiirev spektrofotometrik y&ntem

kullanild1 ve bu yéntemin uygunlugu aragtirildi.

3.3.2.1 Kismi En Kiigiik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)
3.3.2.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCI’nin kalibrasyon seti 3 seviyeli 3 faktorlii

tam deneysel tasarima gore hazirlandi. Buna gére 27 adet 10 mL’lik balon joje kullanildi.100
ug mL"! standart dekspantenol ¢ozeltisinden (¢ozelti 6a) ilk 9 balon jojeye ve takiben diger 18
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balon jojeye aymi miktarlan tekrarlamak lizere sirasiyla 0,8, 0,8, 0,8, 1, 1, 1, 1,2, 1,2, 1,2 mL,
100 pg mL" standart mepiramin maleat ¢ozeltisinden (gbzelti 8a) ilk 3 balon jojeye ve
takiben diger 24 balon jojeye sirasiyla 0,2, 0,3, 0,4 mL, 100 pg mL™! standart lidokain HCl
¢ozeltisinden (¢ozelti 10a) ilk 9 balon jojeye 0,2 mL, diger 9 balon jojeye 0,3 mL, son 9 balon
jojeye ise 0,4 mL konuldu ve su ile hacimlerine tamamlandi. Herbir ¢6zeltinin 190-350 nm
arasinda 5’er nm araliklarla absorpsiyonlan &lgiildii ve elde edilen veriler PLS programinda
degerlendirildi. Kalibrasyon kosullarinin belirlenmesi, ilgili sekil ve tablolar Boliim 4.2.1.1°de
verilmistir.

3.3.2.1.2 Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCI igeren jel preparatlarinin analizi igin, 0,1 g
“Stilex-jel” 100 mL’lik balon joje igine mg’in 1/10’i duyarhlikta tartildi. 50 mL su ilavesi ile
10 dakika ¢alkalayicida galkalandiktan sonra suyla hacmine tamamlandi. Cozelti mavi banth
stizge¢ kagidindan siiziildiikkten sonra bu ¢ozeltiden 2 mL alinip 10 mL’ye suyla tamamlandi
ve 190-350 nm arasinda 5’er nm araliklarla absorpsiyonlan olg¢iildii ve elde edilen veriler

PLS programinda degerlendirildi. Bulunan sonuglar B6liim 4.1.2.1°de bildirilmistir.

3.3.2.1.3 Aym Giin i¢inde ve Farkh Giinlerde Yaplan Analizlerin Dogrulugu ve
Tekrarlanabilirligi

“Stilex-jel” plasebosunda hazrlanmus ii¢ farkli konsantrasyonda (8, 10, 12 pg mL™)
dekspantenol, (2, 3, 4 pg mL™) mepiramin maleat ve (2, 3, 4 pg mL™") lidokain HCI 6rnekleri
ile Boliim 3.3.2.1.2°de anlatildig: gibi ¢aligildi. Analizler aym giin i¢inde 3 kez ve 1 ay i¢inde
4 farkl giinde yapildi. Bulunan sonuglar B6liim 4.2.1.3de bildirilmigtir.

3.3.2.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem
3.3.2.2.1 Spektrumlarmn Cizilmesi

Su ve metanolde hazirlannms standart ¢ozeltiler kullanilarak (¢ozelti 6 ve 7, ¢ozelti 8 ve 9,
¢ozelti 10 ve 11) 300 ug mL™" dekspantenol, 90 pg mL™" mepiramin maleat ve 90 pg mL™
lidokain HCl ¢0zeltileri hazirland1 ve 1. tiirev egrileri iist tiste ¢akigtirildi. Spektrumlar
Boliim 4.2.2.1°de verilmigtir.

3.3.3 Dekstrometorfan Hidrobomiir, Psddoefedrin Hidrokloriir ve Triprolidin
Hidrokloriir Karigiminin Analizi

Dekstrometorfan hidrobromiir, ps6doefedrin hidrokloriir ve triprolidin hidrokloriiriin birarada
analizi i¢in PLS yontemi gelistirildi ve yontem “Actidem surup” preparatlarina ve farkl

konsantrasyonda hazirlanmig plasebo Srneklerine uyguland:. ikinci bir yéntem olarak tiirev
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spektrofotometrik yontemden yararlanildi ve bu yontem kiyas yontemi olarak kullanildi.

3.3.3.1 Kismi En Kiigiik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)
3.3.3.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi

Dekstrometorfan HBr, psddoefedrin HCI ve triprolidin HCI’nin kalibrasyon seti 3 seviyeli 3
faktorlti tam deneysel tasarima gore hazirlandi. Buna gére 27 adet 10 mL’lik balon joje
kullanild1.1000 pg mL" standart dekstrometorfan HBr ¢ozeltisinden (¢bzelti 12) ilk 9 balon
jojeye ve takiben diger 18 balon jojeye aym miktarlan tekrarlamak iizere sirasiyla 0,6, 0,6,
0,6, 0,8, 0,8, 0,8, 1, 1, 1 mL, 3000 pg mL™! standart psOdoefedrin HCI ¢ozeltisinden (gozelti
13) ilk 3 balon jojeye ve takiben diger 24 balon jojeye sirasiyla 0,6, 0,8, 1 mL, 100 pg mL"
standart triprolidin HCI ¢o6zeltisinden (¢ozelti 14) ilk 9 balon jojeye 0,8 mL, diger 9 balon
jojeye 1 mL, son 9 balon jojeye ise 1,2 mL konuldu. Herbir ¢6zeltinin lizerine 1 mL 1 M
H,SO; ilave edildikten sonra su ile hacimlerine tamamlandi ve 230-320 nm arasinda 5’er nm
araliklarla absorpsiyonlar: &lgiildii ve elde edilen veriler PLS programinda degerlendirildi.

Kalibrasyon kosullarinin belirlenmesi, ilgili sekil ve tablolar Boliim 4.3.1.1°de verilmistir.

3.3.3.1.2 Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Dekstrometorfan HBr, psédoefedrin HCI ve triprolidin HCl igeren surup 6rneklerinin analizi
icin 10 mL “Actidem Surup”, 30 mL su igeren ayirma hunisine alindi. 2 mL 5 M NaOH ile
alkali hale getirildikten sonra 3 kez 20 mL kloroformla ekstre edildi. Kloroform ¢dzeltileri
2,bir ayirma hunisinde toplandi ve 20, 15, 10 mL 0,1 M H,SO;, ile ekstre edildi.Asidik
¢Ozeltiler 50 mL’lik balon jojede biriktirildi ve 0,1 M H,SO; ile hacmine tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 2 mL 10 mL’lik balon jojeye konuldu ve iizerine 0,6 mL 1M H,SO4 eklenerek
suyla hacmine tamamlandi1 (Davidson ve Mkoji,1988). C6zeltinin 230-320 nm aras1 5’er nm
araliklarla absorpsiyonlan olgiildii ve elde edilen veriler PLS programinda degerlendirildi.
Bulunan sonuglar B6liim 4.3.1.2°de bildirilmigtir.
3.3.3.1.3 Aym Giin i¢inde ve Farkli Giinlerde Yapilan Analizlerin Dogrulugu ve
Tekrarlanabilirligi
“Actidem surup” plasebosunda hazirlanmis ii¢ farkhi konsantrasyonda (60, 80, 100 ug mL™)
dekstrometorfan HBr, (180, 240, 300 pg mL™") psédoefedrin HCl ve (8, 10, 12 pug mL™Y)
triprolidin HCI 6rnekleri ile B6lim 3.3.3.1.2°de anlatildig: gibi ¢alisildi. Analizler ayni giin
icinde 3 kez ve 1 ay icinde 4 farkli glinde yapildi. Bulunan sunuglar Bélim 4.3.1.3’de
bildirilmistir.
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3.3.3.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem
3.3.3.2.1 Olgii Egrilerinin hazirlanmasi

Dekstrometorfan HBr’e ait Ol¢gii egrisinin hazirlanmas: i¢in 10 mL’lik 5 adet balon jojeye
¢Ozelti 12°den sirasiyla 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2 mL ve herbirine ¢ozelti 13°den 0,8 mL, ¢ozelti
14’den 1 mL konuldu. Bu karigimlarin tizerine 1 mL 1M H,S0; ilave edildikten sonra su ile
hacimlerine tamamlandi. Cozeltilerin 1. tiirev absorbans degerleri ('Dyo;) okundu. Bu
degerlerle konsantrasyonlar arasinda grafik ¢izilerek olgili egrisi olusturuldu ve egriye ait
dogru denklemi en kiigiik kareler yontemine gére hesaplandi.

Psddoefedrin HCI’ye ait 6l¢ii egrisinin hazirlanmasi i¢in 10 mL’lik 5 adet balon jojeye ¢ozelti
13°den sirasiyla 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2 mL ve herbirine ¢6zelti 12°den 0,8 mL, ¢6zelti 14’den 1
mL konuldu. Bu kangimlarin {izerine 1 mL 1M H,SO, ilave edildikten sonra su ile
hacimlerine tamamlandi. Cozeltilerin 2. tiirev spektrumundan 257 ve 260 nm’lerdeki pik-pik
toplamlar1 okundu. Bu degerlerle konsantrasyonlar arasinda grafik ¢izilerek Ol¢li egrisi

olusturuldu ve egriye ait dogru denklemi en kiigiik kareler yontemine gore hesaplandi.

Triprolidin HCI’ye ait 6l¢ii egrisinin hazirlanmasi igin 10 mL’lik 5 adet balon jojeye ¢ozelti
14’den siras1yla 0,6, 0,8, 1, 1,2, 1,4 mL ve herbirine ¢6zelti 12°den 0,8 mL, ¢ozelti 13°den 0,8
mL konuldu. Bu kangimlarin iizerine 1 mL 1M H,SO, ilave edildikten sonra su ile
hacimlerine tamamlandi. Cozeltilerin 1.tiirev  absorbans degerleri (‘Dsg3) okundu. Bu
degerlerle konsantrasyonlar arasinda grafik ¢izilerek 6lgii egrisi olusturuldu ve egriye ait
dogru denklemi en kiigiik kareler yéntemine gore hesaplandi. ilgili spektrumlar ve lgii
egrileri Boliim 4.3.2.1°de verilmistir.

3.3.3.2.2 Farmasitik Preparatlara Uygulanmasi

Surup 6megi (Actidem) Boliim 3.3.3.1.2° de anlatildifi gibi galisildi ve 1. ve 2. tiirev
spektrumlart alindi. 1. derece tiirev spektrumundan dekstrometorfan HBr i¢in 291 nm’ de ve
triprolidin HCI i¢in 303 nm’de absorbans degerleri, 2. tiirev spektrumundan psddoefedrin
HCI i¢in 257 ve 260 nm’de pik-pik absorbans degerleri toplami okundu. Bu degerlerin 6l¢ii
egrisindeki karsiliklari bulunarak suruptaki madde miktarlar1 tayin edildi. Uygulanan bu
metot kiyas yontemi olarak kullanildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3.1.2°de bildirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Essin ve Dietilamin Salisilat Karisiminin Analizi
4.1.1 Kismi En Kiiciik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

4.1.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi I¢in Uygun Kosullarin Belirlenmesi

Essin ve dietilamin salisilat analizi igin kalibrasyon seti olugturulurken uygun kosullarin
saptanmasi amactyla gesitli ¢oziicii sistemleri denendi ve “Reparil-gel” i¢indeki oranlari (1:5)
gbz 6niinde tutularak 10 pg mL™ konsantrasyonunda essin, 50 pg mL™ konsantrasyonunda
dietilamin salisilatin etil alkolde (Sekil 4.1) ve 40 ug mL™' konsantrasyonunda essin, 200 pg
mL"! konsantrasyonunda dietilamin salisilatin asetik asit-0,1 N HCI karigimindaki (Sekil 4.2)
spektrumlan ¢ekildi. Asetik asitin 240 nm civarinda yiiksek absorpsiyon géstermesi essin
spektrumunda siirekli degisime neden oldugu i¢in etil alkol en uygun ¢oziicii olarak saptandi.
Konsantrasyon araliklar belirlenirken dietilamin salisilatin, essine gore hem ilag preparati
icinde miktarinin, hem de molar absorptivitesinin biiylik olmasi ve yiiksek konsantrasyonlarda
200-250 nm arasinda absorpsiyon spektrumunda degisiklikler gostermesi (Sekil 4.3) gbz
Oonlinde tutuldu ve dietilamin salisilatin spektrumunun bozulmadifi maksimum
konsantrasyon, essininde absorpsiyonunu goérebilecegimiz minumum konsantrasyon olacak
sekilde seviyeler tespit edildi. Buna gore PLS kalibrasyon modelini kurmak iizere en uygun
seviyeler dietilamin salisilat i¢in 40, 50, 60 pg mL™, essin igin 10, 20, 30 pg mL™" olarak
belirlendi ve kalibrasyon matrisini olusturmak tizere 9 adet ¢ozelti hazirlandi. Bu tasarimda
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanirken karngimlarin biitin  etkilesim etkilerini gostermek
amaciyla, karigim bilesenlerinin birbirlerine gére miktarlar1 kademeli olarak artirihp
azaltilmigtir. Bolim 3.3.1.1.1° deki gibi ¢ahigilarak elde edilen absorpsiyon degerleri ve
kargilik gelen karigim konsantrasyonlari Cizelge 4.1°de gosterilmigtir. PLS algoritmasina gore

¢oziimlenmis kalibrasyon bagintisi asagidaki gibidir:

Crs = 35,3889 - 45,20A, + 12,49A, - 39,71A; + 132,09A4 - 71,52A5 + 93,09A6 + 33,58A;
+ 29,33A3 + 17,46A9 + 3,41A10 - 3,90A;; - 0,29A1; ~ 7,10A,3 - 10,78A4 - 21,27A5
- 27,12A46 - 41,42A17 - 51,54A,3- 47,51 A9 - 44,60A20 - 45,01A,; - 23,73A2; - 8,94A23
- 6,77A2 - 21,48A55

Cpa= - 14,6675 + 7,29A, - 0,36A, + 10,94A; - 12,62A4+ 16,26As5 - 7,79A¢ - 0,24A7 - 1,42A5
- 1,72A9 -0,26A1p + 0,63A1; + 0,13A;; + 0,19A;; + 1,93A14 + 3,75A;5 + 5,10A6
+7,68A17+ 9,67TA 15+ 9,46A 19+ 9,03A5+ 8,75A21+ 5,05A25+2,26A23+1,45A4+ 3,23 A5
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4.1.1.2 Yontemin Farmasétik Preparatlara Uygulanmasi ve Sonuglarin Kiyas
Yontemiyle Karsilagtirilmasi

“Reparil-gel” i¢inde essin ve dietilamin salisilat miktarlar1 B6liim 3.3.1.1.2°de anlatildig: gibi
caligtlarak PLS yontemi ile tayin edildi. Orneklerin absorbans degerleri Cizelge 4.2°de
gosterilmigtir. Elde edilen sonuglarin kiyaslanmas: amaciyla ayni jel drnekleri ilag firmasinin
kullandig1 spektrofotometrik yontemle analiz edildi. Her iki yontemle elde edilen sonuglar ve
istatistiksel olarak karsilastirilmasi Cizelge 4.7°de toplu olarak verilmistir.

4.1.1.3 Aym Giin I¢inde ve Farkli Giinlerde Yapilan Analizlerin Dogrulugu ve
Tekrarlanabilirligi

Ug farkli konsantrasyonda (10, 20, 30 pg mL™) essin ve (40, 50, 60 pg mL™) dietilamin
salisilat igeren plasebo Ornekleri ile Boliim 3.3.1.1.3’de anlatildif: gibi ¢aligildi. Aym giin
icinde yapilan analizlerde her bir 6rnek 3 kez galisildi.Cozeltilere ait absorbans degerleri ve
kargilik gelen konsantrasyonlar Cizelge 4.3°de, bulunan sonuglara ait bagil standart sapma
(%s), geri kazanim (%R) ve bagil tahmin hatasi (%REP) degerleri Cizelge 4.5°de
gOsterilmigtir.

1 ay i¢inde 4 farkh giinde yapilan analizlerdeki ¢6zeltilere ait absorbans degerleri ve kargilik
gelen konsantrasyonlar Cizelge 4.4’de, bulunan sonuglara ait bagil standart sapma, geri
kazanim ve bagil tahmin hatas1 deZerleri Cizelge 4.6’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.5 Aym giinde plasebo iginde yapilan essin ve dietilamin salisilat analizlerinin
dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Bulunan Plasebodaki Konsantrasyon (ug mL™)
Konsantrasyon| ES DA | ES | DA | ES DA
(g mL™) 10 40 | 20 | 50 | 30 | 60
1 12,05 | 39,11 [20,03}50,29 | 31,94 | 58,75
2 11,00 | 39,54 | 19,84 |48,82 | 26,27 | 59,51
3 11,25 | 44,30 | 19,91 149,57 | 28,73 | 58,77
x 11,43 | 40,98 | 19,92 (49,49 | 28,98 | 59,01
S 0,55 2,88 10,09 | 0,74 | 2,84 | 0,43
%s 4.81 7,02 1045 1| 149 | 9,80 | 0,72
%R 114,30 | 102,40 | 99,60 | 98,98 | 96,60 | 98,35

RMSD: 1,70 1,64
%REP 8,50 3,28

Cizelge 4.6 Farkl: giinlerde plasebo i¢inde yapilan essin ve dietilamin salisilat analizlerinin
dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Bulunan Plasebodaki Konsantrasyon (ug mL™)
Konsantrasyon| ES | DA | ES | DA | ES | DA
(ugmL™") 10 40 | 20 50 30 60
1.hafta 12,40 [40,11] 20,00 | 50,01 | 30,57 | 59,12
2.hafta 10,33 | 40,14 | 20,02 | 50,04 | 25,79 | 59,39
3.hafta 9,13 |40,09| 19,98 | 49,92 | 27,48 | 53,48
4 hafta 9,29 |37,03| 19,96 | 49,74 | 29,83 | 58,30

x 10,28 |39,34| 19,98 | 49,92 | 28,42 | 57,61
s 1,50 | 1,54 0,02 | 0,13 | 2,19 | 2,78
%os 14,59 1391 ] 0,11 | 0,27 | 7,70 | 4,82
%R 102,80 [ 98,35] 99,90 | 99,84 | 94,73 | 96,01

RMSD: 1,62 2,15
%REP 8,10 4,30

® 1 m 1/2 1/2
I T E5

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

4.1.2.1 Spektrumlarmm Cizilmesi

Essin ve dietilamin salisilatin gesitli ¢6ziicli sistemlerinde tiirev spektrumlarn incelendi ve
“Reparil-gel” igindeki oranlar goz oniinde tutularak, 30 pg mL™ konsantrasyonunda essin ve
150 pug mL™" konsantrasyonunda dietilamin salisilatin etil alkoldeki ¢Szeltilerinin 1., 2., 3. ve
4. tiirev spektrumlan gekildi. 3. tiirev spektrumu incelendiginde (Sekil 4.4) 214,3 nm’de, 4.
tirev spektrumu incelendiginde (Sekil 4.5) 219 nm’de essinin dietilamin salisilat yaninda
tayin edilebilecegi diisiiniildii.

12977

8.3
T
+

2.8

-4,9

o

-1.8097 -13

195, 9
2638
28,5
228.1)
229,90
243.9
2478

nm

Sekil 4.4 Essin (30 pg mL™") (-—--) ve dietilamin salisilatin (150 pg mL™) (—) etil alkoldeki
3. derece absorpsiyon tiirev spektrumlar:
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2,453

8.2

’ 8.8

3h
~&,

-3.4

-8, 3544

2048
2188
238, ¢
240.%
254,49
2549

nm

Sekil 4.5 Essin (30 pg mL™") (-----) ve dietilamin salisilatin (150 pg mL™") (—) etil alkoldeki
4. derece absorpsiyon tiirev spektrumlar:

4.1.2.2 Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Bu yontem “Reparil-gel” preparatlarina uygulandiginda essinin dietilamin salisilat yaninda
miktarinin ve molar absorptivitesinin diigiik olusu ve tespit edilen noktalarda dietilamin

salisilat pikinin fazla dik olmasi nedenleriyle iki madde tiirev spektrumunda ayrilamadi.

Cizelge 4.7 “Reparil-gel” (100 g’da 1g essin + 5 g dietilamin salisilat) 6rneklerinin analizi

) ES (g/100) DA (g/100)
Istatistik PLS Spektrofotometrik PLS Spektrofotometrik
Parametreler Yontemi Yontem Yontemi Yontem
1 0,90 1,20 5,03 4,80
2 1,07 0,98 4,93 4,71
3 1,08 1,19 5,07 4,84
4 0,94 1,18 5,15 491
5 1,13 0,96 495 4,61
x 1,02 1,10 5,03 4,77
s 0,10 0,12 0,09 0,12
%s 9,61 10,91 1,79 2,43
x +t.s/ J; 0,89 -1,14 0,95-1,25 492 -5,14 4,62 — 4,91
%R 102,00 110,00 100,60 95,40
t testi 1,15<2,31 3,96 > 2,31
F testi 1,50 <6,39 1,66 < 6,39
n=n;=5 ts 0,05 tablo =2,31 F4,40’05 tablo = 6,39
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4.2 Dekspantenol, Mepiramin Maleat ve Lidokain Hidrokloriir Karigimimm Analizi
4.2.1 Kismi En Kii¢iik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

4.2.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi i¢in Uygun Sartlarin Belirlenmesi
Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCI analizi i¢in kalibrasyon seti olusturulurken
uygun kosullarin saptanmas: amaciyla gesitli ¢oziicti sistemleri denendi. “Stilex-jel” igindeki
oranlar gbz Oniinde tutularak (50 : 15 : 15) bu maddelerin su (Sekil 4.6), 0,1 N HCI (Sekil
4.7), 0,1 N NaOH (Sekil 4.8) ve metanol (Sekil 4.9) icindeki spektrumlar c¢ekildi.
Spektrumlar incelendiinde, metanol ve bazik ¢ozeltide yiiksek konsantrasyonlarda bile
dekspantenoliin absorpsiyonunun diisiik olmasi, asidik ve sulu ¢ozeltilerin spektrumlar
arasinda 6nemli bir fark olmamasi nedeniyle su en uygun ¢ziicii segildi. Ancak 200 nm
civarinda {i¢ maddeninde pikinin {ist {iste cakismas1 nedeniyle, hem lineerligi bozmayacak
hem de pik toplamim1 uygun absorpsiyon seviyesinde tutacak sekilde konsantrasyonlar
belirlendi (Sekil 4.10). Buna gore en uygun seviyeler dekspantenol iin 8, 10, 12 pg mL"',
mepiramin maleat igin 2, 3, 4 pg mL", lidokain HCl igin 2, 3, 4 pg mL"' olarak belirlendi ve
kalibrasyon matrisini olugturmak iizere 27 adet ¢ozelti hazirlandi. Bu tasarimda kalibrasyon
¢ozeltileri hazirlanirken karigimlarin biitiin etkilegim etkilerini gostermek amaciyla, karigim
bilesenlerinin birbirlerine goére miktarlar1 kademeli olarak artirihp azaltinugtir. Boliim
3.3.2.1.1°deki gibi galigilarak elde edilen absorpsiyon degerleri ve karsilik gelen karigim
konsantrasyonlan Cizelge 4.8a ve Cizelge 4.8b’de gosterilmistir. PLS algoritmasina goére
¢oziimlenmis kalibrasyon bagintisi asagidaki gibidir:

Cppa= - 8,9982 + 1,45A,+ 23,78 A3+ 20,23A3- 12,30A4- 4,01As5- 10,01 A6 - 8,04A7 - 6,56A3
- 6,26A9 - 5,57Aj - 4,98A11 - 4,53A12 - 3,90A3 - 3,51A14 - 3,65A45 - 3,17A4s
- 3,33A17 - 2,39A,5 - 2,50A19 - 2,15A2 - 2,12A5; - 2,41A2; ~ 2,18A)3 - 2,37TAy
- 2,56A25 - 2,19A2- 2,19A2+ 1,22A5+ 1,87Ax+ 1,06A3+ 0,59A3; - 0,08A3,

Cmam= 0,8259 + 0,51A; + 0,51A;- 0,65A3 - 2,79A4+ 1,14A5 + 1,88A¢ + 2,01A7 + 2,03A3
+ 1,97A9  +1,90A10+ 1,96A11 + 1,97A12+ 1,74A 13+ 1,22A44 + 0,77A15+ 0,47A 6
+ 0,47A, + 0,44A,3 + 0,48A9 +0,46A% + 0,49A;; + 0,53A2 + 0,58A,3 + 0,62A24
+0,63A35 + 0,55A2+ 0,45A,7+ 0,08A2 - 0,06A29 - 0,06A30 - 0,04A3; + 0,02A3,

Cuw= - 0,1018 + 0,57A; - 0,39A; + 0,66A3 + 4,50A4 + 0,52A5 + 0,29A¢ - 0,05A7 - 0,25A4
- 0,29A9 - 0,32A19 - 0,42A;; - 0,47A12 - 0,40A;3 -0,17A14 + 0,04A;5 + 0,17A46
+ 0,18A7 + 0,13A43 + 0,10A;9 + 0,11A3 + 0,07A3; + 0,09A2 + 0,05A23 + 0,04A24
+0,03A25+ 0,05A26+ 0,10A57+ 0,09A25 + 0,13A%9 + 0,15A30+ 0,16A3;, + 0,15A3,
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2.6

Sekil 4.6 Dekspantenol (100 pg mL™) (-----), mepiramin maleat (30 pg mL™) (—) ve
lidokain HCI’nin (30pg mL") (++) sudaki absorpsiyon spektrumlari

5 .

Sekil 4.7 Dekspantenol (100 pg mL?) (), mepiramin maleat (30 pg mL™) (—) ve lidokain
HCI’nin (30 pg mL™) (++++) 0,1 N HCI’deki absorpsiyon spektrumlar
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Sekil 4.8 Dekspantenol (100 pg mL") (----), mepiramin maleat (30 pg mL™?) (—) ve
lidokain HCI’nin (30 pg mL™") (+++) 0,1 N NaOH’deki absorpsiyon spektrumlart

Sekil 4.9 Dekspantenol (300 pg mL™) (-—--), mepiramin maleat (90 pg mL") (—) ve
lidokain HCI’nin (90 pg mL™") (+++) metanoldeki absorpsiyon spektrumlary
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Sekil 4.10 Dekspantenol (10 ug mL™) (----), mepiramin maleat (3 pg mL™") (—) ve
lidokain HCI’nin (3 pg mL™") (+~++) sudaki absorpsiyon spektrumlari

4.2.1.2 Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

“Stilex-jel” igindeki dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCl miktarlar1 Boliim
3.3.2.1.2°de anlatildigs gibi calisilarak PLS yontemiyle tayin edildi. Orneklerin absorbans
degerleri Cizelge 4.9a ve Cizelge 4.9b’de, bulunan dekspantenol, mepiramin maleat ve liokain
HCl miktarlann Cizelge 4.14’de verilmistir. Kaynaklarda i¢ maddenin birarada tayinine

y6nelik bir yonteme rastlanmadigi igin kiyas yéntemi kullanilmamusgtir.

4.2.1.3 Aym Giin Icinde ve Farkh Giinlerde Yapilan Analizlerin Dogrulugu ve
Tekrarlanabilirligi

Ug farkh konsantrasyonda (8, 10, 12 pg mL™) dekspantenol, (2, 3, 4 ug mL™") mepiramin
maleat ve (2, 3, 4 ug mL™") lidokain HCl igeren plasebo 6rnekleri ile Boliim 3.3.2.1.3°de
anlatildifs gibi ¢alisildi. Aym giin iginde yapilan analizlerde her bir 6rnek 3 kez ¢alisildi.
Cozeltilere ait absorbans degerleri ve karsilik gelen konsantrasyonlar Cizelge 4.10a ve
Cizelge 4.10b’de, bulunan sonuglara ait bagil standart sapma, geri kazanim ve bagil tahmin
hatas1 degerleri Cizelge 4.12°da gosterilmigtir.

1 ay iginde 4 farkli giinde yapilan analizlerdeki g¢6zeltilere ait absorbans degerleri ve karsilik
gelen konsantrasyonlar Cizelge 4.11a ve Cizelge 4.11b’de, bulunan sonuglara ait bagil

standart sapma, geri kazamm ve bagil tahmin hatas: degerleri Cizelge 4.13°de gosterilmigtir.



990°0 980°0 9€1°0 6810 IIT0 YITO 0TTO 6€T0 <TLTO SIE0 I8€0 SLYO TS9O 8960 £60°1 6SLO 14 4 (41
9L0°0 1600 LTI0 OLI'0 981'0 T6I0 6610 LITO 6¥T0 <T6T0 09€0 TSHO ST9'0 606°0 E€HO'T  L690 14 £ (4!
0900  890°0 £60°0 OTI0 IEI'0 LEI'0 SPI0 1910 1610 €€T°0 10€0 1660 0950 €SIS0 €460 19D | 4 [4 (4}
L90°0  880°0 SEI0 1610 ¥IC0 8IT0 HITO THTO LLTO 1Z€0 ¥SE0  PLVO 6€9°0 Ly6°0 080T #1LO 1 4 v o1
090'0  ¥L0°0  TIID TSI'0 L9T'0 TLI'D 8LID H61°0 STTO 89T0 8TEO OTHO 9LS0 LVS0 9860 1690 14 £ 01
0L0°0  6L0°0 $0I'0 €€I'0  SPI'0  IST'0 0910 LLI'O SOTO 6vZT'0 SIE0 60v'0 8SS'0 8080 9£6°0 €990 14 4 01
0L0'0 0600 OFI0 9610 LITO0 0TTO SITO €HT0 SLTO GIE0 6LE0 €90 8I9'0 CTI60 LSO'T  9¥LO v 1 4 8
890°0 700 0ZI0 091'0 9LI'0 08I0 98I0 HOTO TETO €LTO IEE0  HIFO 0950 9180 OL60 8890 14 € 8
Sv0'0  SS0°0  8L0°0 901°0 OIT°0 TTI'0 6TI'0 SYI'0 TLI'0 <TITO 9LT0 SSE'0 S8¥'0 9ZL0 1L8'0 979'0 14 [4 8
TEO'0  TSO'0  TOI0  9SI'0  OLI'0 LLI'D 0810 9610 +ZTO LSTO 60£0 1660 6SS'0 1L80 IIO'T  §89'0 € v (41
TH0'0  8S0°0  S60°0 LEI'0 TST'0 SSI'0 0910 LLI'O #0T0 LETO H6T0 9LE'D VSO 9780 860 0990 £ € (4§
9%0'0 9S00  080°0 LOI'0 6110 €TI0 1I€1'0 SPI'0 OLI'0O 90T'0 S9T0 LPED <TOS'0 SpL0  6L8°0 8190 £ (4 41
0S0'0 TLO'0 TTI'0 LLIO 8610 10T'0 €0T'0 €TC0 €STO0 68T0 SHED STHO 9850 0800 1TO'l  199'0 € 14 01
0S0°0  L90°0  SOI'0 9pI0  T9T'0 S9I'0 691°C +8I'0 [ITO +#vT0 S6T0 OLEO 91S'0 S8L0 060 T¥9'0 € € (111
6100 620°'0 €S0'0 8L0°0 680°0 €600 860°0 TITD SEI0  LOT'0 ITTO 66T0 SEHO IL9°0 HOS0 6450 € [4 (118
€60°0  €S0°0  SOI'0  8SI'0 8LI'D 0810 T8I0 L6ID 9ZT0 9ST'0 SOE0 SLED €S0 9080 6560 TE£9°0 £ 14 8
820°0 Y00 T80°0 ¥TI0  6EI'0  IHI0  9PI'0 1910 LSI0 610 89T0 OHE0 LLKFO ¥HLO  €68°0  +09'0 £ £ 8
120'0  6T0°0  S$S0°0 7800 600 960°C TOI'0 9II0 6EI'0 +HLIO 9ZT0 96T0 #THO +OL'O 16L0  OFSO £ [4 8
8€0°0 6500 110 SO0 ¥8I'0 SBI'0  SSI'0 6610 STT0 <TSTO €6T0 LOE0 VES'O 9E80  TLEO  ¥H9'0 [4 14 (48
S100  0€0°0  0L0'0 LOI'0 TTI'0 TTI'0 +¥TI'0 LEI'O 8SI0 O6I'0 #TT0O 96T°0 ISHO O0ZL0 €98°0 SLSO (4 13 (41
0100 0200 9¥0'0 €L0°0 T80°0 +80°0 880°0 660°0 OZI0 SHI'0O S8I'0 €970 960 8790 SLLO 6IS0 [4 [4 (41
LZ0'0  6¥0°0  001°0 €ST'0  ¥LI'0 vLI'O  #LI0 8810 #ITO 8ETO 9LTO EHED  LSHO 86L0 60 189°0 (4 4 01
L10°0  €€0°0  0LO'0O TTI'0 9ZI'0 9TI'0 STI0 OVI'0 910 €610 +CC0 0670 SZHO 890 8E80 0650 (4 € (1]
LO0'0  LI0'0 I¥0°0 TL0°0 LLO'0 6LO0 T80°0 €600 €110 6€I'0 SLI'0 HHTO E€LE0 68§50 LTLO  €ISO (4 (4 01
TW0  ¥O'0 6600 610 OLI'0  OLI'O 691°0 €8I0 90T°0 8TTO [9T'C +ZE0 ¥SH0 8ELO  L68'0  L09'0 < [ 4 8
PI00  8€0°0  690°0 ILI°0  LTI'0 LTI0 6CI0 TPI0 7910 <C81'0 SIT0 +LTO 96£0 +E9'0 €080  €£95°0 [4 € 8
TIO'0 €200 L¥O'0O  SL0°0  SBO'0 LS00 0600 1010 6II0  EPI'0  6LI0 OVT'0 SSE0  £9§°0  0L'0  $0S'0 (4 [4 8
$97 097 SST 08T YT ove SET 0£7 §TT 07T SIT 017 S0T 007 S61 061 HIT KV Vvdd
(¢niog v38Q (. T 1))

159319z1) uoAseiqirey e euLreunsLIey [DH ureopi| 94 jedew urwendow ‘[ousjuedsyop 2108 suruoiugh §1d €8y 981971



1€0°0  €€0°0  9€0°0  #40°0 TSO'0  $90°0 ¥LO'0 0800 <T800 0800 ¥LO00 2900 990°C  6S0°0 0900 <2900 | ¥ v 41
W0 vh0'0  8W0'0  SSO'0  6S0°0  TLO0  6L0°0  6LO°0  €80°0  S80°0 0800 1L0'0 SLO'0  690°0 100 €L0°0 | ¥ € u
LEO'D  BE0°0  OVO'0  PHO'D  8KO'0 9S00 0900 900  990°0 S90°0 T900 SO0 8SO'0  ZSO0  bSO0 8500 | ¥ 4 (41
0£0°0  €£0°0  9£0°'0  ¥¥0'0  TSO'0  +90°C  FLO'0  180°0 €80°0 <800 SLO'G €900 L9O'0 190°0 190°0 #90°0 | ¥ v o1
vE0'0  SE0°0  8E0'0  E£KO'0  0SO'0 LSOO +90°0  690°0 TLO0  0L0'0 S90'0  SSO'0  6S0'0  €S0°0  SSO'0 8500 | ¥ £ o1
W0 vH0'0  9¥0'0  0S0'0 SO0 190°0 990°0 690°0 1L0°0 TLO0 6900 T90'0  990°0 1900 €900 890°0 | ¥ 4 o1
LEO'0  6E0°0 THO'0  0SO'0  6S0'0 690°0 8L0'0 S80'0 L80'0 S80'0 8LO'0  L90'0 IL0'0 900 +90°0 L900 | ¥ 14 8
0¥0'0  TY0'0  SPO'0  1S0'0 9S00 $90°0 TLO'0 LLO'0  8LO'0 LLO'0 €L0°0 €900 LS00 0900 <T90'0 S90°0 | ¥ € 8
§T0°0  LTO0 6T0°0  €€0°0  9E0'0 THO'0 L0  0SO'0  1SO'0  ISO'0 8¥O'0  QWO'0 PO 8E0°0  OKO0 w00 | ¥ 4 8
S10°0 810°0 0TO'0 820°0 8E0°0 8EO'0  LVO'D  £50'0  ¥SO'0  ISO'0 KO0 PEO'O 9£0°0  6T0°0 6T0'0 6700 | € v 41
6100 1700  STO'0  0€0'0  LEO'0 OWO'0  LYO'0  TSO'0  $SO'0  TSO'0  LKO'0  6E0'0 THO'0  LEO'D 8EO0  6E00 | € € 4|
1€0°0  €€0°0  SE0'0  8€0°0 00  OVO'0  SHO'0  8¥O°0  0SO'0  6¥0°0 9¥0°0  IHO'0 MO0 6€0°0 IHO0 €400 | € 4 41
€20°0 700 8TO'0 €00 SKO'0  8KO'0  8SO°0  $90°0  990°0 +90°0 8SO'0  640°0 ISO'0  9v0°0 OO0 Lv00 | € v 0
0600  TEO'0  ¥EOD  THO'0  8KO0  8VO0  SSO0  6SO0  190°0 090°0 SO0 L¥O'0  0SO'0  SKO'0  9v0°0  Lv0'0o | € € 01
TI0'0  ¥I0'0  SI0'0  0TO'0  SZTO'0  0T00 +T0'0  LZO'0  LTO'0  LZO'0 €200 LIO'G 6100 910°0 9100 8100 | € 4 ]
vI00  SI0'0  610°0 $TO'0 SEG0 LE00 9¥00  TSO0 €500 IS0 €400 SE00 SEO'0  1€0°0  OE0'0  0E0'0 | € v 8
TI0'0  €10'0  910°0 IT0'0 6200 LZO0 SEO'0  OWO'0  1¥0'0  8E00  PEO'0  LTO0  8Z00  $TO0  bTO0  8TO0 | € £ 8
110°0  TI00  +10°0  LIO0 TZO'0 0Z0°0 +Z0'0 LZO'0 8T0°0 LZO'0 €20°0 8100 610°0 LIO'0 LIOO 6100 | € 4 8
vI0°0  S10°0 8100 920°0 SE0'0  140'0  ISO'0  LSO'0  8SO'0  SSO'0 800 OK0'0  OKO'0  9£0°0  SEO'0  bEOO | % 4 (41
L00°0  600°0 TIO0 910°0 +T0'0 0TO'0 LTO'0 CEO'0  TEO'0 OE0°0 STO0  LIOO SI0'0 9100 €10'0 2100 | 2 £ (41
9000  800°0 6000 €100 8I0'0 €I0°0 8100 IZ0'0 1200 0ZO'0  SIO0 II00  ZIOW0 8000 8000 8000 | 2 4 44
6000 1100 ¥I0'0 1200 €€0'0 TE0'0 1H0'0  LKO'0 8O0 SHO'0  8E0'0  O0€0'0  0€0'0 9200 STO'0  $TO0 | 2 14 )
T00°0  €00'0  SO0°0 IV0'0 8I0'0 TZO0 6200 PEQD  HEO'0  TEO0 STO'0  0TO'0  610°0  SI00  SI00 #1000 | 2 £ o1
€00°0  $00'0 €000 0000 ¥000 600°C ¥I0'0 LI0'0 8100 9100 <CI00 8000 800°0 9000 SO0 000 | 4 ot
€00°0  TO0°0 1000 800°0 LIO'0 8ZO'0 800 €400 P00 100 €00 LZO'0  9Z0°0 1200 0Z0'0  610°0 | 2 v 8
800°0  LOO'0  SO0°0 000'0 LO0O0 610°0 9T0°0 O0€0'0 1€0°0 8200 2200 LIO0 9100 #I0°0 €100 <TI00 | € € 8
S00°0  S00°0 000 0000 +00°0 100 6I0°0 TTO'0 IO 0ZO'0  910°0  €10'0  ZIO'0 K100 0100 0100 | z 4 8
s¥€  OpE  SEE  OEE  STE  0ZE  SIE  OI€ SOE OQOE S6T 06 SST 08T SLZ 0L | HIT WV vdd
(¢)nkog €s[6q (55 173:5)%)

1593]az15 uoAse1qI[ey ye euLruISLIeY [DH UTeNopI[ 94 jesjew urwendow ‘ousiuedsyop 2108 sursiugh S1d 98 98[9z1)



S00'0 +00°0 CTO0°0 <000 900°0 0ZO'0 9700 O0L0°0 1€0°0 6200 LTOD STO0 STO'0 O0ZO'0 STO'0 9200 (1]}
ZIO0 €100 S10°0 0T0°0 STO'0 €£0°0 6€0°0 €PO'0 #¥0°0 €400 OVO'0 6£0°0 6E0°0 6£0°0 0V0'0 1v0°0 6
100 €10°0 SO0 610°0 TTO'0 SE0°0 TWO'0 9¥0°0 8O0 LVO'O 9¥0'0 THO0 ¥HO'0 €400 ¥0°0 LPOO 8
£00°0  S00'0 900°0 0100 TIO'0 LZOO [€0°0 ¥E0°0 SE0°0 SE0°0 €€0°0 0€0'0 €€0°0 1€0°0 TEO'0 +€0°0 L
6000 I10°0 #10°0 LI0°0 1T0°0 #€0°0 O¥0'0 €¥0°0 S¥O°0 +#¥0°0 T#0'0 8 m.o.o 170°0 6£0°0 0¥0°0 TY0'0 9
SI0'0 910°0 610°0 CZ0'0 +Z0'0 I€0°0 SEO°0 6E0°0 OVO'0 OVO'0 S8E0°0 9€0°0 BEO'0 LEO'0 8E0°0 O¥00 S
900°0 LO0°0 600°0 €10°0 SIO'0 9Z0°0 1€0°0 ¥EO'0 SEO'0 vEO'0 €£0°0 0E£0°0 ZEO'0 1€0°0 TEO'0 ¥E€0°0 14
000'0 [00°0 €00°0 900°0 800°0 0£0'0 PEO0 LEO0 8E0'0 8E0'0 9€0°0 €€0°0 SEO'D SEO°0 9E0'0 8€0°0 £
L00'0 800°0 0100 +I0'0 LIO0 9€0°0 O¥O'0 #H0°0 SHO'0O SPO'0 €00 THO'0 €VO'0 THOO E€¥0°0 SPO'0 (4
010°0 600°0 8000 S00'0 TO0'0 LIOO 1T0°0 €Z0°0 STO'0 €T0°0 TTO0 610°0 0Z0'0 0TO'0 1T0°0 TT0°0 I
SPE€ OpE SEE  OEE STE OIE SIE OIE SOE O0OE S6T 06T S8T 08T SLT OLT
(ynkog v3Bq NINFQ
LO[I0g0p SUBQIOSQE J1E SUIZI[EUE UIULOPIOWY JOf-XO[HS,, 46" 931921
0£0°0 THO°0 $90°0 860°0 PII'0 1TI'0 IEI0 $SI‘0 6810 LETO LOEO 60v°0 9850 vb8'0 €560 ¥+9°0 01
SH0'0 090°0 060°0 €210 TI'0 OSI'0 0910 €8I0 1TT0 OLT0 LEECO OFHO 6190 1680 7660 £L9°0 6
0S0°0  €90°0 060°0 SII'0 TEI'0 8EI0 6VI‘0 ILI'0O SOZ0 SSTO OTE0 OIH0 T8S'0 8¥8'0 0960 T99°0 8
8€0°0 LVO'0 0L0°0 €60°0 +01°0 TII°0 0TI0 6€1°0 [LI'0 SIT0 SLTO S9E0 6IS0 LSL'O SL8O 6090 L
9%0'0 6S0'0 880°0 9110 I€I'0 SEI‘0 SPI'0 TLI'0 L0TO 6STO LIEO €40 SI90 0680 1660 SL9O 9
£40'0 SO0 8L0°0 CTOT'0 SII'0 IZI'0 TEI'0 €SI°0 €810 +TT0 S8TO 6LEQ 8ES'0 €8L'0 $060 #¥9°0 s
LEO'0 8K0°0 690°0 +60°'0 90I'0 €II'0 €CI'C €PI0 HLI'O 9IT0 BLTO 1LEO T£S'0 SLL'O 8880 TE90 v
1#0°0 1S0°0 SLO'0 1010 #II°0 ITI0 CTEI'0 €SI'0 ¥8I'0 67C0 €6T°0 €6£0 1950 LISO LI6'0 €£9°0 €
8¥0°0  090°0 +80°0 OIT°0 €TI'0 OEI'0 IPI‘0 1910 €610 6£T0 POE0 L6ED 89S0 €280 0£6°0 8¥9°0 [4
S100 PEO'0 LSO'0 6L0°0 T60°0 860°0 €01°0 LTI'0 091°0 €0T0 S9T0 SSE0 6IS0 ¥9L°0 ¥88°0 €T9°0 I
S97 09 SST 0sT Fi44 1374 SE€T 0€7 §TT 1144 S1T 012 $0T 002 S61 061
(t)niog usjeq SIANNQ

LIO[I0Zop SUBQIOSqER 1R SUIZI[eU. UIULISPOWIQ  [9[-Xa[NS,, 86"y 93[921)




TOO'0  €00°0 0000 LOO'0 SIO'0 #1000 6100 LTO'0 0£0°0 000 0€0°0 8€0°0  8¥0°'0 SSO'0 9900  180°0 v 14 4}
100'0 000  §00°0 O010'0C 1100 OI0'0 <ZI00 9100 6100 9100 +I0°0 1100 9100 #I10°0 €100 ¥100 £ £ 01 £
1000 000°0 S00°0 9000 110°0 SOO°0  LOO°0 1I0°0  €I0°0  600°0  LOOO 800°0  TIO'0 LOO'0  800°0 T10°0 (4 (4 8
¥T0°'0  ST0'0  €£0°0  SE€0'0  8€0°0  6¥0°0  6PO0 (090G (090°C 890°C €L00  6L0°C £80°0  T0T°0 LIT'O sZI‘0 4 y 71
600°0  L00'0 910'0 <€I0'0 TZO0 200 9T00 0E0'0 O0E0'0  OSO0  OEO0 6200  LTO'0 8200 1€0°0  1£0°0 £ £ 01 (4
000  S00'0  #10°0 LOO'0 9000 910°0 +I0°0 0T0°0 6100 1T0°0 +#20°0 L300 €T0'0 TTO0 STO0 ¢TI0 [4 4 8
600°0 TI0°0 €10°0 €10°0 SZO0 LZO0 1€0°0 8E0°0 O¥0'0 +¥O0  0SO°0 TS0'0  $90°0  SLO0 9800  660°0 14 4 41
€000 000 €I0°0 800°0 SI00 LIO0 1Z0°0 €200 #TO0 €20°0 00 120 T0°'0  €20'0 9Z0°0  $TO°0 € £ o1 1
1000  100°0 9000 #00°0 <TIO0 <TIO0 €100 8100 9100 6100 610° ¥10°0  020'0 6100 1200 0200 [4 (4 8
sve ove SEE (1124 114 [I74% SIE (1] 5% S0¢ 00¢ S6C 062 S87 08¢ SLT 0LT HIT KWV vdd
O K (-Tm ) wd

150310z1d uoA1sdI0SqR — UOASBIUBSUOY 18 SuIZI[eus [DH UIeopl| 94 jes[ew urwendsw ‘ousiuedsyop uepides spund wky qq1 ' 980z15

060'0 POI'0  FTI'0 TSI H9K'0  ELI'0 LBI'0 €IT0 O0STO 600 60¥0 +#LSO TLSO T680 tI01 869°0 | 4 14 (41
9100 ZTO'0 L£0'0  6S0°0  OLO'0  ¥LO'0  ¥RO'0  €01°0  LEID  SSI'0  TSTO 9950 89Y'0 IELO LSO 0090 € € o1 €
0100 SIO'0  ¥TO'0  OPO'0  LPO'0  ISO'D  6S0°0 ZLO0 9600 <TEI0 98I0 6810 SSTO 08%°0 8090 9¢t'0 (4 [4 8
6€1°0  ¥SI°0  LLI'0 90T'0 TTTO H€T0 SSTO 88T0 EEE0 <TO¥O 6IS0 8690 0CL0 HCO‘T  SLIT 6680 14 i 4 (4}
SE0°0  ¥PO'0  190°0 800 S60'0 101°0 OII'0 ZEI'0 910 ZITG €80 66E0 P0S°0  OLLD STE0  $59°0 € € [1) § [4
9z0'0 0€£0°0 I¥0'0 SSO'0  ¥90'0 1L0°0 0800 1010 LTIO 8910 O0€T0 ¥HTO 09€'0 6550 S69°0  LTSO (4 < 8
T  €TI'0 9vl'0 CTLI'0 LBI'0 8610 #ITO0 420 6.0 LEEOD  THF0 8090 9190 L£60  ¥SO'1  #0L°0 1 4 14 4
I€0°0  9€0°0 SO0 +L0'0 980°0 €60°0 €010 €TI0 9SI'0 1020  €LT0 16£0 00S'0 19L0 0060 6290 € € (1] I
$TO'0  620°0  OV0'0  ¥S0°C  T90'0  L90'0 SLO'0  160°0 SII0 €510 HITO LITO SIED  90ST  SE90  9SHO (4 [4 8
S97 092 SST 0sT [ 44 ove SE€T 0€7 F44 (1744 SIT (1114 {114 002 S61 061 HIT WV Vdd
({)nkog e3[eq ~TaEEm) wd

1593[0z1d u0A1sdIOSqE — UOASENUBSUOY 1B SUIZI[eue [JH UIENopI] 9A jes[ew urwrendow Jousiuedsyop ueides spund uky eg 'y 99[0z1)

aYad



L000 8000 ZI00 +00°0 <TT0'0 0Z0°0 1£0'0 €£0°0 6€0°0 IpO'0  6£0°0 SKO'0  ¥SO0  €90°0  9L00 060°0 v 14 44
7000 €00°0  OI0°0 ZTO0'0 8000 <TIO0 <TTO'0 €200 #T0'0 STO'0 6I0°0 O0ZO'0 1T0°0 8100 0TO'0  TTO'0 £ € 01 14
0000 €000 S00'0 +#00°0 900'0 6000 SIO0 +I0°0 €100 €I0'0 €100 #10°0 LIO'0 #10°0 8I0'0 8 10°0 [4 [4 8
€000 900°0 S00'0 800°0 O010'0 T200 LZO0 SEO'0 €€0°0 LEO'0 8E0'0 9¥0°0 €SO0 9900 8LO'0 €600 v 14 (41
£00'0  LOO0 SO00°0 SO00 OI0'C 9100 0200 #T0'0 9200 #T0°0 1200 ZI00 <TTO'0  +T0°0 200  +T00 € € 01 £
€100 +I00 O10°0 8100 €10'0 1200 <2200 OE0'0 6Z0°0 8T0‘0 8Z0'0 O0€0°0  1€0'0 ¥€0°0 €00 SE00 (4 (4 8
€00°0 8000 1I10°0 €100 1200 <CZ0'0 6C0°0 <CE€0'0 SE0°0 €¥O0  9¥0'0  0SO°0  T90'0 ¥L0°0  LBO'0  660°0 4 14 A
000'0  €00°0 LOO0  ¥00°0 9100 SI0'0 I1Z0°0 #C0°0 %200 STO'0 TTO0'0 610°0 <TC0'0 €200 €200 TTO°0 £ £ 01 (4
7000 €000 L000 1000 600°0 <TIO'0 9100 6100 1200 +T0'0  +To'0  [T0°0 STO0  ¥Z00  +Z0'0  STO'0 (4 < 8
0000 100°C €000 LOO0 8100 SIO0 %200 €£0°0 €€0°0 9€0°0 6€0°0 SO0 6S0°0  TLO'0  160°0 OI1°0 14 v (4
1000 €00°0 S00'0 TO00 €100 6000 810'0 8ZO'0 1Z0°0 1200 IZ0'0 <TZO'0 #T0°0 9200 6Z0°0 1€0°0 € £ o1 1
100°0  Z00°0 TOO'0  TO0'0 <TOO0 900°0 6000 SIO0 SI00 9100 SI0'0 8100 1T0°0  +20°0 ST0'0  6T0°0 (4 (4 8
she [114% SEE (1% ST¢€ 0ze 11 5% (1] £ S0¢ 00t S6T 067 S8C 087 SLT 0L HIT WV Vvddad
((nkog v3eq (. T 3M) eeH

1508[0z15 u0A1sd1osqe — UoASeIuRSUOY Tk SUIZITeur [DH UIBOPY 94 eotew urweindow ‘jousjuedsyjop uenideA apiofuns 1pjred q1 ' 231021

$01°0  9II°0 S8EI'0  L91°0 T8I0 8810 +0T0 <TECO0 HLTO 6E€0 LpV'O V090  +09°0 L68°0 T 101 0IL°0 14 4 ua

$Z0'0  1£0°0  6¥0'0 TLO0 800 680°0 6600 LII'0O TSI'0 L6I'0 OLTO 18E0 6840 9£L°0 LLS'0O 8090 [ € (1)8 ¥
6100 €T0°0 9S00 6¥0°0 8SO'0 T90'0 1LO0 8800 SII0 SSI'0 LIT0 0ZT0 TTEO H0S0  T€9'0 1S¥°0 [4 [4 ]

901°0 <CI'0  OvI‘0  SLI'0 88I'0 861'0 SITO SHYT0 980 O0SE0 8SH0 LZ90 €£9°0 TH60 6101 T789°0 4 14 (41

SZ0'0  €£0°0  TSO'0  #LO'0  S80°0 T600 TOI'0 €210 S8SI0 90T0 LLT'0 T6E0 T6HO 9vL'0 8980 §9¢‘0 € € (1] 4 £
SE0°'0  €Y0°0  SSO'0  TLO'0  6L0'0 LS00  960°C HITO P10 98I0 0STO LSTO 9SE0  6SO  98S°0 89%°0 [4 [4 ]

TIT0 €210 SPI‘0  €LI0 SBI'0 6610 LITO L¥ZO0 O06T0 €SE0 +9¥'0 LEY0 LS9'0 860 €I ‘'t LLL'o 14 14 a

820°0  €€0°0  €S0°0  ¥LO0  980°0 €60°0 1010 OZI0 #SI‘0 L6I'0 89T°0 6LEO0 98%0 6VLO €680 S€9°0 [ € [1]§ (4
1200  6T0°0  THO'0  SSO'0  990°0 TLO'0 180°0 660°0 LZI0 ¥OT'0 LZI'0 8ET0 TSED  ISSO 0890 L0OS°O [4 [4 ]

SZI'0  LET'0 T91'0 810 +¥61°0 90T0 <TTTO OSTO 0620 LSE0 89Y'0 LEYO  SS9°0 0L6°0  S60°1 09.°0 14 14 a

9€0°0 100  190°C  080°0 060°0 L60°0 LOT'0 S8TI'0 6SI‘0 LOZO T8TO 86£0 0TSO 08L°0 €60  0¥9°0 £ £ 01 1
TE0'0  SE0'0  6¥0'0  6S0°0  990°0 €L0'0 180°0 660°0 HZI0 S9I'0 O€T0 SYTO 09€0 09SO IOL'O 01s'0 [4 (4 ]

S9¢ 097 13574 0ST 51 44 (1124 1% 4 0€7 STT 07T S1T 017 S0T 007 S61 061 HIT WVA Vdd

(niog vaEq G sy EyEH

150810715 u0A15dI0SqR — UOASBIJUBSUOY 18 SUIZI[Bue [DH UIEOPI| 9A jes[ew urendow ‘jousjuedsyop uefides spiofuns e e11'y a8pz1)

rr~



58

Cizelge 4.12 Aym giinde plasebo i¢inde yapilan dekspantenol, mepiramin maleat ve

lidokain HCI analizlerinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Bulunan Plasebodaki Konsantrasyon (L mL‘l)
Konsantrasyon| ppp | MA | LIH | DPA |MAM | LIH | DPA |MAM| LIH

(hgmL") 8 2 | 2 10 | 3 3 12 | 4 4
1 894 |1,94] 1,70 | 9,86 | 2,81 | 2,80 | 11,60 | 3,80 | 3,90
2 7,05 [2,00| 2,18 | 9,93 | 2,90 | 2,89 | 11,05 | 4,40 | 4,58
3 9,02 |1,70| 1,60 | 9,72 | 2,63 | 2,60 | 11,42 | 3,56 | 3,63
: 833 [1,88| 1,83 | 9,84 | 2,78 | 2,76 | 11,36 | 3,92 | 4,04
s 1,12 |0,116| 0,31 | 0,11 | 0,14 | 0,15 | 0,28 | 0,43 | 0,49
%s 13,44 | 851 | 0,17 | 1,11 | 503 | 543 | 2,46 | 10,96 | 12,13
%R 104,10 | 94,0 | 91,50 | 98,40 | 92,66 | 92,00 | 94,66 | 98,00 | 101,00

RMSD 0,69 027 033

%REP 6,90 9,00 11,00

Cizelge 4.13 Farkh giinlerde plasebo i¢inde yapilan dekspantenol, mepiramin maleat ve

lidokain HCI analizlerinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Bulunan Plasebodaki Konsantrasyon (ug mL™")
Konsantra-slyon DPA | MAM | LIH | DPA |MAM | LIH | DPA |[MAM| LIH
(ngml ) 8 2 2 | 10 | 3 3 | 12| 4 4
1.hafta 7,20 | 2,11 | 2,07 | 991 | 2,88 | 2,87 | 11,73 | 3,98 | 4,10
2.hafta 7,76 | 1,79 | 2,11 | 9,83 | 2,76 | 2,73 | 11,75 | 4,01 | 4,13
3.hafta 783 | 245 | 1,68 | 9,79 | 2,73 | 2,69 | 11,57 | 3,77 | 3,86
4 hafta 8,14 | 18 | 1,70 | 9,78 | 2,71 | 2,68 | 11,51 | 3,68 | 3,77
X 7,73 | 2,05 | 1,89 | 9,85 | 2,77 | 2,74 | 11,64 | 3,86 | 3,96
s 0,39 { 0,30 { 0,23 | 0,06 | 0,08 | 0,09 | 0,12 | 0,16 | 0,18
%s 5,05 | 14,63 | 12,17 | 0,61 | 2,88 | 3,28 | 1,03 | 4,14 | 4,55
%R 96,62 | 102,50 | 94,50 | 98,50 | 92,33 | 91,33 | 97,00 | 96,50 | 99,00 |
RMSD 0,34 023 0,22
%REP 340 7,66 733
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4.2.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem

4.2.2.1 Spektrumlarin Cizilmesi

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCl’nin ¢esitli ¢oziicli sistemlerinde tiirev
spektrumlar1 incelendi ve “Stilex-jel” igindeki oranlar gz oniinde tutularak 300 pg mlL™
konsantrasyonunda dekspantenol, 90 pg mL™ konsantrasyonunda mepiramin maleat ve
lidokain HCI’nin su ve metanoldeki ¢ozeltilerinin 1., 2., 3. ve 4. tiirev spektrumlarn g¢ekildi. 1.
tlirev spektrumlari incelendiginde (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12) belirtilen noktalarda lidokain
HCI’nin mepiramin maleat ve dekspantenol yaninda, yine aym spektrumlardan 280 nm
sonrasinda mepiramin maleatin, lidokain HCl ve dekspantenol yaninda tayin edilebilecegi

diistintildii. Ancak dekspantenol tayini igin uygun bir noktaya rastlanamadi.
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268, 6
282.¢
389.4
s
35

Sekil 4.11 Dekspantenol (300 pg mL) (), mepiramin maleat (90 pug mL? ) (=),
lidokain HCI’nin (90pg mL™" ) (++~)ve karisimmn (—) sudaki 1.tiirev absorpsiyon
spektrumlari
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10

-158

17

Sekil 4.12 Dekspantenol (300 pg mL™) (----), mepiramin maleat (90 pg mL™) (-----), lidokain
HCI’nin (90pg mL™") (++) ve karigimin (—) metanoldeki 1.tiirev absorpsiyon spektrumlar:

Cizelge 4.14 “Stilex-jel” (1 g’da 50 mg dekspantenol + 15 mg mepiramin maleat + 15 mg
lidokain HCI]) PLS yontemiyle analizi

Ornek DPA (mg/g) | %R | MAM (mg/g) | %R | LIH (mg/g) | %R

1 48,38 96,76 13,70 91,33 13,57 90,46
2 47,50 95,00 14,65 97,66 14,71 98,06
3 47,18 94,36 14,26 95,06 14,28 95,20
4 49,11 98,22 14,32 95,46 14,26 95,06
5 49,54 99,08 14,75 98,33 14,74 98,26
6 44,06 88,12 14,33 95,53 14,51 96,73
7 48,60 97,20 13,92 92,80 13,81 92,06
8 46,29 92,58 14,68 93,60 14,80 98,66
9 47,63 95,26 15,63 104,20 15,85 106,66
10 46,99 93,98 14,51 96,73 14,58 97,20
X 47,53 95,06 14,48 96,53 14,51 96,73
s 1,57 0,52 0,62

%s 3,30 3,60 4,27

x+ts/n 46,41 — 48,65 14,11- 14,85 14,07 - 14,95
to " -tablo = 2,26
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4.3 Dekstrometorfan Hidrobomiir, Psodoefedrin Hidrokloriir ve Triprolidin
Hidrokloriir Karisiminin Analizi

4.3.1 Kismi En Kiiciik Kareler Spektrofotometrik Kalibrasyonu (PLS)

4.3.1.1 Kalibrasyon Setinin Hazirlanmasi I¢in Uygun Sartlarm Belirlenmesi

Dekstrometorfan HBr, psodoefedrin HCl ve triprolidin HCl analizi igin kalibrasyon seti
olusturulurken su, ii¢ maddenin de ¢6ziiniirliiklerinin oldukga iyi olmasi1 ve spektrumlarinin
birbirine benzememesi nedeniyle en uygun ¢oziicii olarak segilmigtir (Sekil 4.13, Sekil 4.14,
Sekil 4.15). Ornek hazirlama da ekstraksiyon sirasinda, kloroforma gegen maddeler asidik
¢Ozeltiye alindifi igin kalibrasyonu olugturan ¢ozeltiler 0,1 M H,SO, i¢inde hazirlandi.
“Actidem Surup” i¢indeki oranlar g6z 6niinde tutularak (10 : 30 : 1,25) hazirlanmig asidik
cozeltilerin spektrumlar1 Sekil 4.16°da gosterilmistir. Buna gére en uygun seviyeler
dekstrometorfan HBr igin 60, 80, 100 pg mL", psédoefedrin HCI igin 180, 240, 300 pg mL",
triprolidin HCI i¢in 8, 10, 12 pg mL™ olarak belirlendi ve kalibrasyon matrisini olusturmak
lizere 27 adet ¢Ozelti hazirlandi. Bu tasarimda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlamirken
karigimlarin biitiin etkilesim etkilerini gostermek amaciyla, karigim bilegenlerinin birbirlerine
gbre miktarlar1 kademeli olarak artirilip azaltilmigtir. Boliim 3.3.3.1.1°deki gibi ¢aligilarak
elde edilen absorpsiyon degerleri ve kargilik gelen karigim konsantrasyonlar: Cizelge 4.15°de

gosterilmigtir. PLS algoritmasina gore ¢6ziimlenmis kalibrasyon bagintis1 agagidaki gibidir:

Coex= 14,0060 + 8,23A; + 10,10A, + 14,34A; + 20,46A4 +23,50A5 + 20,93A4 + 15,59A4
+ 5,48Ag + 3,24A¢ + 3,16Ap + 2,84A,, + 1,72A12 + 1,14A13 + 0,96A14 + 0,79A,5
+1,09A6+ 0,67A17

Cpsg= 62,1346 + 22,19A, + 27,22A, + 30,66A3 + 55,15A4 + 63,34A5 + 56,41A¢ + 42,02A7
+ 14,78Ag + 8,73Ao + 8,51A10 + 7,65A1; + 4,63A12 + 3,08A13 + 2,59A)4 + 2,13A5
+2,94A 16+ 1,79A 17

Crre= - 0,3093 + 1,29A; + 1,58A, + 2,24A3 + 3,20A4 + 3,67As + 3,27A¢ + 2,44A7 + 0,86A3
+ 0,51A¢ + 0,49A)0 + 0,44A,; + 0,27A; + 0,18A3 + 0,15A14 + 0,12A;5 + 0,17A46
+ 0,10A17
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spektrumlari

Sekil 4.13 Dekstrometorfan HBr*nin (40, 60 , 80, 100 pg mL™) sudaki absorpsiyon

243

Sekil 4.14 Psddoefedrin HCI’nin (160, 200, 240, 280 pg mL-1) sudaki absorpsiyon
spektrumlari
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8.7

8.6

8.5

b4

8.3

8,2

2.t

8.8

Sekil 4.15 Triprolidin HCI’nin (6, 8, 10, 12 ug mL™") sudaki absorpsiyon spektrumlar:

1.289 ) —+— - ,

B.408 |

Sekil 4.16 Dekstrometorfan HBr (80 pg mL™") (—), psddoefedrin HCI (240 pg mL™) (.....)
ve triprolidin HCI’nin (10pg mL™") (----- ) 0,1M H,S04 ¢bzeltisindeki absorpsiyon
spektrumlari
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4.3.1.2 Yontemin Farmasdtik Preparatlara Uygulanmasi ve Kiyas Yontemiyle
Karsilagtirilmasi

“Actidem-Surup” igindeki dekstrometorfan HBr, ps6doefedrin HCl ve triprolidin HCI
miktarlarn Bolim 3.3.3.1.2°de anlatildigt gibi ¢aligilarak PLS yontemiyle tayin edildi.
Orneklerin absorbans degerleri Cizelge 4.16°da gosterilmigtir. Bulunan sonuglar kiyas
yontemi olarak gelistirilen tiirev spektrofotometrik yontemle kargilastirildi. Her iki yontemle
elde edilen sonuglar ve istatistiksel olarak karsilastirilmasi1 Cizelge 4.25°de toplu olarak

verilmigtir.

43.1.3 Aym Giin I¢inde ve Farkli Giinlerde Yapilan Analizlerin Dogrulugu ve
Tekrarlanabilirligi

Ug farkli konsantrasyonda (60, 80, 100 pg mL™") dekstrometorfan HBr, (180, 240, 300 pg
mL™) psédoefedrin HCI ve (8, 10, 12 ug mL™) triprolidin HCI igeren plasebo 6rnekleri ile
Boliim 3.3.3.1.3’de anlatildid1 gibi ¢alisildi. Aym giin i¢inde yapilan analizlerde her bir 6rnek
3 kez calisildi. Cozeltilere ait absorbans degerleri ve karsilik gelen konsantrasyonlar Cizelge
4.17°de, bulunan sonuglara ait bagil standart sapma, geri kazanim ve bagil tahmin hatasi
degerleri Cizelge 4.19°da gésterilmigtir.

1 ay iginde 4 farkli giinde yapilan analizlerdeki ¢ozeltilere ait absorbans degerleri ve karsihik
gelen konsantrasyonlar Cizelge 4.18de, bulunan sonuglara ait bagil standart sapma, geri
kazanim ve bagil tahmin hatas1 degerleri Cizelge 4.20°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.19 Aymn giinde plasebo i¢inde yapilan dekstrometorfan HBr, psédoefedrin HC1
ve triprolidin HCI analizlerinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Bulunan Plasebodaki Konsantrasyon (ug mL7)
konsantrasyon| DEK | PSE | TRP | DEK | PSE | TRP | DEK | PSE | TRP
(ug mL™) 60 180 8 80 240 10 100 300 12
1 64,71 | 192,71 | 7,39 | 76,16 | 227,91 | 9,33 | 91,57 |276,39| 11,99
2 63,43 | 188,51 | 7,16 | 75,90 | 226,92 9,28 | 90,47 | 272,16 11,78
3 64,86 | 193,18 7,41 | 78,51 |235,39| 9,74 | 92,66 |278,44| 12,13
X 64,33 | 191,46 7,32 | 76,85 |230,07| 9,45 | 91,56 | 275,66 | 11,96
s 0,78 | 2,57 | 0,14 | 1,43 | 463 | 0,25 1,09 | 3,20 | 0,18
Yos 1,21 1,34 | 1,91 1,86 | 2,01 | 264 | 1,19 1,16 1,50
%R 107,20 | 106,36 | 91,50 | 96,06 | 95,86 | 94,50 | 91,56 | 91,88 | 99,66

RMSD 584 16,81 0,53
%REP 7,30 7,00 5,30

Cizelge 4.20 Farkli giinlerde plasebo i¢inde yapilan dekstrometorfan HBr, psédoefedrin HCI
ve triprolidin HCI analizlerinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Bulunan Plasebodaki Konsantrasyon (ug mL™")
konsantrasyon| DEK | PSE | TRP | DEK | PSE | TRP | DEK | PSE | TRP
(ug mL™?) 60 180 8 80 240 10 100 300 12

1. hafta 65,30 | 193,88 | 7,47 | 78,25 |234,62| 9,70 | 92,38 |278,21 | 12,10
2. hafta 63,42 | 188,48 7,19 | 76,01 |227,00| 9,30 | 92,50 | 272,92 | 11,88
3. hafta 63,27 | 188,75 | 7,16 | 75,62 | 226,67 | 9,26 | 90,76 | 272,12 | 11,79
4. hafta 62,56 | 186,46 | 7,03 | 76,04 |228,10| 9,33 | 90,12 {270,00| 11,68

x 63,63 | 189,39 | 7,21 | 76,48 | 229,09 | 9,40 | 91,44 | 273,31 11,86

s 1,17 | 3,16 | 0,18 1,19 | 3,73 | 0,20 1,18 | 3,48 0,17
%os 1,83 1,66 | 2,50 1,55 1,62 | 2,12 1,29 1,27 1,43
%R 106,50 | 105,21 | 90,12 | 95,60 | 95,45 | 94,00 | 91,44 | 91,10 | 98,83

RMSD 583 17,76 0,60
%REP 7,28 7,40 6,00
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4.3.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem

4.3.2.1 Olgii Egrilerinin Hazirlanmas: ve Uygun Kogullarin Belirlenmesi

Dekstrometorfan HBr, psodoefedrin HCl ve triprolidin HCI’nin tiirev spektrofotometrik
analizinde daha 6nce bu maddelerle tiirev spektrofotometresi ile yapilmg ¢aligmalardan
yararlanildi (Davidson ve Elsheikh, 1982; Jones vd., 1985; Murtha vd., 1987; Davidson ve
Mkoji, 1988). PLS yontemiyle aym ¢oziicii sartlarinda surup i¢indeki oranlar géz oniinde
tutularak 80 pug mL"'  konsantrasyonunda dekstrometorfan HBr, 240 pg mL
konsantrasyonunda psddoefedrin HCI ve 10 pug mL™ konsantrasyonunda triprolidin HCI’nin
1., 2., 3. ve 4. tiirev spektrumlan gekildi. 1. tiirev spektrumu incelendiginde, psédoefedrin
HCI ve triprolidin HCI’nin sifir oldugu 291 nm, dekstrometorfan HBr tayini, psddoefedrin
HCI ve dekstrometorfan HBr’nin sifir oldugu 303 nm, triprolidin HCI tayini i¢in uygun
oldugu belirlendi (Sekil 17). 2. tiirev spektrumu incelendiginde ise, 240-270 nm arasi
dekstrometorfan HBr ve triprolidin HCI’ye ait absorbanslarin psédoefedrin HCl analizini
etkilemeyecegi ve AB, BC ya da CD uzunluklar kullanilarak (pik-pik teknigi) psodoefedrin
HCI’nin diger iki madde yaninda tayin edilebilecegi diistiniildii (Sekil 18). Bu amagla 240 pg
mL" pstdoefedrin HCI tek bagina, 80 ug mL™" dekstrometorfan HBr 10 pg mL™ triprolidin
HCI ve 160 pg mL™" dekstrometorfan HBr 20 pg mL! triprolidin HCI ile birarada 6 kez ayn
ayr1 2. tiirev spektrumlan g¢ekildi. Herbir spektrumun AB, BC ve CD pik uzunluklan
okunarak bu dalga boylarinda diger iki madddenin etkisi incelendi ve istatistiksel
degerlendirilmesi yapildi (Cizelge 21). Sonug olarak psodoefedrin HCl’nin 257 ve 260
nm’deki pik uzunlugu (BC) kullanlarak tayininin yapilmasina karar verildi. Buna gore tiirev
spektrofotometrik yontemle dekstrometorfan HBr, psodoefedrin HCI ve triprolidin HCI’ye ait
Olgii egrileri, dekstrometorfan HBr igin 40-120 pug mL", psédoefedrin HCI igin 120-360
pg mL! ve triprolidin HCI igin 6-14 pg mL"! olacak sekilde Bolim 3.3.3.2.1°deki gibi
hazirlandi. Elde edilen absorbans de@erleri ve Olgii egrilerine ait regresyon denklemleri
Cizelge 4.22, Cizelge 4.23 ve Cizelge 4.24, 6l¢ii egrileri ise Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil
4.21°de gosterilmistir. Bu Olgii egrilerine ait regresyon denklemleri “Actidem-surup” da

dekstrometorfan HBr, psodoefedrin HCI ve triprolidin HCI tayininde kullamlmistir.
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Cizelge 4.21 2.tiirev spektrumundan psddoefedrin HCI analizinde, dekstrometorfan HBr ve
triprolidin HCI etkisinin incelenmesi ve uygun noktalarin bulunmasi

Kanigim |PSE |DEK |[TRP |PSE |DEK |[TRP |[PSE |[DEK |TRP

C(ugmL')| 240 0 0 240 8 10 | 240 160 20

‘D AB [ BC | CD [ AB | BC | CD | AB [ BC | CD

o 0,271 {0,278 {0,221 {0,272 0,280 0,226 [0,266 | 0,278 [0,222

s 0,001 {0,002 {0,003 {0,004 |0,003 |0,002 |0,003 |0,002 |0,002

%s 0,700 {0,860 | 1,750 {1,680 {1,200 |1,190 [1,200 |0,820 |0,900

t testi 0,680 {0,760 |2,330 {3,390 |0,660 |0,580

F testi 5,860 {2,000 |2,080 (2,830 [1,080 |3,800
n; =ny =6 tio " tablo =2,23 Fss5 > tablo = 5,05

Cizelge 4.22 Dekstrometorfan HBr’nin tiirev spektrofotometrik yontem ile analizi i¢in
hazirlanan 6l¢ii egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

C(ug mL™) 40 60 80 100 | 120
iy 0,0880 [ 0,1298 | 0,1692 [ 0,2091 | 0,2499
"Dy =7,96,10° + 2,016,107 C r=0,9999

03,
025
02
5015/
011

0,05

Sekil 4.19 Dekstrometorfan HBr’ye ait 6l¢gli egrisi
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Cizelge 4.23 Psodoefedrin HCI’nin tiirev spektrofotometrik yontem ile analizi i¢in
hazirlanan 6l¢ii egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

CugmL™) | 120 | 180 | 240 | 300 | 360
“Das7260 0,1458 |1 0,2109 | 0,2791 | 0,3496 | 0,4192
2D257.260 = 6,72,10-3 '|'1,142,10-3 C r=0,9998

Sekil 4.20 Ps6doefedrin HCI’ye ait 6l¢ii egrisi

Cizelge 4.24 Triprolidin HCI’nin tiirev spektrofotometrik y6ntem ile analizi i¢in hazirlanan 6l¢ti
egrisinin absorbans degerleri ve regresyon analizi

C(ug mL™) 6 8 10 12 14
'Dsos 0,0251 | 0,0329 | 0,0402 | 0,0465 | 0,0565
D33 =2,04,10” +3,82,10° C r=0,9970

Q04

5as

Qugnly

Sekil 4.21 Triprolidin HCI’ye ait 6l¢li egrisi
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4.3.2.2 Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Surup ornegindeki dekstrometorfan HBr, pstdoefedrin HCI ve triprolidin HCl miktarlar

Boliim 3.3.3.2.2°de anlatildig: gibi galigilarak tiirev spektrofotometrik yéntemle tayin edildi.
Elde edilen sonuglar ve PLS ile karsilastinlmas1 Cizelge 4.25’de verilmistir.

Cizelge 4.25 “ Actidem-surup” ( mL’de 2 mg dekstrometorfan HBr +6 mg psédoefedrin HC1
+ 0,25 mg triprolidin HCI) 6rneklerinin analizi

Istatistik DEK (mg/mL) PSE (mg/mL) TRP (mg/mL)
Parametreler | PLS Tilrev PLS Tiirev PLS Tiirev
1 2,02 1,83 6,05 5,69 0,25 0,24
2 1,95 1,85 5,86 5,79 0,24 0,22
3 2,11 1,94 6,29 5,88 0,27 0,23
4 2,06 1,99 6,18 6,12 0,26 0,26
5 2,09 2,02 6,28 6,08 0,26 0,27
x 2,04 1,93 6,13 5,91 0,26 0,24
s 0,06 0,09 0,18 0,18 0,01 0,02
Yos 3,09 4,55 2,95 3,13 4,23 8,75
x+ts/~/n |1,96-2,12]1,82-2,04 |5,90-6,35|5,68-6,140,25-0,27 | 0,21-0,27
%R 102,00 96,50 104,60 98,50 96,20 96,00
t testi 2,29 < 2,31 1,91 < 2,31 1,88 <2,31
F testi 1,95 < 6,39 1,04 < 6,39 3,64 < 6,39
n; =ny=5 t % tablo = 2,31 F44™% tablo = 6,39
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TARTISMA

Cok bilesenli ilag preparatlarinda bulunan etken madde analizleri genellikle, yiliksek basingh
stvi  kromatografisi, gaz kromatografisi ve spektrofotometrik yontemler kullanilarak
yapilmaktadir. Ancak UV absorpsiyon spektrumlari iist iiste ¢akigan ve ilag preparati igindeki
oranlar oldukga farkli olan ilag maddelerinin dogrudan analizi spektrofotometrik yontemlerle
miimkiin olmamaktadir. Kromatografik yontemler ise, enjeksiyon 6ncesinde gesitli hazirlik
iglemlerini ve uygun mobil faz se¢imini gerektirdifinden pahali ve zaman alict
bulunmaktadir. Son zamanlarda ¢oklu kalibrasyon yontemlerinden kismi en kiigiik kareler
kalibrasyonu (PLS), bilinen spektrofotometrik ve kromatografik tekniklere gore ucuzlugu ve
pratikligiyle iyi bir alternatif olugturmusg, siklikla kullanilmaya baglanmigtir.

Bu g¢alismada, sozii edilen tayin gliglikklerine sahip ila¢ karigimlar aragtirildi ve essin-
dietilamin salisilat, dekspantenol-mepiramin maleat-lidokain HC] ve dekstrometorfan HBr-

psddoefedrin HCl-triprolidin HCl i¢eren preparatlara PLS yontemi uygulandi.

Essin ve dietilamin salisilatin birarada analizi i¢in herhangi bir yéntem farmakopede yer
almamugtir. Ilag fabrikasimin kullandifi yontem ise ¢ok kademeli ektraksiyon islemlerine
dayanmakta, zaman ve madde kaybina neden olmaktadir. Bu tiir analiz zorluklarina karg
geligtirilen PLS y6nteminde oncelikle uygun ¢oziicli se¢imi yapildi. Essinin alkolde ¢ok
kolay ¢oziinmesi ve asetik asit-HCI ortaminda (Acar, 1991) en iyi absorpsiyon pikini vermesi
nedeniyle, essin ve dietilamin salisilatin preparat igindeki oranlari (1 :5) dikkate alinarak bu
cozeltilerdeki absorpsiyon spektrumlari alindi. Ancak asetik asitin, essin ve dietilamin salisilat
absorpsiyonunun maksimum oldugu dalga boylarinda yiiksek absorpsiyon géstermesi, molar
absorptivitesi ve ilag preparat1 i¢indeki miktar1 dietilamin salisilata gére diisiik olan essin
analizini olumsuz etkiledigi goriildii ve ¢oziicii olarak etil alkoliin kullamlmasina karar
verildi. Kalibrasyon seti olusturulmas: i¢in ¢ozelti karigimlarimin hazirlanmasinda preparat
igindeki miktarlar ve uygun absorpsiyon kosullar géz oniinde tutuldu ve seviyeler essin i¢in
10, 20, 30 ug mL", dietilamin salisilat i¢in 40, 50, 60 pg mL"! olarak belirlendi. Jel drnekleri
higbir 6n ayirma ve ekstraksiyon islemine tabi tutulmaksizin alkolde ¢6ziilerek hazirland: ve
absorpsiyon Olglimleri kalibrasyon ¢ozeltileriyle ayni sartlarda yapildi. Jel plasebosuna
Ornekle aynm islem uygulandiktan sonra spektrum alindifinda absorpsiyon yapmadig: goriildii.
Geligtirilen yontemin dogruluk ve tekrarlanabilirligini belirlemek {izere {i¢ farkl:
konsantrasyonda (10, 20, 30 ug mL™) essin ve (40, 50, 60 ug mL™") dietilamin salisilat i¢eren
plasebo drnekleri aymi1 giin i¢inde ve bir ay i¢inde farkhh giinlerde analiz edildi. Aym giin

icinde yapilan analizlerde bagil standart sapma degerleri essin i¢in % 0,45-9,80; dietilamin
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salisilat i¢in % 0,72-7,02; bagil tahmin hatasi (% REP) essin i¢in % 8,50; dietilamin salisilat
igin % 3,28; farkli giinlerde yapilan analizlerde bagil standart sapma dederleri essin i¢in %
0,11-14,59; dietilamin salisilat i¢in % 0,27-4,82; bagil tahmin hatasi essin ig¢in % 8,10;
dietilamin salisilat igin % 4,30 olarak bulundu.

Essin ve dietilamin salisilat analizinde ikinci bir yontem olarak tiirev spektrofotometrik
yontem kullanildi. Alkoldeki 3. ve 4. tiirev spektrumlan incelendiginde 214,3 ve 219 nm’de
essinin tayin edilebilecegi diisiiniilse de essinin miktariin diisiik ve dietilamin salisilatin

pikinin ise segilen noktalarda dik olmasi nedeniyle y6ntem jel preparatlarina uygulanamadi.

Gelistirilen PLS yonteminin sonuglarimin gegerliligini saptamak amaciyla ilag fabrikasinin
kullandif1 yontemle jel preparatlar: analiz edildi. Her iki yontemle elde edilen sonuglar % 95
giivenilirlik diizeyinde karsilastirildi ve tekrarlanabilirlik agisindan anlamhi fark olmadig,
sadece dietilamin salisilat analizi i¢in ortalamalar arasindaki farkin anlamh oldugu goriildii.
Bu durum, gelistirilen PLS yonteminin jel preparatlarinda essin ve dietilamin salisilat analizi
icin basit, tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi yliksek bir metot oldugunu belirtmektedir. Ornek
hazirlamada 6n hazirlik ve ektraksiyon igleminin uygulanmamasi, bilinen spektrofotometrik
yontemlerle birarada tayine imkan vermeyen absorpsiyon girisimine ragmen orijinal
spektrumlar ve dalga boylar1 kullamlarak analizin yapilmasi, y6ntemin istiinliiklerini
olusturmakta ve jel preparatlarinin rutin analizlerinde rahatlikla kullanilabilecegi
diigtintilmektedir.

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCI {igliisiiniin birarada analizi i¢in PLS
yonteminin gelistirilmesindeki en 6nemli sebep, kaynaklarda bu maddelerin birlikte analizine
ait bir ¢aligmaya rastlanmamasi ve spektrumlarin oldukga fazla girisim yapmasi olmustur. Bu
dogrultuda yontemin uygulanmasina oncelikle uygun ¢6ziicii segimiyle baglandi.llag i¢indeki
oranlar g6z Oniinde tutularak (50 : 15 : 15) ¢esitli ¢oziiciilerdeki spektrumlar incelendiginde,
dekspantenoliin maksimum dalga boyunda diger iki maddeninde spektrumlarinin {ist iiste
cakismas1 nedeniyle ¢oziicii olarak su segildi. Kalibrasyon setini olusturmak iizere
konsantrasyon seviyeleri, lineerligi bozmayacak ve yliksek absorbans diizeylerine gikmayacak
sekilde ayarlanarak dekspantanol igin 8, 10, 12 pg mL™" , mepiramin maleat i¢in 2, 3, 4 pug
mL" ve lidokain HCI igin 2, 3, 4 pg mL™" olarak belirlendi. Jel rnekleri higbir 6n ayirma ve
ekstraksiyon iglemine tabi tutulmaksizin suda ¢ziilerek hazirlandi ve absorpsiyon 6lgtimleri
kalibrasyon ¢ozeltileriyle aymi sartlarda yapildi. Jel plasebosuna ornekle aym islem
uygulandiktan sonra spektrum alindiginda absorpsiyon yapmadifi goriildii. Yontemin
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dogruluk ve tekrarlanabilirligini belirlemek tizere ti¢ farkli konsantrasyonda (8,10,12 ug mL™)
dekspantanol, (2, 3, 4 pg mL™) mepiramin maleat ve (2, 3, 4 pg mL™) lidokain HCI plasebo
Ornekleri aym giin i¢inde ve bir ay ic¢inde farkli giinlerde analiz edildi. Aymi giin iginde
yapilan analizlerde bagil standart sapma degerleri dekspantenol i¢in % 1,11-13,44; mepiramin
maleat i¢in % 5,03-10,96; lidokain HCl igin % 0,17-12,13; bagil tahmin hatas: dekspantenol
igin % 6,90; mepiramin maleat i¢in % 9,00; lidokain HCI i¢in % 11,00; farkli giinlerde
yapilan analizlerde bagil standart sapma degerleri dekspantenol igin % 0,61-5,05; mepiramin
maleat i¢in % 2,88-14,63; lidokain HCl igin % 3,28-12,17; bagil tahmin hatas1 dekspantenol
i¢in % 3,40; mepiramin maleat igin % 7,66; lidokain HCl i¢in % 7,33 olarak bulundu.

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCI analizinde ikinci bir yontem olarak tiirev
spektrofotometrik yontem kullanildi. Maddelerin su ve metanoldeki 1. tiirev spektrumlan
incelendiginde lidokain HCI ve mepiramin maleatin dekspantenol yaninda tayin edilebilecegi

ancak dekspantenol tayini i¢in uygun bir dalga boyunun olmadig goriildii.

Dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain HCl analizine ait bir kargilastirma ydntemi
bulunamadig1 igin PLS yonteminin degerlendirilmesi ortalama % R (Geri kazanim)
sonuglarina bakilarak yapildi. Bu degerler, dekspantenol i¢in % 95,06, mepiramin maleat igin
% 96,53 ve lidokain HCl i¢in % 96,73 olarak bulundu. Elde edilen sonuglar % 90-110 sinirlari
arasinda oldugu i¢in bu PLS uygulamasininda, yiiksek absorpsiyon girisimine ragmen pratik
bir analiz yontemi olmasi nedeniyle kontrol laboratuvarlarindaki rutin analizler i¢in rahatlikla

kullamlabilecegi sonucuna varildi.

Dekstrometorfan HBr, psddoefedrin HCl ve triprolidin HCl’nin birlikte tayinine yonelik
kaynak arastirmasinda iki spektrofotometrik (Jones, vd.,1985; Davidson ve Mkoji;1988) bir
de likit kromatografik yonteme (Deorsi, vd., 1996) rastlanmigtir. Spektrofotometrik
yontemlerin ilkinde, psodoefedrin HCl 2.tlirev  spektrumundan, triprolidin HCl ve
dekstrometorfan HBr ise 275-300 nm arasi 6 dalga boyu kullamilarak en kiigiik kareler
yontemiyle tayin edilmigtir. Diger ¢aligma ise asidik ve bazik c¢ozeltilerdeki spektrum
farklarindan yararlamilarak yapilmis, triprolidin HCl orijinal spektrumundan, psddoefedrin
HCI ve dekstrometorfan HBr ise 2. ve 4. tiirev spektrumundan fark (difference) absorpsiyon
spektrofotometrisi kullamlarak tayin edilmigtir. PLS yontemi bu maddelerin analizinde, hem
ayn1 anda tayin olanag vermesi hem de pahali kromatografik tekniklere alternatif olugturmasi
amactyla gelistirilmistir. Yontemin uygulanmasindaki ¢oziicli se¢iminde su, li¢ maddeninde
¢ok iyi ¢6ziinmesi ve spektrumlarinin birbirinden farkli olmasi nedeniyle en uygun ¢oziicii

olarak belirlendi. Ancak surup preparatimn sudaki spektrumu alindiginda gerek renkten
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gerekse metil paraben gibi difer katki maddelerinden dolay: ¢ok yiiksek absorbans degerleri
goriildii. Surup preparatina aktif kémiirle ¢alkalama ve Al,O; kolondan gegirme gibi islemler
uygulandi. Her iki ydntemlede renk tutuldu ancak diger katki maddelerinin etkisi yok
edilemedi. Bu nedenlerden dolay1 &rnek hazirlamada Davidson ve Mkoji’nin (1988)
calismasindan yararlanildi. Kalibrasyon modeli olusturulurken surup igindeki miktarlar goz
6niinde tutuldu (2 : 6: 0,25) ve uygun seviyeler dekstrometorfan HBr i¢in 60, 80, 100 pg mL"
psdoefedrin HCI igin 180, 240, 300 ug mL™" ve triprolidin HC] i¢in 8, 10, 12 pg mL™ olarak
belirlendi. Cozeltiler preparatin hazirlanmasina uygun olarak siilfat asitli ortamda hazirland:.
Surup orneklerine bazik ortamda kloroformla ekstraksiyon yapildi ve daha sonra asidik
¢ozeltiye alinan maddelerin absorpsiyon Olglimleri, kalibrasyon g¢6zeltileriyla aymi sartlarda
yapildi. Surup plasebosunun aym ekstraksiyon islemlerinden gegirildikten sonra spektrumu
alindifinda absorpsiyon gézlenmedi. Y6ntemin dogruluk ve tekrarlanabilirligini belirlemek
iizere ii¢ farkli konsantrasyonda (60, 80, 100 pg mL™") dekstrometorfan HBr, (180, 240, 300
pg mL") psddoefedrin HCI ve (8, 10, 12 pg mL™) triprolidin HCI plasebo 6rnekleri aym giin
i¢inde ve bir ay i¢inde farkli gilinlerde analiz edildi. Aym: giin iginde yapilan analizlerde bagil
standart sapma degerleri dekstrometorfan HBr i¢in % 1,19-1,86; psédoefedrin HCI igin %
1,16-2,01; triprolidine HCl igin % 1,50-1,91; bagil tahmin hatas1 dekstrometorfan HBr i¢in %
7,30; psoédoefedrin HCI i¢in % 7,00; triprolidine HCI i¢in % 5,30; farkli gilinlerde yapilan
analizlerde bagil standart sapma degerleri dekstrometorfan HBr igin % 1,29-1,83;
psodoefedrin HCI igin % 1,27-1,66; triprolidine HCI igin % 1,43-2,5; bagil tahmin hatasi
dekstrometorfan HBr igin % 7,28; psédoefedrin HCl i¢in % 7,40; triprolidine HCl i¢in % 6,00

olarak bulundu.

Bu ii¢lii kangimin analizinde ikinci bir yéntem olarak tiirev spektrofotometrisi kullamildi.
Yoéntemin uygulamasinda daha 6nce yapilmis c¢aligmalardan yararlamildi (Davidson ve
Elshaikh, 1982; Jones vd., 1985; Murtha vd., 1987, Davidson ve Mkoji, 1988). Buna gére,
PLS yontemiyle aym sartlarda hazirlanmig surup Orneklerinin, 1. tiirev  spektrumu
kullanilarak 291 nm’de dekstrometorfan HBr, 303 nm’de triprolidin HCl, 2. tiirev spektrumu
kullanilarak 257-260 nm’de psddoefedrin HCl analizi yapildi. Yontem PLS sonuglarinin
karsilagtirilmas: amaciyla kiyas yontemi olarak kullanildi. iki yontemle elde edilen sonuglar
% 95 giivenilirlik diizeyinde karsilastirildi ve ortalamalar ve tekrarlanabilirlik agisindan
anlaml fark olmadig1 gériildii. Ancak tiirev spektrofotometrik yontemin spesifik dalga boyu
se¢imi gerektirmesi ve bu iglemlerin zaman alic1 olmasi nedeniyle PLS y&nteminin rutin

analizlerde daha uygun oldugu sdylenebilir.
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