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BAZI SEDATIF ILAC MADDELERININ
YUKSEK BASINGLI SIVI KROMATOGRAFISI ILE
MIKTAR TAYINLERI

THE ASSAY OF SOME‘ SEDATIVE DRUGS
BY HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY

'nal YARS* ve Mert ULGEN®

SUMMARY

In this study, a new high pressure liguid chromatography procedure
was developed for analysis of diazepam and its capsules.

A reversed phase p-bondopack C, column as a stationer phase and a
methanol-water sclution as a mobil phase were used.

The results were obtained by using an electronic integrator. This method
is accurate fast and economic.

OZET
Bu caligmada, diazepam ve kapsfillerinde yeni bir yitksek basineh sivi
kromatografi islemi geligtirilmistir.
Bir ;1t faz pw-bondopak C,; kolon ve metanol-su mobil faz kullantipustir,

Sonuclar elektronik bir integratdr yardimu ile elde edilmistir. Bu metod
oldukeca ekonomik, dogru ve hassastir.

* M. U. Fezacilik Fakiiltesi, Farmasttik Kimya Anabilimn Dali, Nigantasi/
ISTANBUL.
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GIRIS

Guniimtlzde cok yaygin bir kullanim alanma sahip olan se-
datif ilaclar saflik ve dozaj sekilleri acisindan hassasiyetle kontrol
edilmesi gereken bir gruba girerler. Bu nedenle hassas, stiratli ve
glvenilir miktar tayini yontemlerine ihtiyac vardir.

Bu c¢alismada HPLC cihazi kullanarak sedatif etkili 1,4-ben-
zcdiazepin tlrevi bir ilac maddesi olan diazepamin, etken madde
ve kapstllerinde miktar tayini icin yeni bir yontem arastirilmastir.

Diazepamin etken madde ve farmasGtik sekillerinde titrimet-
rik (1, 2, 3) ve spektrofotometrik (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) miktar
‘tayinleri geligtirilmistir. Ayrica, diazepamin gerek tek madde ha-
linde gerekse biyolojik sivilarda veya farmasotik sekillerinde ince
tabaka kromatografisi ile ayrilmalar:i muhtelif ga11§malarda sag-
lanmigtir (13, 14, 15, 16, 17).

Biyolojik sivilarda diazepam ve metabolitlerinin ince taba-
ka (18, 19, 20, 21) ve gaz kromatografisi (22, 23, 24) ile tespitleri
vapilmigtir.

HPLC ile diazepamin metabolitlerinden ayrilmasi (25) ve ce-
sitli sistemlerde retensiyon zamanlarinin tespiti (26, 27, 28) ger-
ceklestirilmigtir.

Diazepamin HPLC ile yapilan caligmalarinin biiyiik bir holi-
mu biyolojik sivilardaki tetkikini icermektedir (29, 30, 31, 32, 33).

HPLC ile diazepamin kati farmasotik sekillerinde yapllan bir
calisma tampon ihtiva eden cozeltilerle gerceklestirilmistir (34).
Farmasotik sekillerinden tabletlerinde yapilan calismada ise in-
ternal standart olarak benzen kullanilmistir. Miktar tayini pik
viksekliklerinin olclilmesiyle gerceklestirilmistir (35).

YONTEM

Diazepam R.S. Deva ve Oksazepam R.S. Wyeth Ilac Fabrika-
larmdan temin edilmistir. Internal standart olarak Oksazepam
R.S. kullamlmistir. Standart maddeleri, farmasoétik preparatlari
cozmek, ekstre etmek ve mobil fazi hazirlamak amaciyla Metanol
(E. Merck) kullanilmustir. Tiim caligmalarda bidistle su kullanil-
migtir.
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Calismada mobil faz ve madde ¢bzliclisi olarak (70 : 30) Me-
tanol-Su karisumi kullanilmag, karisim kullanimadan once 0.5 pm
membran filtreden (Millipore FH) slizlilmils, ultrasonik banyoda
gazlarindan armdirniimastir.

Kromatografik Kogsullar : Model 510 HPLC Cihazi (Waters)
{le mobil fazin akis hizi etken madde miktar tayininde 1.1 ml/dak.,
kapslillerin miktar tayininde 0.8 mi/dak. olarak ayarlanmis, bu
hizlarda pompa basimncl 2500 ila 3000 psi arasinda tutulmustur. Ca-
lismalarda UBK enjektor (Waters) kullamimms, teghis degisebilir
dalga boyiu UV Spektrofotometre (Waters 481) ile 254 nm. de ger-
ceklestirilmigtir. Cihazin duyarhilik derecesi (Aufs) 0.1 de tutul-
mugtur. Programlanabilen sistem kontrol edicisi (Waters Model
530 Data Modll) yvardimz ile pikler kaydedilerek sonuclar otoma-
tik olarak almmistir. Kaydedicinin kagit iz 2 cm./dak. dir.

Etken madde miktar tayininde 0.08 ile 0.32 ng/20 nl. arasin-
da bulunan alti diazepam konsantrasyonunun herbiri icin iicer
kez 25 pl. lik Hamilton injektér ile 20 pl. injeksiyonu vapilmis, bu
¢ injeksiyonun sonuclannin ortalamasindan sonuca gidilmistir.
Her konszantrasyon, 0.16 ng/ul. konsantrasyonunda Oksazepam in-
ternal standarty icerir. Tim analizler oda sicaklifinda gercekles-
tirilmistir.

Yonetim gecerliliginin  degeriendirilmesi amacyla 0.24ng/
20 pl. Yik konsantrasyon 10 kez injekte edilmis ve standart sapma
5=6.596.10"* bulunmustur. Gercek konsantrasyonun degeri olan
glven araligl sinwrlarnt % 95 olasihkia 0.24074—0.23980 png /20 pnd.
degerleri arasinda bulunmustur. Etken madde miktar tayininden
elde edilen sonuclar en kiichk kareler metoduna gire deferlendi-
rilmistir (37). Preparatta miktar tayini yaparken bu islemden ya-
rarlanilmistir.

Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi @ Yontem
2 mg, 5 mg. ve 10 mg. ik diazepam ihtiva eden kapsillere uygulan-
mastir.

D, kapsiilleri icin: 20 kapsil icerigi bosaltilarak tartilmus,
bir porselen havanda iyice karstinlmistir. 10 mg. etken maddeye
esdefer olan miktar tartilarak bir santrifiij tibiine aktarilmstir.
5er ml lik metanollerle iicer kez ekstraksiyon yapilip berrak ki-
sumlar toplanmis, cozicl ile belll hacme tamamlanmis, 0.45 um
(HV tip organik) filtre ile kapakl bir tibe stizllimustir. 0.16 pg/
20 pl. konsantrasyonda internal standart icerecek sekilde hazirla-
nan cozelliden Ui kez 20 pnl. injeksiyvonu vapilmistir. Elde edilen
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¢ sonucun ortalamasindan kapsiillerin miktar tayini gercekles-

Lrilmigtir.

Dj ve v, kapsiillerinin miktar tayinlerinde de ayni islem uy-

gulanmagtir.

Tablo - 1 : Elde edilen etken madde miktar tayini sonuclar:

Internal Hesaplanan  Bulunan
Standart Diazepam Diazepam
Miktar Miktar: Miktar:
NO (1ng/20ul) (ng/20u1) (g /20ul)
T 0.16000 0.08000 0.08000
11 0.16000 0.11200 0.11821
IT1 0.16000 0.16000 0.16089
v 0.16000 0.20800 0.20761
v 0.16000 0.24000 0.24020
VI 0.16000 0.32000 0.32104
¥
Retensiyon
Madde Zamani (RT)
B 1. Pik Oksazepam 3.82
2. Pik Diazepam 4.87
Sekil -1 IIT nolu seyreltmeye ait bir kromatogram

D, kapsiilleri: 2 mg. Diazepam iceren Subat 88 iiretim tarihli kapsiller.,
D; kapsiilleri : 5 mg. Diazepam iceren Sukat 86 {iretim tarihli kapsiiller.
D,, kapsiiileri : 10 mg. Diazepam iceren Mart 85 iretim tarihli kapsiiller.

e
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Il

Retensiyon
Madde Zamani (RT)
1. Pik Cksazepam 5.70
2. Pik Diazepam T.41

Sekit-2: D, kapsiillerinden alinan bir kromatogram

Retensiyon
Madde Zamani (RT)
1. Pik Oksazepam 5.67
2. Pik Diazepam 7.41

Sekil - 3 © D, kapsiillerinden alinan bir kromatogram




UNAL YARS - MERT ULGEN 58

e
Retensiyon
Madde Zamani (RT)
1. Pik Oksazepam 5.67
2. Pik Diazepam 7.4

Sekii - 4 D, kapsilllerinden alinan bir kromatogram

SONUC

Bu caligmada, HPLC cihaz kullanilarak diazepamin etken
madde ve kapslllerinde miktar tayini icin yeni bir yontem gelis-
tirilmistir. Kullandigimz yontem, sivi-sivi kromatografisi esasina
dayanmaktadir, Stasyoner faz olarak C,; kolon, mobil faz olarak
da (70 :30) Metanol-Su coziicii sistemi kullaralmistir.

Pik alanlarinin mukayesesi esasina gore olclim yapan elektro-
nik bir integrator yardim ile elde edilen sonuclardan miktar ta-
yinine gecilmistir. Sonuclar farmakope standartlarmma uygundur.

HPLC ile diazepamin etken madde ve preparatlarinda miktar
tayini farmakopelere gecmemistir. USP 1980 de, diazepamin etken
madde miktar tayini 0.1 N perklorik asitle susuz vasatta yapilmis-
tir, ayrica injeksiyon 6rnekleri ve tabletlerinin kloroformla eks-
traksiyondan sonra susuz alkollii H,S0, de cézerek yapilan spek-
troskopik miktar tayinleri ayn: farmakopede bildirilmektedir (36).

Diazepamin tabletlerinde HPLC ile miktar tayini yapilmis ise

de internal standart olarak benzen kullanilmig olup miktar tayini
pik yuksekliklerinin oranini 6lcerek gerceklestirilmistir (35).
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Calismamizda internal standart olarak oksazepam, diazepam
ile yakin maksimum absorpsiyon gostermesi ve benzer yapida ol-
mas! nedzniyle kullanilmigtir. Preparatlarda miktar tayini litera-
tlirdekinden farkli olarak pik alanlarinin mukayesesi esasina gore
direkt olarak kantitatif sonuclar veren data modiil ile yine bu ca-
hismada gerceklestirilmistir.

Yontem, minimum miktarda kimyasal madde ve cézelti gerek-
tirdiginden oldukca ekonomik olup sonuclar kisa bir siirede hassas
bir sekilde alinmisgtir.
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