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PROKAIN HIDROKLORUR ve ENJEKSIYONLUK-
COZELTILERININ YUKSEK BASINGLI SIVI
KROMATOGRAFISI ILE MIKTAR TAYiNi

THE DETERMINATION OF PROCAIN HYDROCHLORID IN
ENJECTABLE PREPARATIONS BY HPLC

Unal YARS* - Solmaz SEKERKIRAN

SUMMARY

A high - performance liquid chromatographic procedure was established for the esti-
mation of procaine hydrochloride as a bulk material or in injection. Li Chrocart Cis
{Merck) column and a mobile phase consisting of 0.02 M sodium acetate containing 0.1%
triethylamine and 15% acetonitrile, adjusted with glacial acetic acid to pH 4.5, was used.
Detection made at 254 nm with a fixed wavelength absorbance detector. The drug content
can be quantitated with or without internal standard when a precision loop injector (Rhe-
odyne 7010) is used. ‘

OZET

Bu gahgmada prokain hidrokloririn saf madde ve enjeksiyonluk gizeltilerinde
yiksek basingli sv1 kromatografisi metodu ile miktar tayini yapilmgtir. Li Chrecart
C1g (Merck) situn durgun faz, % 0.1 trietilamin, % 15 asetonitril jhtiva eden glasyal
asetik asid ile pH 4.5 a ayarlanmig 0.02 M sodyum asetat hareketli faz olarak kul-
lamlmstir. Olgiimler sabit dalga boylu UV absorbans detektér ile 254 nm de
yapilmgtir. Rheodyne 7010 otomatik enjektsr kullamldifinde tayin internal standart
kullanmadan da yapilabilir, :

GiRiS
Lokal anestezik tesirdeki ilaglardan prokain hidrokloriir -p-amino

benzoik asidin dietilaminoetanol esteri olup bu grup ilaglar arasinda
en fazla kulamlanlardan biridir. -

Prokain ‘hidrokloriirin saf madde ve farmasétik sekillerinde
miktar tayinleri fotokolorimetrik (1,2) veya serbest amin grubunun
diazolanmasindan sonra kenetleme (N-naftiletilendiamin, timol, o,
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B naftol) (3) ile meydana gelen renkli madde tzerinden spektrofoto-
metrik olarak yapilmstir. Yine serbest amin grubunun degisik
aldehidlerle . (p-dimetilaminobenzaldehid, stiksinaldehid, p-
dimetilaminosinnamaldehid, salisilaldehid) ( 4-9 ) verdigi Schiff
bazlar ve benzer sekilde N-sodyum 1,2 naftokinon sulfonat (10) ile
olugan renkli iriinlerden spektrofotometrik miktar tayini
ger¢eklestirilmigtir.

Bunlardan bagka metil oranj (11), bromfenol mavisi (12),
bromkresol yesili (13), dietiloksalat veya tiyobarbutirik asit (14), hi-
droksilamin ve ferri tuzlar (15) gibi reaktiflerle verdigi renkli
iriinler dzerinden de spektrofotometrik miktar tayini yapilmigtir.

Prokain hidrokloriirin tek madde veya diger ilaglarla
kargimlar halinde, UV alanda spektrofotometrik miktar tayinle-
rine de rastlanmaktadir (16 - 19). ‘

B, ve Bg vitaminleri igeren preparatlarda spektrofotometrik ta-
yinden sonra absorbans orant metodu ile iyi sonuclar ahnmustir (20).

USP XXI (21) e gére prokain hidrokloriiriin saf maddede nitri-
tometrik, krem ve enjeksiyonlarmnda spektrofotometrik olarak tayini
yapilmaktadir.

Prokain hidrokloriiriin biyolojik sivilarda (22), kulak damla-
larinda (23) ve difier baz farmasétik preparatlarinda (24-25) tek
madde veya karmgimlar halinde yiksek basingh s kromatografisi
yontemi ile yapilan miktar tayinlerine yeni olarak rastlanmaktadir.

Bu ¢aligmada prokain hidrokloriirin saf madde ve Ienjeksiyon-
luk ¢ozeltisinde HPLC yontemi ile miktar tayini gergeklestirilmistir.

MATERYAL ve METOD. .

Kimyasal maddeler ve ¢ézeltiler: Prokain hidrokloriir ve metil
paraben (E.Merck), hareketli fazin hazirlanisinda kullamlan sed-
yum asetat, trietilamin, asetonitril ve glasyal asetik asit HPLC
safliaindadir. '

Hareketli faz: % 0.1 trietilamin ve % 15 asetonitril ihtiva eden,
glasyal asetik asit ile pH 1 onceden 4.5 a ayarlanmig 0.02 M sodyum
asetat ¢bzeltisi olup kullanilmadan &nce 0.45 pm organik filtreden
stiziilmiis, ultrasonik banyoda (Bransonic 221) gazlarindan
arindimiimasgtar.
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Kromatografik kogullar: Model 510 (Waters) yiiksek basing
pompasi ile hareketli fazin ak1§ hizi 1.0 m1l/dak olarak ayarlanmg,
bu hizda pompa basiner 1000 psi de tutulmugtur. Ornegin enjekte edil-
mesinde Rheodyne 7010 enjektér kullamilmig ve sabit dalga boylu UV
absorbans detektér (Waters Assoc. Model 440) ile 254 nm'de 6l¢iimler
gergeklegtirilmigtir. Aygtin. duyarhlik derecesi (Aufs) 0.2 dir. Sabit
faz Merck Li Chrocart Cyg (4 x 125 mm) kolondur. Programlanabilen
sistem kontrol edicisi (Hewlett Packard 3392 A Model Data Modul)
yardim ile sonuglar pik yikseklik ve alanlar oram esasina dayana-
rak otomatik olarak alinmigtir. Kaydedicinirf kagit hiz1 0.3 ecm/
dak.dir. Olgiimler oda temperatiiriinde yapilmigtir.

- Deneysel kisim: 40.1 mg prokain hidroklorir tartalip harekethi
faz ile 100 ml ye tamamlanarak bir stok ¢bzelti ve 20 mg metil paraben

tartilip hareketli faz ile 50 ml ye tamamlanarak internal standard
¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Saf madde miktar tayininde stok ¢ézeltiden 0.04 - 0.16 mg/ml
arasindaki konsantrasyonlarda ii¢ prokain hidrokloriir g¢ézeltisi
hazirlanmig ve her bir konsantrasyon ig¢in 20 pl lik enjeksiyonlar
yapilmigtir. Her konsantrasyon 0.4 mg/ml konsantrasyonda 10 ml
internal standart ¢ozeltisi igerir. Alnan sonu¢lardan standard egri
(Sekil 1) elde edilmistir, Neticeler (Tablo I) de verilmis olup konsan-

trasyon ile pik yiiksekliklerinin oram arasinda dogrusal bir iligki
bulunmusgtur.
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Sekﬂ-l: Prokain hidrokloriiriin 4¢ - 160 pg/ml konsantrasyonda standard egrisi.
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I Tablo-I: Prokain hidroklorir sal madde sonuglari.

‘

! _ . Konsan- S

I‘ trasyon Pik yitkseklik oram 4

' pg/ml analiz ortalamasi SD RSD

I =

,' 40, . 0.237 0.00056 0.23

1 80. 0.443 . 0.000087 10015
160, _ 0.784 0.0031 0.39

Prokain hidrokloriir (saf madde) tin stok gozeltisinden 0.00264 —
0.00088 mg/ml arasindaki- konsantrasyonlarda hazirlanan diger
bir geri gozelti ile 20 ul enjeksiyonlar yapilmigtir. Her ghzelti
0.0024 mg/ml konsantrasyonda metil paraben internal standard
. ¢ozeltisinden 10 ml igerir. Alinan sonuglardan standard egri (Sekil
2) cizilmistir. Neticeler {Tablo II) de verilmig olup konsantrasyon ile
| pik alanlarinin oram arasinda dogrusal bir iliski bulunmugtur.
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Sekil-2: Prokain hidrekloririn 0.88 - 2.64-ug / ml konsantrasyonda standard egrisi.
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Tablo -IT: Prokain Hidrokloriir saf madde sorruglari,

Konsan-
trasyon Pik alan oram 4 '
pgfmi analiz ortalamas: SD RSD
I 0.88 3.647 0.0131 0.36
7 1.76 2.42 0.026 1.09
2.64 1.53 0.048 1.51

Prokain hidrokloriir'iin %4 konsantrasyondaki enjeksiyonluk
¢bzeltisinden hazirlanan 0.16 mg/ml lik ornekler ile, aym:
kosullarda yapilan 6l¢iimlerin sonuglar: (Tablo III) de verilmis olup
bu injeksiyonlarda pik yitkseklik orami 0.78 bulunmustur (sonuglar 1
ml enjeksiyonluk ¢ozeltideki miktar olarak hesaplanmistir).

Tablo-III: Prokain hidroklordr enjeksiyonluk preparatinda internal standard kul-
lanilarak elde edilen sonuglar. (Pik alan oranmna gére}

Konan Bulunan Ortalama SD RSD
mg. mg

40.336
40.264
40 39.853 . 40.231 0.192 047
40.382
40.321

Enjeksiyonluk ¢bzeltinin 0.16 mg/ml konsantrasyonundaki
ornekleri ile intérnal standard ilave edilmeden yapilan 20 pl enjek-
siyonlardan alinan sonuglar (Tab]o IV) de verilmigtir.

Tablo-IV: Prokain hidroklorir enjeksiyonluk preparatinda internal standard kul-
lamiimadan elde edilen sonuglar. (Pik yikseklik oranma gére)

" Konan Bulunan Ortalama SD RSD
mg mg
40,199
: 40238 .
. 40 40,132 . 40172 0.050 0.12
40.096 :

40.199
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Sekil-3: Prokain hidroklortr saf maddeden alinan bir kromatogram
Prokain hidrokleriir 318
Metil paraben 1.57

SONUC

Bu ¢ahgmada prokain hidrokloriir saf madde ve enjeksiyonluk
¢bzeltilerinde HPLC metodu ile miktar tayini igin yeni bir yéntem
geligtirilmistir. Kullandifimiz ydntem sivi - s kromatografisi
esasina dayanmaktadir. Durgun faz Li Chrocart Cyg kolon, hareketli
faz %0.1 trietilamin, %15 asetonitril ihtiva eden fosfat tamponiu 0.02
M sodyum asetat gozeltisidir. Internal standard olarak metil paraben
kullamlmigtir. Enjeksiyonlar Rheodyne .7010 otomatik enjektor ile
yapilmisgtir.

" Gerek saf madde, gerekse enjeksiyonluk  ¢ozeltiler ile
hazirlanan &rneklerde pik alanlarinin ve pik yliksekliklerinin -
oram esasina gore dlgiim yapan elektronik bir integratér yardim ile
sonuglar alinmistir. Her iki yéntemin mukayesesinde % 0.13 fark
gorillmustir. '

Saf madde ve enjeksiyohluk. ¢bzeltilerden hazirlanan diger bir
seri 6rnekte internal standard ilave edilmeden tayinler yapilmig ve
sonuclarm (Tablo IV) goriildigi gibi 100.586, 100.42 oldugu ve ancak
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9%0.14 fark saptanmigtir. Bu bulgular Patel ve arkadaglarmin (26)
bulgularina uwymaktadir.

" Tablo II de gérilen konsantrasyonlar ile yapilan tayinlerde
teshis edilebilen minimum miktarin 0.88 ig/ml oldugu saptanmgtir.

HPLC ile prokain hidrokloririinsaf madde ve injeksiyoniuk
¢ozeltilerinde miktar tayini farmakopelere geememigtir.

Yéntem, minimum miktarda kimyasal madde ve ¢dzelti gerek-
tirdiginden ¢ok ekonomik olup sonuglar kisa stirede hassas bir
sekilde alinmigtir.*

LITERATUR

1. Tvakhnenko, P.N., Chigarenko, L.S., Kilyakova, G.M.: Fermalsiye (Moscow), 26
(8), 55 (1977), C.A., 88, 55133 (1978). :

2. Tvakhnenko, P.N., Lyasheva, N.N,, Kilyakova, G.M., Kruglyak, 1.V, Serbina,
L.V., Chigarenko, L.S., Dorofeenko, G.N.: Khim, - Farm, Zh., 13 (10), 97 (1979).

3. Fayez, M., El - Terras, M., Sheribah, Zeinab: Anal, Lett., 15 (138), 559 (1982).

4. Pham Kim Thinh: Dang Hanh Khoi (Viet Nam), Rev. Med, (Hanoi), 136 (1976);
C.A., 88, 79153 (1978). ’

5. Nakanishi, Ai: Eisei Kagahu, 24 (1), 25 (1978); C.A., 89, 80284 (1978)

6. Wang, K.: Yaoxue Tongbao, 16 (9}, 38 (1981); C.A., 96, 91729 (1982).

- 7. Luguez de Mucciarelli, S.I., Lucas de Arellano, M.A.: Rev. Asoc. Bioguim. Argent.,

41 (226), 179 (1976); CA. 87,9781 (1977).

8. Tan, Henry S.1, Shelten, D.: J.Pharm. Seci., 63, 916-19 (1974).

9. Yars, U.: Dogenilik Tezi (1969).

10. Salama, R.B, Omer, HI.A.: J. Pharm. Sci. 68, 346 {1980).

11. Litvin, A.A., Popov, D.M., Chernova, 8.V.: Khim, - Farm. Zh., 15 (5), 107 - 10 (1981);

C.A., 95, 49507 (1981}
12. Buga, LA., Babilev, F.V.: Farmatsiye (Moscow), 22 (4),42-8 (1973); C.A., 80, 19626

(1974).

‘ 13. Girgis, EH., Mahmoud, 8.: Egypt. J. Pharm. Sci., 18 (4), 355 (1977), C.A., 93, 245570

(1980).

14. Kudymov, G.I, Kiscleva, A.A.: Tr. Perm. Farm, Inst., No.3, 129-32 (1969); C.A., 75,
101340 (1971).

15. Solodova, A.F., Nikol' skaya, E.V.: Farmatsiya (Moscow), 24 (2), 67 -9 (1976);, C.A.,
83, 48273 (1975). :

16. Mchta, A.C.: Proc. Soc. Anal. Chem. 9(9), 191-2 (1972); C.A., 82, 160326 {1975).

17. Kvach, 0.8.: Farm. Zh. (Kiev), (4), 79-80 (1976); C.A., 85, 149193 (1976).

* Bu céhsmamn vapilmasi sirasinda HPLC eihazindan ve Laboratuar imkanlanndan
yararlandigumz Istanbul Eczacibag fla¢ Fabrikast ilgililerine tegekkdrd borg
biliriz. .



130 MARMARA UNIVERSITESI ECZACILIK DERGISI

.

18. Pormale, M., Veinberga, E., Kasking, N.: Letv. PSR Zinat. Akad, Vestis. Kim. Ser.,
(6), 666-9 (1976); C.A., 86, 111234 (1977).

19. Sun, Q.: Yaowu Fenxi. Zazhi, 5 (3), 172-4 (1985); C.A., 103, 200931 (1985).

20. Yars. U.: Mar. Univ. Ecz. Fak. Der., 3 (2), (1988) (Baskida).

21. USP XXI. United States Pharmacopoelal Convention. Inc., Rockville (1985).

22. Kaeferstein, H., Sticht, G.: Beitr, Gerichtl, Med., 44, 253-6 (1986); C.A., 106, 28572
(1987).

23, Maurich, V., Sciortino, T., Vio, L.: Farmaco, Ed. Prat., 35 (11), 536-43 (1980); C.A., 94,
53054 (1981).

24, Bernhauer, D., Fuchs, E.F.: Arch, Kriminol., 169 (1-2), 25-30 (1982); C.A., 96, 194593
(1982).

95, Nachtmann, F., Gstrein, K.: Journal of Chromatography, 236, 461-468 (1982).

26. Patel, B.R., Kirschbaum, J.J., Poet, R.B.: J. Pharm. Sci., 70, 336 (1981).

(Received April 11, 1989)




