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OzeT

Bu c¢alismada, antiseptik etkili klorheksidini, antienflamatuar etkili enoksolonu ve lokal anestezik etkili
benzokaini bir arada igeren ve bu igerigiyle agiz-bogaz bolgesindeki lokal irritasyonlara bagl rahatsizliklar
ortadan kaldirmaya yardimci olarak kullanilan Anzibel pastillerin maliyet, is yiikii ve zaman agisindan daha
ekonomik olmasi nedeniyle miktar tayini analizinin tek bir HPLC yontemi gelistirilerek, gerekli validasyon
calismalar1 tamamlanmistir. Analizlerde 25°C'de ACE 5 C18 4,6 x 150 mm, Smm kolon, 250nm’de dalga
boyunda 0,01 M KH.POsm fosforik asit ile pH 3,0+ 0,05’¢ ayarlanmig tampon ¢o6zeltisi ve asetonitril
kullanilmustir. Sistem uygunluk, dogruluk ve dogrusallik parametreleri ¢alisilmis ve kabul edilebilir sonuglar
elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Klorheksidin, enoksolon, benzokain, HPLC

Quantitative HPLC Analysis of Enoxolone-Benzocaine-Chlorhexidine
in Anzibel Pastilles

ABSTRACT

In this study, Anzibel pastilles are used in the treatment of the diseases related to the local irritation in
oropharyngeal area with the antiseptic effect of a chlorhexidine, antiinflammatory effect of an enoxolone and
locally anesthetizing effect of benzocaine. Because of economic reasons such as cost, workload and time, a new
simultaneous HPLC method has been developed for the quantitative analysis of anzibel pastilles and the
validation studies have been completed. Analysis were performed at 25°C by using ACE 5 C18 4.6 x 150 mm, 5
mm column, mobile phase consisted of a mixture of 0.01 M KH2PO4/H3sPO, buffer (pH = 3.0+ 0.05) and
acetonitrile and PDA dedector set at 250 nm. System suitability,accuracy and linearity parameters were studied
and acceptable results were obtained.
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|. GiRris

lorheksidin, bakteri hiicre membraninin stabilizasyonunu bozar ve membrandan penetre olur.

Bakteri hiicre sitoplazmasimin presipite olmasina yol acar. Hiicrenin oksijen kullanimini
engelleyerek hiicrede ATP diizeylerini diisiiriir ve sonugta hiicre membraninin islevini bozar. Bu
bakterilerin i¢ membranlar1 yirtilmaz, fakat kiiciik molekiilleri uptake etme yetenegi zayiflar.
Klorheksidin diisiik konsantrasyonda bakteriostatik, yiliksek konsantrasyonda ise bakterisid etki
gosterir.

Benzokain kisa etki siireli, para-aminobenzoik asid (PABA) tiirevi, ester tipte bir lokal anesteziktir.
Beyaz renkli kristal yapili toz veya renksiz kristaller halinde bulunur. Sinir hiicresi zarmi geri
doniisiimlii olarak stabilize ederek sodyum iyonlarina yonelik gegirgenligini azaltir. Boylece sinir
hiicresi zarmin depolarizasyonu inhibe olur; bu da sinir uyaranlarinin baglatilmasini ve iletilmesini
gecici olarak bloke eder. Benzokain suda ¢ok az ¢oziiniir, eter ve alkolde ise ¢ok ¢ozlniir.

Enoksolon glisiretinik asit beta-amirin tipi pentasiklik bir triterpenoit tiirevidir. Beyaz veya beyazimsi
kristal tozdur. Enoksolon ekspektoran ve antitussif aktivite gosterir. Klorhekzidin[1-5], benzokain [1,
6, 7, 8, 9] ve enoksolonun [10,11] her birinin tek tek analizi ve validasyonlar ile ilgili litaratiirde
olduk¢a ¢ok calisma vardir. Bu ¢alismada, antiseptik etkili klorheksidini, antienflamatuar etkili
enoksolonu ve lokal anestezik etkili benzokaini bir arada igeren ve bu igerigiyle agiz-bogaz
bolgesindeki lokal irritasyonlara bagl rahatsizliklari ortadan kaldirmaya yardimci olarak kullanilan
Anzibel pastillerin maliyet, is yiikii ve zaman agisindan daha ekonomik olmasi nedeniyle tek bir
yontemde miktar tayini analizi yapilmigtir. Litaratiirlerde 3 etken maddenin bir arada
miktarlandirilmasim saglayacak bir ¢alisma yoktur. Yapilan ¢aligmalar ve analizler sonucunda ii¢
etken madde igeren anzibel pastillerin tek bir HPLC yontemi ile miktar tayini analizleri
gergeklestirilerek zamandan, cihazdan, is giliciinden kazanmak amaciyla alternatif bir iirlin olarak
kullanilmas1 digiiniilmektedir. Giiniimiizde ilag sektoriinde artik birbiri ile kombine {iriinler
calisildigindan yaptigimiz ¢aligmanin farkli projelere de ilham verici olacagini diisiiniiyoruz.

Il. MALZEME VE Y ONTEM

A. REAKTIF VE STANDARTLAR

Reaktif Firma Seri Numarasi
Klorhekzidin HCI EP 2.0
Benzokain EP 1.0
Enoksolon EP 3.0
Asetonitril JT Baker 1707501801
Fosforik Asit Merck K47261373 550
KH2PO4 Merck AM1089773 707
18 a-glycyrrhetinic acid Sigma-Aldrich BCBM5743V
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8] CHa . 2Hel
HN
Benzokain Enoksolon Klorheksidin HCI
MA:165.19 g/mol MA:470.68 g/mol MA:505.45 g/mol
Sekil 1.Anzibel pastillerde bulunan ii¢ etken maddenin kimyasal yapilari.
B.ANALITIK YONTEM VE COZELTILERIN HAZIRLANMASI
Yontem :HPLC
Cihaz ‘Waters €2695 ayirma modiilii - Waters 2489 UV/Visible dedektor
Kolon : ACE 5 C18 4,6 x 150 mm, 5mm
Akis Hizi : 1.5 mL/dakika
Dalga Boyu : 250 nm
Enjeksiyon Hacmi 120 uL
Kolon Sicakhgi 125°C
Numune Sicakhig1 :25°C
Analiz siiresi : 12 dakika
Tampon cozelti 0,01 M KH:PO4 ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin pH’s1 %85°lik
fosforik asit ile 3,0 +0,05’¢ ayarlandi.
Hareketli faz : Tampon ¢ozelti
Hareketli faz B : Su : Asetonitril (10:90)

Seyreltme Cozeltisi : Su : Asetonitril (50:50)
Gradient Program :

Zaman (dakika) Hareketli Faz A (%0) Hareketli Faz B (%)
0 70 30
3 15 85
8 15 85
9 70 30
12 70 30

Standart Cozeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 50 mg klorhekzidin HCI, 40 mg benzokain ve 30 mg
enoksolon standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi eklenip ultrasonik banyoda 10 dakika
bekletildi. Tamamen ¢6ziindiikten sonra seyreltme ¢ozeltisi ile hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 50 mL’lik balon jojeye 5,0 mL alind1 ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu
¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus 0,45 mm PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Ckiorhekzidin Hcl =50png/mL
Caenzokain =40l/lg/m|— Cenoksolon :3OHg/m L)
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Test Cozeltisi : 20 adet pastil tartild1 ve ortalama pastil agirlig1 belirlendi. 5 adet pastile esdeger pastil
tozu 500 mL’lik balon jojeye tartildi. 200 mL seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15
dakika bekletildi. Tamamen ¢6ziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu
¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus 0,45 mm PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Ckiorhekzidin et =50pug/mL
Caenzokain = 40Mg/m|— Cenoksolon =30l-lg/m|—)

I11. BULGULAR VE TARTISMA

A. SISTEM UYGUNLUK SARTLARI

Sistem uygunlugu standart ¢ozeltinin 6 ardisik enjeksiyonu ile kontrol edilir (Sekil 2).Alikonma
zamani ve alanlarin bagil standart sapmasi % 0,85ten kiigiik ve simetri faktorii Klorhekzidin igin 0,8-
1,8 arasinda, benzokain ve enoksolon i¢in 0,8-1,5 arasinda olmalidir. Teorik plaka saylar1 5000°den
biiylik olmali ve klorhekzidin ile benzokain arasindaki ayrisma 5’ten biiyiik olmalidir.

naNgNoNo D
A

Dakia

g P Atsn Eafik Eat Simetr] Fakdora Plaks fapis yirma G000
PcAs garest Agass Esi 2 an

$ 1| : : 4 | :

2457 | 2030141 ) 49D 054 1 4103 2¢+000 28147240 +004

4 4 4 4 4 3 4

510204 D 24) 0 42% 1 15308 10 +00 4 0713110+004 | 1 20008 7e~001
:

. + + . +
B477| Sorens| w7 129| 108179%-00 753520 +004 | 3 11596600 +001

Sekil 2.Sistem uygunluk ¢ozeltisi kromatogram.

B. DOGRULUK

Kullandigimiz ¢oziicli ve konsantrasyonda lirliniin igerisinden klorhekzidin, enoksolon ve benzokaini
tam olarak ¢dzeltiye alip alamadigimizin kontrolii i¢in dogruluk g¢alismasi yapilmustir. Uretim
sirasinda olusacak hatalar kaynakli miktar tayini sonucundaki sapma ve varyasyonlari tespit edebilmek
adina bu calisma %80 ‘den %120°ye kadar geri kazanim araliklarinda yapilmustir.

Tablo 1.Klorhekzidin Geri Kazanim Sonuglart.

Hazirlanan Bulunan Geri Kazamm
Klorhekzidin HCI Konsantrasyon Konsantrasyon % !
(ng/mL) (ng/mL)
40,3
% 80 , 39,8 98,76
40,7 40,0 98,28
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41,5 40,9 98,55

54,3 53,4 98,34

% 100 50,2 49,7 99,00
50,1 49,6 99,00

60,9 60,3 99,01

% 120 59,9 59,2 98,83
59,9 59,5 99,33

98,79

Ortalama % Geri Kazanim :
26- 7
Geri Kazanim %’ 95% Giiven Aralig1 Siurlar : 98,526-99,05

Tablo 2.Benzokain Geri Kazanim Sonuclari.

Hazirlanan Bulunan Geri Kazanim
Benzokain Konsantrasyon Konsantrasyon %
(ng/mL) (ng/mL)

33,4 33,3 99,70

% 80 32,2 32,1 99,69
32,4 32,2 99,38

39,7 39,6 99,75

% 100 40,1 39,8 99,25
40,3 40,2 99,75

48,3 48,2 99,79

% 120 48,1 48,2 100,21
48,1 48,2 100,21

Ortalama % Geri Kazanim : 99,75

Geri Kazanim %’1in 95% Giiven Araligi Sinirlari :  99,504-99,993

Tablo 1, tablo 2 ve tablo 3’te konsantrasyonlara kars1 geri kazanim sonuglar1 goriilmektedir. Ortalama
geri kazamim degeri klorheksidin HCI igin %98,79;benzokain igin %99,75 ve enoksolon ig¢in
%100,08'dir. Bu degerler kabul edilen sinirlar (%98-%102) iginde oldugu i¢in Anzibel Pastil Miktar
Tayini yontemi dogruluk parametresine gore uygundur. Sekil 3’te Kklorhekzidin, enoksolon ve
benzokain %100’lik geri kazanim kromatogrami goriilmektedir.

Tablo 3.Enoksolon Geri Kazanim Sonuglart

Hazirlanan Bulunan
Geri Kazanim
Enoksolon  konsantrasyon  konsantrasyon o
0
(ng/mL) (ng/mL)
23,8 23,9 100,42
% 80
23,8 23,6 99,16
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23,8 24,0 100,84

30,6 30,4 99,35
% 100 30,2 30,1 99,67
30,5 30,8 100,98
36,2 36,1 99,72
% 120 37,2 37,3 100,27
37,2 37,3 100,27

100,08

Ortalama % Geri Kazanim :
) 99,585-100,566
Geri Kazanim %’m 95% Giiven Aralig1 Siirlar :

LA - S B - B - 3

Sekil 3D0gruluk KrOmatOgraml %1 OO(CKlorhekzidin HCI =50 ,ug/mL y CBenzokain =40 ,ug/mL ; CEnokso|0n=30 ,ug/mL)

C. DOGRUSALLIK VE CALISMA ARALIGI

Dogrusallik c¢aligmasi bir konsantrasyon araligindaki numune ¢o6zeltilerindeki analit cevabinin
konsantrasyonla  dogru  orantili  oldugunun  gosterilmesidir.Calismaya  karar  verdigimiz
konsantrasyonun dogrusallik calisma araligi icerisinde olup olmadigini kontrol etmek ve lineerlik
egrisinden elde edilen kesisim degeri %100 standart i¢in elde edilen alanin %2’sinden biiyiik
olmadigin kanitlamak i¢in standart konsantrasyonu %100 kabul edilerek %50 ile %150 arasinda 6
farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltiler hazirland1 ve dogrusallik grafikleri ¢izildi.Tablo 4 , tablo 5
ve tablo 6’da konsantrasyonlara karsi bulunan ve lineerlik denkleminden hesaplanan sonuglar
goriilmektedir.Sekil 4, sekil 5 vesekil 6’da klorhekzidin, enoksolon ve benzokain dogrusallik grafikleri
goriilmektedir.y-kesisimi, % 100 seviyesindeki analit i¢in elde edilen; Klorheksidin alaninin % 1,60’1,
benzokain alaninin %0,25’1 ve enoksolon alaninin %0,28’idir. Bu degerler %2’den kiiciik oldugu i¢in
kabul edilebilirdir. R? degerleri simirlar(>0,995) icerisinde olup yontem dogrusallik parametresine gore
uygundur.Sekil 7°de %100’lik dogrusallik kromatogrami goriilmektedir.
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Tablo 4. Klorhekzidin HCI konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Klorhekzidin HCI

Cozelti Seviyesi Konsantrasyonu Enjeksiyonlarmn Hesaplanan Alan
Alan Ortalamasi
(ng/mL)
% 50 24,8 1008428 1010330
% 60 29,7 1216714 1239588
% 80 39,6 1633286 1661161
% 100 49,5 2049858 2065301
% 120 59,4 2466429 2498812
% 150 74,3 3091287 3126114
Egim : 42552348,8718
Kesisim : -33000,9486
R: 0,9999
R?: 0,9999
y=mx+n: y=42552348,8718 x - 33000,9486

3500000 Klorheksidin HCI Dogrusallik Caligmasi

3000000 - y = 42552348,8718x - 33000,948

2500000 +

2000000

-£500000 -

1000000 ~

500000 +
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700 0,0800
konsantrasyon

Sekil 4. Klorhekzidin HCI dogrusallik grafigi.

Tablo 5.Benzokain konsantrasyona bagh kromatogram degerleri.

Benzokain 3 Enjeksiyonun
Cozelti Seviyesi Konsantrasyonu Hesaplanan Alan
Alan Ortalamasi
(ng/mL)
% 50 19,7 260696 259432
% 60 23,7 309590 311065
% 80 31,6 415333 414331
% 100 39,5 516387 517598
% 120 47,4 620758 620864
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% 150 59,2 776291 775764
Egim : 13082896,7756
Kesisim : 1265,5911
R: 0,9999
R?: 1,000
y=mx+n: y=13082896,7756x + 1265,5911

Benzokain Dogrusallik Calismast

1000000
800000 1 y = 13082896,7756x + 1265,5911
600000 - R = 1.0000
c
©
" 400000 ~
200000 ~
0 T T T T T T
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700
konsantrasyon
Sekil 5.Benzokain dogrusallik grafigi.
Tablo 6. Enoksolon konsantrasyona bagh kromatogram degerleri.
Cizelti Enoksolon 3 Enjeksiyonun Hesaplanan
Sevivesi Konsantrasyonu Alan Alan
y (ng/mL) Ortalamasi
% 50 14,8 302796 300829
% 60 17,7 359392 361334
% 80 23,6 483295 482343
% 100 29,6 601743 603353
% 120 35,5 724093 724362
% 150 44,3 906779 905877
Egim : 20469800,4824
Kesisim : -1695,0514
R: 0,9999
R2: 1,000
y=mx+n: y=20469800.,824 x - 1695,0514
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Enoksolon Dogrusallik Calismasi
1000000

900000 -
800000 -
700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -

O T T T T T T T T T
0,0000 0,0050 0,0100 0,0150 0,0200 0,0250 0,0300 0,0350 0,0400 0,0450 0,0500

y =20469800,4824x - 1695,0514
R?=1,0000

alan

konsantrasyon

Sekil 6.Enoksolon dogrusallik grafigi.

LB - - B - 3 -
2

&

Sekil 7 Dagmsalllk krOmatOgraml(CKIorhekzidin HCI =50 ,ug/mL ; CBenzokain =40 ,ug/mL y CEnokso|0n=30 ,ug/mL)

V. SoNuc

Yapilan ¢alismalar sonucu, 12 dakikalik enjeksiyon siiresinde 3 etken maddeninde ¢ikartildigi bir
HPLC yontemi yapilmis ve valide edilebilmistir. Etken maddelerin alikonma zamanlari, klorhekzidin
icin yaklasik 2,5 dakika; benzokain icin yaklagik 3,2 dakika ve enoksolon igin ise yaklagik 6,5 dakika
olarak ayarlanmigtir. Sistem uygunluk sartlarinin tespiti i¢in sekil 2'den asagidaki sonuglar elde
edilmistir ve buna gore sistemimiz sistem uygunluk parametlerini saglamaktadir.

e Alikonma zamani ve alanlarin Bagil standart sapmast %0,85’ten kii¢lik bulunmustur

e Simetri faktorii Klorhekzidin i¢in 0,8-1,8 arasinda, benzokain ve enoksolon i¢in 0,8-1,5
arasinda bulunmustur.

e Teorik plaka saylar1 5000’den biiyiik bulunmustur.
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e Klorhekzidin ile Benzokain’in arasindaki ayrisma 5’ten biiyiiktiir.

Dogruluk parametresinin belirlenmesinde Klorheksidin HCI igin %98,79;benzokain i¢in %99,75 ve
enoksolon igin %100,08 geri kazanim degerleri elde edilmistir. Bu sonuglar kabul kriteri olan %98-
%102 aralig1 igerisinde oldugundan yontemimiz dogruluk parametresi agisindan uygundur.Dogrusallik
parametresi i¢in elde edilen degerler her 3 etken madde i¢in elde edilen y-kesisim degerleri %2’den
kiiciik oldugundan yontemimiz dogrusallik parametresine gore de uygundur.Elde edilen korelasyon
katsayis1 ve R? degerleri de bunu desteklemektedir.

TESEKKUR: Proje Nobel ilag AR-GE merkezi tarafindan desteklenmistir.
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