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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 C;g
(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 ¢aligmada prokain hidrokloririn saf madde ve enjeksiyonluk gozeltilerinde
yiksek basingh sivi kromatografisi metodu ile miktar tayini yapilmgtir. Li Chrocart
C1g (Merck) siitun durgun faz, % 0.1 trietilamin, % 15 asetonitril ihtiva eden glasyal
asetik asid ile pH 4.5 a ayarlanmig 0.02 M sodyum asetat hareketli faz olarak kul-
lanilmigtir. Olgiimler sabit dalga boylu UV absorbans detektdr ile 254 nm de
yapilmigtir. Rheodyne 7010 otomatik enjektsr kullamldiginda 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 hidrokloriiriin saf madde ve farmasotik sekillerinde
miktar tayinleri fotokolorimetrik (1,2) veya serbest amin grubunun
diazolanmasindan sonra kenetleme (N-naftiletilendiamin, timol, a,
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B naftol) (3) ile meydana gelen renkli madde tzerinden spektrofoto-
metrik olarak yapilmistir. Yine serbest amin grubunun  degigik
aldehidlerle (p-dimeti]aminobenza]dehid, stiksinaldehid, pe
dimetilaminosinnamaldehid, salisilaldehid) ( 4-9 ) verdigi Schiff
bazlar1 ve benzer gekilde N-sodyum 1,2 naftokinon sulfonat (10) ile
olusan renkli driinlerden spektrofotometrik miktar tayini
gergeklestirilmistir.

Bunlardan baska metil oranj (11), bromfenol mavisi (12),
bromkresol yesili (13), dietiloksalat veya tiyobarbutirik asit (14), hi-
droksilamin ve ferri tuzlan (15) gibi reaktiflerle verdigi renkli
drinler iizerinden de spektrofotometrik miktar tayini yapilmistir,

Prokain hidrokloriiriin tek madde veya diger ilaglarla
karisimlar1 halinde, UV alanda spektrofotometrik miktar tayinle-
rine de rastlanmaktadir (16 - 19).

B, ve Bg vitaminleri iceren preparatlarda spektrofotometrik ta-
yinden sonra absorbans orani metodu ile iyi sonuglar alinmistar (20),

USP XXI (21) e gore prokain hidrokloriiriin saf maddede nitri-
tometrik, krem ve enjeksiyonlarinda spektrofotometrik olarak tayini
yapilmaktadar.

Prokain hidrokloriiriin biyolojik sivilarda (22), kulak damla-
larinda (23) ve diger baz1 farmasotik preparatlarinda (24-25) tek
madde veya karigimlar: halinde yiksek basingh sivi kromatografisi
yontemi ile yapilan miktar tayinlerine yeni olarak rastlanmaktadir.

Bu ¢ahismada prokain hidrokloriiriin saf madde ve enjeksiyon-
luk ¢ozeltisinde HPLC yontemi ile miktar tayini gergeklestirilmigtir.

MATERYAL ve METOD

Kimyasal maddeler ve gozeltiler: Prokain hidrokloriir ve metil
paraben (E.Merck), hareketli fazin hazirlanisinda kullamilan sod-
yum asetat, trietilamin, asetonitril ve glasyal asetik asit HPLC
safligindadir. '

Hareketli faz: % 0.1 trietilamin ve % 15 asetonitril ihtiva eden,
glasyal asetik asit ile pH 1 6nceden 4.5 a ayarlanmig 0.02 M sodyum
asetat ¢ozeltisi olup kullanilmadan énce 0.45 um organik filtreden
stizilmius, ultrasonik banyoda (Bransonic 221) gazlarindan
arindirilmisgtir.
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Kromatografik kosullar: Model 510 (Waters) yiiksek basing
pompas: ile hareketli fazin akig hiz1 1.0 m1l/dak olarak ayarlanmsg,
bu hizda pompa basince1 1000 psi de tutulmustur. Ornegin enjekte edil-
mesinde Rheodyne 7010 enjektér kullanilmis ve sabit dalga boylu UV
absorbans detektér (Waters Assoc. Model 440) ile 254 nm'de 6l¢iimler
gorgeklestirilmistir. Aygitin duyarhhik derecesi (Aufs) 0.2 dir. Sabit
fnz Merck Li Chrocart Cyg (4 x 125 mm) kolondur. Programlanabilen
sistem kontrol edicisi (Hewlett Packard 3392 A Model Data Modul)
yardimi ile sonuglar pik yiikseklik ve alanlar oram esasina dayana-
rak otomatik olarak alinmistir. Kaydedicinirf kagit hizi 0.3 cm/
dak.dir. Olgiimler oda temperatiiriinde yapilmigtir.

Deneysel kisim: 40.1 mg prokain hidroklorir tartihp hareketli
faz ile 100 ml ye tamamlanarak bir stok ¢bzelti ve 20 mg metil paraben
tartilip hareketli faz ile 50 ml ye tamamlanarak internal standard
¢bzeltisi hazirlanmigtir.

Saf madde miktar tayininde stok ¢ozeltiden 0.04 - 0.16 mg/ml
arasindaki konsantrasyonlarda ii¢ prokain hidroklorir ¢dzeltisi
hazirlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in 20 pl lik enjeksiyonlar
yapilmistir. Her konsantrasyon 0.4 mg/ml konsantrasyonda 10 ml
internal standart ¢bzeltisi igerir. Alinan sonuglardan standard egri
(Sekil I) elde edilmistir. Neticeler (Tablo I) de verilmis olup konsan-
trasyon ile pik yiiksekliklerinin oram arasinda dogrusal bir iligki
bulunmustur.
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Sekil-1: Prokain hidroklortrtn 40 - 160 pg/ml konsantrasyonda standard egrisi.
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Tablo-I: Prokain hidrokloriir saf madde sonuglari.

Konsan-

trasyon Pik yiikseklik oram 4

ug/ml analiz ortalamasi SD RSD
40. : 0.237 0.00056 0.23
80. 0.443 0.000067 0.015
160. 0.784 0.0031 0.39

Prokain hidrokloriir (saf madde) iin stok ¢ézeltisinden 0.00264 —
0.00088 mg/ml arasindaki konsantrasyonlarda hazirlanan diger
bir seri ¢ozelti ile 20 pl enjeksiyonlar yapilmistir. Her c¢ozelti
0.0024 mg/ml konsantrasyonda metil paraben internal standard
¢ozeltisinden 10 ml igerir. Ahnan sonuglardan standard egri (Sekil
2) ¢izilmigtir. Neticeler (Tablo II) de verilmis olup konsantrasyon ile
pik alanlarinin orani arasinda dogrusal bir iliski bulunmustur.
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Sekil-2: Prokain hidrokloriiriin 0.88 - 2.64-pg / ml konsantrasyonda standard egrisi.
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Tablo -II: Prokain Hidrokloriir saf madde sonuglar.

Konsan-

trasyon Pik alan oram 4

ug/ml analiz ortalamasi SD RSD
0.88 3.647 0.0131 0.36
1.76 2.42 0.026 1.09
2.64 1.53 0.048 1.81

Prokain hidrokloriir'in %4 konsantrasyondaki enjeksiyonluk
¢ozeltisinden hazirlanan 0.16 mg/ml lik érnekler ile, aym
kogullarda yapilan dlgiimlerin sonuglar1 (Tablo III) de verilmis olup
bu injeksiyonlarda pik yiikseklik oram 0.78 bulunmustur (sonuglar 1
ml enjeksiyonluk ¢bzeltideki miktar olarak hesaplanmigtir).

Tablo-III: Prokain hidroklorir enjeksiyonluk preparatinda internal standard kul-
lamlarak elde edilen sonuglar. (Pik alan oramna gore)

Konan Bulunan Ortalama SD RSD
mg. mg A

40.336
40.264
40 39.853 40.231 0.192 0.47
40.382
40.321

Enjeksiyonluk ¢oézeltinin 0.16 mg/ml konsantrasyonundaki
srnekleri ile internal standard ilave edilmeden yapilan 20 ul enjek-
siyonlardan alinan sonuglar (Tablo IV) de verilmistir.

Tablo-IV: Prokain hidroklorir enjeksiyonluk preparatinda internal standard kul-
lamlmadan elde edilen sonuglar. (Pik yiikseklik oranina gore)

Konan Bulunan Ortalama SD RSD

mg mg
40.199
40.236 y
40 40.132 40.172 0.050 0.12
40.096

40.199
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Sekil-3: Prokain hidroklorir saf maddeden ahnan bir kromatogram
Prokain hidroklorir g 1g
Metil paraben 1.57

SONUGC

Bu ¢ahsmada prokain hidrokloriir saf madde ve enjeksiyonluk
¢ozeltilerinde HPLC metodu ile miktar tayini i¢in yeni bir yéntem
gelistirilmistir. Kullandigimiz yéntem sivi - s kromatografisi
esasina dayanmaktadir. Durgun faz Li Chrocart Cg kolon, hareketli
faz %0.1 trietilamin, %15 asetonitril ihtiva eden fosfat tamponlu 0.02
M sodyum asetat ¢ézeltisidir. Internal standard olarak metil paraben
kullamlmistir. Enjeksiyonlar Rheodyne 7010 otomatik enjektor ile
yapilmistir.

Gerek saf madde, gerekse enjeksiyonluk ¢ozeltiler ile
hazirlanan érneklerde pik alanlarinin ve pik yiiksekliklerinin -
orani esasina gore dl¢lim yapan elektronik bir integrator yardim ile
sonuglar ahnmigtir. Her iki yéntemin mukayesesinde % 0.13 fark
gorilmistir. '

Saf madde ve enjeksiyonluk ¢ozeltilerden hazirlanan diger bir
seri érnekte internal standard ilave edilmeden tayinler yapilmis ve
sonuglarin (Tablo IV) gorildiigi gibi 100.56, 100.42 oldugu ve ancak
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%0.14 fark saptanmigtir. Bu bulgular Patel ve arkadaglarinin (26)
bulgularina uymaktadir.

Tablo II de goriilen konsantrasyonlar ile yapilan tayinlerde
teshis edilebilen minimum miktarin 0.88 pg/ml oldugu saptanmstir.

HPLC ile prokain hidrokloririinsaf madde ve injeksiyonluk
¢ozeltilerinde miktar tayini farmakopelere ge¢cmemistir.

Yéntem, minimum miktarda kimyasal madde ve ¢ozelti gerek-
tirdiginden ¢ok ekonomik olup sonuglar kisa siirede hassas bir
sekilde ahinmgtir.*
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