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BAZI SEDATIF ILAC MADDELERININ
YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISI ILE
MIKTAR TAYINLERI

THE ASSAY OF SOME SEDATIVE DRUGS
BY HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Unal YARS* ve Mert ULGEN*

" SUMMARY

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

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

The results were obtained by using an electronic integrator. This method
In nccurate fast and economic.

OZET
Bu c¢aligmada, diazepam ve kapsﬁllerindé yeni bir yiliksek basincli sivi
kromatografi iglemi geligtirilmigtir.

Bir zit faz p-bondopak C,, kolon ve metanol-su mobil faz1 kullanilmistir.

Honuglar elektronik bir integratér yardimi ile elde edilmigtir. Bu metod
slduken ekonomik, dogru ve hassastir,

* M 0 Fezacihk Fak(ltes!, Farmasdtik Kimya Anabllim Dali, Nigantag/
INTANBUL.
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Glniimiizde ¢ok yaygin bir kullanim alanina sahip olan se-
datif ilaclar saflik ve dozaj sekilleri acisindan hassasiyetle kontrol
edilmesi gereken bir gruba girerler. Bu nedenle hassas, siliratli ve
glvenilir miktar tayini yéntemlerine ihtiyac vardir.

Bu calismada HPLC cihazi kullanarak sedatif etkili 1,4-ben-
zcdiazepin tlrevi bir ilag maddesi olan diazepamin, etken madde
ve kapstlillerinde miktar tayini icin yeni bir yontem aragtirilmistir,

Diazepamin etken madde ve farmasétik sekillerinde titrimet-
rik (1, 2, 3) ve spektrofotometrik (4, 5, 6,178,910, 11, 12) miktar
tayinleri gelistirilmistir. Ayrica, diazepamin gerek tek madde ha-
linde gerekse biyolojik sivilarda veya farmasotik sekillerinde ince
tabaka kromatografisi ile ayriimalari muhtelif calismalarda 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
yapilmistir.

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

Diazepamin HPLC ile yapilan caligmalarinin biylk bir bolii-
mi biyolojik sivilardaki tetkikini icermektedir (29, 30, 31, 32, 33).

HPLC ile diazepamin kat1 farmasotik sekillerinde yapilan bir
calisma tampon ihtiva eden cozeltilerle gerceklestirilmistir (34).
Farmasotik sekillerinden tabletlerinde yapilan calismada ise in-
ternal standart olarak benzen kullanilmigtir. Miktar tayini pik
yuksekliklerinin ol¢iilmesiyle gerceklestirilmistir (35).

YONTEM

Diazepam R.S. Deva ve Oksazepam R.S. Wyeth ilac Fabrika-
larindan temin edilmistir. internal standart olarak Oksazepam
R.S. kullamilmistir. Standart maddeleri, farmasotik preparatlari
cozmek, ekstre etmek ve mobil faz1 hazirlamak amaciyla Metanol
(E. Merck) kullanilmigtir. T{im ¢aligmalarda bidistle su kullanil-
migtir.
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Cahsmada mobil faz ve madde cozliciisii olarak (70 : 30) Me-
tanol-Su karisimi kullanilmig, karisim kullanilmadan ¢énce 0.5 pm
membran filtreden (Millipore FH). siizlilmis, ultrasonik banyoda
gazlarindan armndirilmistir.

Kromatografik Kosullar : Model 510 HPLC Cihazi1 (Waters)
ile mobil fazin akis hiz1 etken madde miktar tayininde 1.1 ml/dak.,
kapsiillerin miktar tayininde 0.8 ml/dak. olarak ayarlanmis, bu
hizlarda pompa basinci 2500 ila 3000 psi arasinda tutulmustur. Ca-
ismalarda U6K enjektor (Waters) kullanmilmis, teshis degigebilir
dalga boylu UV Spektrofotometre (Waters 481) ile 254 nm. de ger-
ceklestirilmigtir. Cihazin duyarlilik derecesi (Aufs) 0.1 de tutul-
mustur. Programlanabilen sistem kontrol edicisi (Waters Model
530 Data Modiil) yardimi ile pikler kaydedilerek sonuclar otoma-
tik olarak alinmistir. Kaydedicinin kagit hiz1 2 cm./dak. dir.

Etken madde miktar tayininde 0.08 ile 0.32 pg/20 pl. arasin-
da bulunan alti diazepam konsantrasyonunun herbiri i¢in ucger
kez 25 pl. lik Hamilton injektor ile 20 pl. injeksiyonu yapiimis, bu
{ic injeksiyonun sonuclarinin ortalamasindan sonuca gidilmistir.
Her konsantrasyon, 0.16 pg/nl. konsantrasyonunda Oksazepam in-
ternal standarti icerir. Tim analizler oda sicakliginda gercekles-
- Virilmistir.

Yoénetim gecerliliginin degerlendirilmesi amaciyla 0.24 pg/
20 pl. lik konsantrasyon 10 kez injekte edilmis ve standart sapma
§=6.596.10-* bulunmustur. Gergek konsantrasyonun degeri olan
gliven araligr sinirlart % 95 olasilikla 0.24074—0.23980 j1g/20 pl.
degerleri arasinda bulunmustur. Etken madde miktar tayininden
elde edilen sonuclar en kiiciik kareler metoduna gore degerlendi-
rilmistir (37). Preparatta miktar tayini yaparken bu islemden ya-
rarlaniimistir.

Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi: Yontem
2 mg, 5 mg. ve 10 mg. ik diazepam ihtiva eden kapsiillere uygulan-
migtar. o
D, kapsiilleri icin : 20 kapsil igerigi bosaltilarak -tartilmais,
bir porselen havanda iyice karistirilmistir. 10 mg. etken maddeye
ogdefer olan miktar tartilarak bir santrifiij tibune aktarilmgtir.
b'er ml. lik metanollerle ticer kez ekstraksiyon yapilip berrak Kki-
mmlar toplanmig, ¢oziicli ile belli hacme tamamlanmig, 0.45 pm
(HV tip organik) filtre ile kapakli bir tibe stziilmigtiir. 0.16 pg/
20 ul, konsantrasyonda internal standart icerecek gekilde hazirla-
nan cozeltiden i¢ kez 20 pl. injeksiyonu yapilmigtir. Elde edilen
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¢ sonucun ortalamasindan kapsiillerin miktar tayini gercekles-

Urilmistir,

D5 ve Dy, kapsiillerinin miktar tayinlerinde de ayni islem uy-

gulanmigtir.

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

Internal Hesaplanan Bulunan
Standart Diazepam Diazepam
Miktar1 Miktari Miktar1
NO (10.2/20ul) (ng/20ul) (ng/20ul)
T 0.16000 0.08000 0.08000
b5 0.16000 0.11200 0.11821
351 0.16000 0.16000 0.16089
Iv 0.16000 0.20800 0.20761
v 0.16000 0.24000 0.24020
VI 0.16000 0.32000 0.32104
4
e M’, el / R
Retensiyon
Madde Zamani (RT)
1Pk Oksazepam 3.82
5 el o b Diazepam 4.87

Sekil-1: ITI nolu seyreltmeye ait bir kromatogram

D, kapsiilleri : 2 mg. Diazepam iceren Subat 88 iiretim tarihli kapsiiller,
D; kapsiilleri : 5 mg. Diazepam iceren Subat 86 {iretim tarihli kapstller,
D,, kapsiilleri : 10 mg, Diazepam igeren Mart 85 {iretim tarihli kapsfller,
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Retensiyon
Madde Zamani (RT)
1. Pk Oksazepam 5.70
2. Pik Diazepam 7.41

Sekil - 2 : D, kapsiillerinden alinan bir kromatogram

Retensiyon
Madde Zamani (RT)
1. Pik Oksazepam 5.67
2. Pik Diazepam 141

Sekil-3 : D, kapstllerinden alinan bir kromatogram
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gy

&
Retensiyon
Madde Zamani (RT)
1. Pik Oksazepam 5.67
2.0Pik Diazepam 741

Sekil -4 : D, kapsiillerinden alinan bir kromatogram

SONUC

Bu calismada, HPLC cihaz1 kullanilarak diazepamin etken
madde ve kapsiillerinde miktar tayini icin yeni bir yontem gelis-
trilmistir. Kullandigimiz yontem, sivi-sivi kromatografisi esasina
dayanmaktadir. Stasyoner faz olarak C, kolon, mobil faz olarak
da (70 : 30) Metanol-Su c¢oziicii sistemi kullanilmigtir.

Pik alanlarinin mukayesesi esasina gore ol¢iim yapan elektro-
nik bir integrator yardimi ile elde edilen sonuclardan miktar ta-
yinine gecilmistir. Sonuclar farmakope standartlarina uygundur.

HPLC ile diazepamin etken madde ve preparatlarinda miktar
tayini farmakopelere gecmemigtir. USP 1980 de, diazepamin etken
madde miktar tayini 0.1 N perklorik asitle susuz vasatta yapilmis-
lir, ayrica injeksiyon ornekleri ve tabletlerinin kloroformla eks-
Iraksiyondan sonra susuz alkollii H,SO, de cozerek yapilan spek-
troskopik miktar tayinleri ayni farmakopede bildirilmektedir (36).

Diazepamin tabletlerinde HPLC ile miktar tayini yapilmig ise
de internal standart olarak benzen kullanilmig olup miktar tayini
plk yliksekliklerinin oranin olgerek gergeklegtiriimigtir (35).
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Calismamizda internal standart olarak oksazepam, diazepam
ile yakin maksimum absorpsiyon gostermesi ve benzer yapida ol-
mas! nedeniyle kuilanilmigtir. Preparatlarda miktar tayini litera-
tirdekinden farkli olarak pik alanlarinin mukayesesi esasina gore
direkt olarak kantitatif sonuclar veren data modiil ile yine bu ca-
lismada gerceklestirilmistir.

Yontem, minimum miktarda kimyasal madde ve cozelti gerek-
tirdiginden oldukca ekonomik olup sonuclar kisa bir siirede hassas
bir gekilde alinmistir.
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