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l. Girts

Sedatif ilaglar, giiniimiizde yaygin kullanim alanina sahip olup
gerek doza]j gerekse safliklarl agisindan miisamaha gdstermeksizin
kontrol edilmesi gereken maddelerdir.

Bu Ozellikleri nedeniyle hassas, siiratli ve giivenilir tayin
ytntemlerine ihtiyag¢ vardair.

Bu galigmada Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi Cihazi kulla-
nilarak sedatif etkide { 1,4-benzodiazepin tiirevi ) DIAZEPAM'in
ham medde ve kati bir farmasttik gekil olan kapsiillerinde miktar
tayini i¢in yeni bir ydntem aragtirilmigtir.
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2. GENEL BULUM

2.1. Diazepam Hakkinda Genel Bilgiler

DIAZEPAM

Diazepam 3 " 7-kloro-l,3-dihidro-l-metil-5~-fenil-2H-1,4-ben-
zodiazepin-2-on " yapisinde bir maddedir. 131-135 °C'de eriyen,
beyazdan sariya degigen renklerde, kokusuz, kristal bir tozdur.
Suda az, kloroform ve metanolde kolay g¢oziinir. 0.1N etanollii siil-
firik asitteki maksimum absorpsiyonlari 242 + 2 nm (a=100) ,

285 + 2 nm (a=43.7) ve 368 + 2 nm (a=14.5) 'dir.

Niikleer Magnetik Rezonans Spektrumuna ait protonlar, kimyasal
kaymalar ve tipleri sirasi ile ; c, metil, 6.62 y(ppm), & (J/Hz) 3
c_:3 (a), 5.19 o(ppm), 4(11) (J/Bz) ; c3 (b), 6.252(ppm), d(11) (J/Hz) 3
Ce.Ce,Cg,Ph, 2.55 z(ppm), m(J/Hz)'dir.

~ Infrared Spektrumuna ait bulgular; NE,3390 3 -~C=0,1680 3 Ph
1560,1480 pikleridir.

Mess Spektrumunda, diazepam i¢in molekiiler iyon m/e 284'de gbriil-
miigtiir. Bulunan en tnemli kiitleler 256 m/e,255 m/e ve 249 m/e iyon
pikleri olup CH,N,HCO ve Cl iyonlarinmin kaybiyla olugmugtur. (1)



Diazepam, trankilizan etkiyle kullanilan bir ilagtir. Viicutta
yavag metabolize edilmesi nedeni ile etki siiresi uzun olan ve santral
kas gevgetici olarak da kullanilan bir maddedir. Ayrica, belirgin
antikonviilsan etkinlik de gdsterir. Bu etki bakimindan en giiglii ben~
zodiazepindir. (2)

Diazepamin major metabolizma yolu, 1. konumdaki azotta demeti-
lasyon, 3. konumdaki karbona hidroksil grubu katimi ile yliriir. Kan-
daki primer aktif metaboliti N-demetil diazepam, idrardaki primer
metaboliti oksazepam glukuronitleridir.

Asit hidrolizi, 2-metilamino-5-kloro benzofenon ve glisin verir.

Metabolik demetilasyon sonucunda olugsan K- demetil diazepamin asit
hidrolizi ise 2-amino-5-kloro benzofenon ve glisin verir. (3)

Diazepam, ilk olarak Stirenbach, Fryer, Metlesich, Reeder, Sach,
Saucy ve Stempel (4) tarafindan ; 2-metilamino-5~kloro benzofenonun

piridinli vasatta bir amino asit olan glisinin etil esteriyle reaksi-
yonu sonucunda elde edilmigtir. "

2.2. piazepam {lzerinde Yapilan Caligmalar

2.2.1. Titrimetrik Yontemlerle Yapilan Caligmalar

11k titrimetrik tayin, aseton ve asetik asit anhidriti iginde
perklorik asitle yapilmig olup titrasyonun bitig noktasi kristal
viole indikatorii ile veya potansiyometrik olarak tespit edilmigtir.(5)
Farmasttik preparat gekillerinden yafli soliisyonlarinda (6) ve tablet—
lerinde (7) yine susuz vasatte perklorik asitle ayni yéntem kulla-
nliarak miktar tayini yapilmigtair.
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Diazepamin farmasotik preparatlarinda veya kendisinde densi-

tometrik (8,9), kompleksometrik (10), polarografik (11,12,13) tayin-
leri yapilmigtair.

2.2.3. Spektrofotometrik Ytntemlerle Yapilan Caligmalar

1zotov ve arkadaglari (14), diazepamin 0.1 N HCl'deki eri-
yiginde maksimum absorpsiyonunu tayin ederek farmesttik preparatla-
ra uygulamiglardir. Daha sonra diazepamain siilfiirik asitli alkollii
eriyiginin maksimumu tayin edilmig ve farmasttik preparatlarda mik-
tar tayini yapilmigtir.(15) Diger bir ¢aligmeda diazepamin asitli
alkollii eriyiginde hidroliz mahsulleriyle birlikte spektrofotometrik

tayini yapilmig ve farmasdtik preparatlarina uygulanabilecegi bildi-
rilmigtir. (16)

Popovici ve arkadaglari (17) 3 diazepam1 pikrik asitle renk-
lendirip, renkli maddenin kloroform ile ekstraksiyonundan sonra
absorpsiyonunu 400 nm de Olgerek miktar tayininde kullanilabilece-
&ini bildirmiglerdir, yine diazepamin % 10 BCl ile verdigi sari
renkli soliisyonun absorbansini 365 nm de Slgmiigler ve 30-140 yg/hl
konsantrasyonlarda Beer-Lambert kanununa uldufunu belirterek farms-
sbtik preparatlarda miktar tayinini gergeklegtirmiglerdir. (18)

Diazepam ve metabolitlerinin biyolojik sivilarda UV tetkike
leri gok yeni olarak yapilmigtir. (19)

) Diazepamin farmasotik gekiilerinden tablet, kapsiil ve injek-
siyonluk gtzeltilerinde tropaeolin 000 ile dofrudan veya hidrolizi
sonucu olugan glisini ninhidrin ile renklendirip renkli maddenin
azrﬁs:yla 485 ve 570 nm lerde absorbanslari ©lglilmiis ve miktar ta~
“yinine gegilmigtir. (20,21)



Bazi aragtiricilar diazepamin farmasttik gekillerinde (tab-
let, kapsiil, damla) spektrofotometrik tayinini, numuneyi organik
bir solventle ekstre ettikten sonra UV sahada absorbanslari tet-
kik ederek gergeklegtirmigler ve miktar tayinine gegmiglerdir.(22,
23,24)

2.2.4. Kromatografik Yontemlerle Yapilan Caligmalar

2.2.4.1. Ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Caligmalar

Diazepamin gerek tek madde halinde gerekse biyolojik
sivilarda veya farmasotik gekillerinde ince tabaka kromatografisi
ile ayrilmasini ve defigik belirtegler kullanarak lekeleri tesghis
etmeyi birgok aragtirici denemigtir. Suziki, Yamamoto ve Okuo (25),
Vignoli ve arkadaglari (26), Radionova ve Izotov (27), Wouters ve
arkadaglari (28), Pasich ve Wojdak (9) ; adsorban olarak silika-
jel G kullanmiglar, de}igik solvent sistemleriyle developmandan
sonra lekeleri % 1 BgNOs, Iodoplatinat eriyi¥i ve Dragendorff gibi
belirteglerle tespit etmislerdir.

Schuetz ve arkadaglari (29) diazepam ve benzerlerining
asit reaksiyon iirinleri olan glisin ve benzofenondan ayrilmalarana,
silikajel adsorban kullanarak iki ayri sistem ile saflamiglardir.

Biyolojik savilardan kan ve idrarda, diazepam ve metabo-
litlerinin ince tabaka kromatografisi ile ayrilmalari degisik sol-
vent sistemleriyle yapilmig ve lekeler UV de tetkik edilmigtir.(30,
31,32) Merwe ve Steyn (33) ayni gekilde galigarak spektrofotometrik
yéntem ile serumda diazepam ve metabolitlerinin miktar tayinlerini
yapmiglardir.
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Diazepamin farmasdtik preparatlarindan tablet ve injeksi-
yonluk soliisyonlarinda silikajel plaklarda muhtelif solvent
sistemleriyle ayrilmalari yapilmig ve densitometrik tayinler ile
gok iyi sonuglar alindifi bildirilmigtir. (34)

Yine diazepam injeksiyon drneklerinde silikajel § adsor-
ban olarak kullamilarak yapilan ayirmalarda elde edilen lekeler
285 nm de incelenmig ve 1s1-151k etkisiyle absorbansin arttip:
bildirilmigtir. (35)

2.2.4.2. Gaz Likit Kromatografisi ile Yapilan Caligmalar

Barazi ve arkadeglari (36) diazepam dahil birgok benzo=-
diazepin tiirevlerinin asetondaki soliisyonlarinda N~P-spesfik de-
dekttr kullanarak tayinlerini yapmigslardir. Dement'eva, Zavrazhna-
ya ve Potapova (37), azot ihtiva eden barbitiiratlar, lokal anes-
tezikler ve difer ilag gruplari arasinda diazepami da alev iyoni-
zasyon dedektoriinii kullanarak incelemigler ve retensiyon hacimle-~
rini vermiglerdir. ’

Biyolojik sivilarda diazepam ve metabolitlerinin gaz kro-
matografisi ile yapilan ¢aligmalarine rastlanmaktadir. (38,39,40)

-

2.2.4.3. Yiikksek Basaingli Siva Kromatografisi ile Yapilan Caligmalar

Diazepam ve metabolitlerinde Yiiksek Basingli Sivi Kromato-
grafisi ile yapilan cgaligmalara 1970 senesinden itibaren rastlanmak-
tadar.

Scott ve Bommer (41), diazepam, oksazepam, 3-hidroksidiaze—-
pan ve N-demetildiazepamin birbirlerinden ve metabolitlerinden ayril-
malarina 3 Durapak OPN kolon ve (95:5) Metanol~Su solvent sistemini
kullanarak 254 nm de UV dedekttr ile incelemiglerdir.



Baker ve arkadaglari (42) diazepamln Y-Bondopak C18 ko~
londa, (2:3) NaHQPO4 ile tamponlenmig Metanol-Su solvent sistemi-
ni kullanarak 254 ve 280 nm deki absorbanslari Glgmiigler,retensi~

yon zemaninl vermiglerdir.

Daldrup, Susanto ve Michalke (43) birgok ilag arasinda
diazepam1 da QOktadesilsilan kolon kullanarak incelemigler ve

retensiyon zamanlarini aragtirmiglardair,

Phu Lich ve arkadaglari (44) bazi benzodiazepinler ara-
sinda diazepamin sirasiyla (65:35) Metanol-Su ve (25:75) Fosfat
tamponu-Asetonitril-Metanol) olmak iizere iki ayri solvent siste-
minde mukayesesini yapmiglardir.

Dong ve arkadaglari (45) diazepama C,g kolonda (35:35:30)
Asetonitril-Metanol-% 5 NH40H solvent sistemini kullanarak reten-

siyon zamanlarini ve pik alanlarini incelemiglerdir.

Diazepamin Yiikksek Basingli Sivi Kromatografi Cihazi ile
yapilan geligmalarinin biiylikk bir b&liimiinii biyolojik savilardaki ga-
ligmelar tegkil etmektedir.

Kabra, Stevens ve Gargy (46) diazepami kanda, prazepam
internal standartina kargi mobil faz olarak (35:65) Asetonitril-
0.1 M Sodyumasetat tamponu kullanarak 240 nm de tetkik etmigler
ve konsanirasyonunu incelemiglerdir.

Tjaden ve arkadaglari (47) serum, idrar ve salyada diaze-
pam ve metabolitlerinij;stasyoner faz olarak metil silika, mobil faz
olarak % 50 metanol kullanip * 254 nm de tetkik etmigler, ilacin
alinigindan sonra bu sivilardaki terapitik seviyeleri tayin etmig-
lexrdir.




.

Raisys ve arkadaglari (48) plazmada diazepam ve nordiaze-
pam tayinlerinde nitrazepami internal standart olarak almiglar,
mobil faz olarak da fosfat tamponlu asetonitril kullanarak gal:.é-
miglardir.

Violon ve arkadaglari diazepami, kendisinde (49) ve biyolo-
jik savilarda (50) olmak iizere, hidrolizi ile agifa ¢ikan benzofe-
nonlari halinde (1:1) Metanol-Su mobil fazi ile LiChrosorb Hibar
kolonda galigarak camazepam internsl standartina kargi ayirmiglar,
254 nm de tetkik etmiglerdir.,

Benzodiazepin tiirevlerinin kati farmasttik gekillerinde
Yikksek Basingli Sivi Kromatografisi ile yapilan analizlere ilk ola-
rak Bailey'in galigmasinda (51) rastlamaktayiz. Bailey, 10 mg
diazepam tabletlerini % 85.4 ve 5 mg diazepam tabletlerini 9% 108.8

saflikta buldufunu bildirerek USP XIX % 90- 100 limiti ile mukayese
sini yapmigtair,

Noggle ve Clark (52) diazepam ve benzerlerinin difer kata
farmasttik gekillerinde, Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi ile
aynlmala.r:.m}&-Bondopak 018 kolonda, pHE 8.04 fosfat tamponlu meta-
nolii mobil faz olarsk kullanarak sa¥lamiglardir.

Emery ve Kowtko (53) 3 2, 5 ve 10 mg lik diazepam tablet-
lerinin ayrilmalarinda benzenin metanoldeki soliisyonunu internal
standart ve (65:35) Metanol-Su soliisyonunu mobil faz olarak kullan-
miglar, 254 nm de UV dedekttr ve M-Bondopak 018 kolon ile g¢galigmig-
lardir. Miktar tayinini pik yiiksekliklerini Slgerek gergeklegtir-
miglerdir.

Baker ve Fifer (54) diazepam tabletlerinin bir oktadesil
zit faz kolonda,potasyum 1fosfatin Metanol-Su karigimindaki soliisyo-
nunu mobil faz olarak kullanarak yapt:.kla.r; ‘l;.ayinlerde, 254 ve 280
nm lerde retensiyon zamanlarini incelemiglexdir,




'2.3. Yiksek Basangli Sivi Kromatografisi Hakkinda Genel Bilgiler

Analizlerde kullanilan ayirma yontemlerinden birisi de kromato-
grafi olup; numunenin hareketli bir faz ile (mobil faz),durgun bir
faz (stasyoner faz) arasinda dajilmesi esasina dayanir ve ayirma ge-
gitli sistemlerle yapilar. Bunlar :

" a. Kafit Kromatografisi

b. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

c. Siitun Kromatografisi

d. Gaz Kromatografisi (GC)

e. Yilkksek Basingli Siva Kromatografisi (HPLC) " olarak sanif-
landarilar.

Bu ¢alisma Yilksek Basingli Sivi Kromatografisi ytnteminden yarar-
lanilarak gergeklegtirilmigtir. Cihaz, bir pompa ve buna bafli solwent
dagitica sistem, ¢Oziicii deposu, Grnek uygulama yeri, kolon, dedektor,
toplama kabi ve integrattrden ibarettir.

Bu yontenm ilé molekiil aZirliZi 50'den birkag¢ milyona kadar clan
maddelerin analizi yapilabilir. Maddenin herhangi bir c¢bziiclide ¢6ziin-
mesi ayirmayi saglamak icin yeterlidir.

Yiikksek Basingli Siva Kromatografi Cihazi ile adsorpsiyon, par-
tisyon, iyon degigtirme ve jel filtrasyon tekniklerine gtre galig-
mak miimkiindiire Bu aragtirmada kullandiFimiz sistem dafi1lma esasina
dayanmaktadir. Coziinmiis madde hareketli faz ile durgun faz arasinda
dagilima ugrar. Durgun faz, iizeri sivi kaplanmig veya kimyasal reak-
siyonla bazlanmig dolgu maddeleridir. Dolgu maddeleri ¢ok kiigiik tane-
cikli partikiiller olup bir basing uygulanmasiyla mobil fazin kolon
iginde kolaylikla gegigi sallanmaktadar.

" Maddeler az ya da gok tutulmalarina baXli olarak, kolonu farkli
zamanlarda terk ederler. Degisik sistemde galigan dedektdrler (ref-
raktif index, polarografik, fluoresans, UV ve konduktivite: dedektbr-
leri) ile tespit edildikten sonra yazicida kaydedilirler.
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Elde edilen kromatogramlar maddenin miktar tayininin yapilma-
sinda birkag gekilde deperlendirilebilir :

1. Standart E¥ri Yontemleri

a. Eksternal Standart Yontemi : Pik alanlarina kargi konsan-
trasyon grafifi ¢izilir ve bilinmeyen maddenin pik alanina tekabiil
eden konsantrasyon grafikten bulunur.

b. Internal Standart Yéntemi : Bu yontemde, referans standart
yaninda benzer yapida bir internal standart kullanilmig olmasi ge-
reklidir. Referans standart alaninin internal standart alanina ora-
ni ordinat, konsanirasyonlar absis olmak iizere bir grafik ¢izilir.
Bilinmeyen maddenin pik alani oranina tekabiil eden konsanirasyon gra-
fikten bulunur. |

2. Mukayese (Oranti) Yontemi

Gerek internal standartla beraber, gerekse sadece etken madde
kullanilarak hazirlanan konsantirasyonlari belli ¢tzeltilerden ali-
nan kromatogramlar, ayni gartlarda konsantrasyonu bilinmeyen ¢ozel-
tilerden alinan kromatogramlarla mukayese edilerek bilinmeyen afir-
lik hesaplanir :

wx —» Bilinmeyen AZirlik wb > Ab ise

A x—> Bilinmeyenin Alana

Wx JE—— Ax olur
Wb —yBilinen aAZirlik

4 —>Bilinen Alan Buradan :
Ao W
W= X ®  lbulunur.

Daha hassas sonu¢ elde etmek igin hesaplanan bu wx deferi
bir dlizeltme faktorii (f) ile garpilar.

Bu galigmada internal standart kullanilmis olup sonuglar pj_k‘ -

alanlarinin mukayesesi esasina dayanarsk Ol¢iim yapan elektronik
bir integrator yardaimiyla alinmigtir.
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3,  DENEL BULUM

5.1. Caligmada Kullanilan Kimyasal Madde ve Cozeltiler

Diazepam Referans Standartll ve Oksazepam Referans Standart12

sirasi ile Deva ve Wyeth Ilag Fabrikalarindan temin edildi. Her
iki standart da Farmakopelerin gtstermig oldugu limitlere uygundu.

Standart meddeleri ve farmasttik preparatlari ¢bzmek, ekstre
etmek, mobil fazi hazirlamak igin Metanol’ kullanildi.

Standart maddeler (70:30) Metanol-Su karigiminda ¢bziildii. Mo-
bil faz ¢bzeltisinin hazirlanmasinda yine (70:30) Metanol-Su kari-
gam1 kullanildai.

Caligmada kullenilacak bidistle suyu hazirlamak igin, Once
deiyonize su cihazi ile iyonlarindan arindirilmig su hazirlanda.
Bu su, distilasyon cihazi ile KMnO4 dan bir kez distile edildi, Cam
kaplarda saklandi ve her defasinda 24 saat ig¢erisinde kullanildi.

Diazepam (R.S)* Oksazepam (R.S)2 Metanol’
% 99 - 101 % 99.50 Merck
Ver.no : 85-721 (depo) USP Rx 040 Art.no : 6008
15.9.1986/ Deva Holding ttem no : 556020

17.7.1986/ wyeth
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'3.2. Qaligmada Kullanilan Arag ve Geregler

Yiiksek Baslncll Sivi Kromatografi Cihazi :

"Waters 510 Model Pompa ve buna bafli solvent daZitica sistem,
Waters Y- bondopak C18 kolon,

Lambda~-Max 481 LC - deZigebilir dalga boylu UV Spektrofotometre,
Waters 730-Model Data Modiil" den ibarettir.

Sartorius analitik A 200 S terazi

Solvent Siizme Kiti :

® 1 litrelik dibi diiz tromp erleni, bir cam filtre ve 300 ml lik
bir huniden olugan "Millipore model" diizenefe, MODEL V 120-AE

Vak'um Pompasinin bajflanmasi ile" olugmugtur.

0.5 pm Millipore FH~-tip organik filireler
0.45 pm Millipore HV-tip organik filtreler

10 ml lik Hamilton U6K siizme injektorii
25 pl 1lik Hamilton U6K injektér

Elektromag M-22 tip Magnetik Karigtirici
Bransonic Model B 104879 Ultrasonik Banyo
NUVE-MIX (Vortex) Tiip Galkalayica

Andreas Hettieh D-72 Model Santrifilj Cihaza kullanild:.



~14-

3+3. Yontem

_Referans standart maddeleri ¢dzmek ve mobil fazi bhazirlamek
amaciyla 70 kisim metanol, 30 kaisim bidistile su ile 250 cec. 1lik
gilifli bir meziirde birlegtirildi. Karigam 10 dakika magnetik
karigtirici ile karigtirildiktan sonra 15 dakika ultrasonik ban-
yoda tutularak degaze edildi. Slizme kiti yardimiyla 0.5 ym luk
FH tip organik filtreden siiziilerek siki kapalia renkli bir gigeye

alinda.

Diazepam referans standartinin ve farmasttik preparatlaran
miktar tayinlerinde, diazepam referans standarti ile benzer kim-
yasal yapida ve molekiil afirlikia olan, yakzn./(nmksimumunda
absorpsiyon yapan cksazepam referans standartinin bu galigmada
"Internal Standart" olarak kullanilabilecefi diigiiniildii. Her iki
standart ile bir seri ©n deneme yapilarak ideal gartlar tespit
edildi.

internal standart g¢tzeltisini (STOK I) hazirlamek igin, 10 mg
oksazepam referans standart tam olarak tartildi ve 50 ml lik bir
balon jojeye ektarildi. Bir miktar (70:30) Metanol-Su goziiciisiiyle
galkalandl ve ayni ¢Oziicii ile bu hacme tamamlandi. Bu ¢bzelti,
10 ml 1lik Hamilton Injektére takilan 0.45 ym luk orgenik HV tip
filtre yardimi ile kapakli bir tiibe siiziildii.

Referans standart g¢bzeltisini (STOK II) hazirlamak igin, 10 mg
diazepam referans standart tam olarak tartilda ve 50 ml lik bir
balon jojeye aktarildi. Bir miktar (70:30) Metanol-Su ¢dziiciisiiyle
galkalandl ve ayni g¢oziicii ile bu hacme tamamlandi. Bu ¢dzelti,

10 ml lik Hamilton Injekttre takilan 0.45 pm luk organik HV tip
filtre yardimi ile kapakli bir tiilbe sliziildii.
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Stok 1 g¢bzeltisinden l'er ml alinip 25 ml lik 6 ayrai balon
Jojeye ektarildi. Bunlarin iizerine Stok II ¢tzeltisinden sirasiyla
0.5 , 0.7 51, 1.3, 1.5 ve 2 ml 1ik miktarlar ilave edildi ve bu
hacme tamamlandi.

Bu defigik konsantrasyonlardaki c¢tzeltilerden her seferinde
20 91 injekte edilerek kromatogramlar alindi. Bu iglem, her bir
konsantrasyon ig¢in iiger kez tekrarlanda.

Bu deneye ait kogullar TABLO I, sonuglar TABLO II de gbsteril-
migtir.

Akig haza : 1.1 ml/dak

A mex.

*

254 nm

injeksiyon hacmi 20 yl

Basing : 2500-3500 psi
Temparatiir : 0Oda Temparatiri
Aufs : 0.1

Yazici Kart Hiza 2 cm/dak

TABLO I ~ Injeksiyon Kogullari




B .

Seyreltme STOK I STOK II Hesaplanan | Hesaplanan | Bulunan
mumarasy | flave | flave | YUl | meantras | konssntras-
(md) (m2) Werzon) | (yereop) | (ref20)
I 1 0.5 0.16 0.08 ~0.08
II 1 0.7 0.16 0.112 0.11821
III 1 1 0.16 0.16 0.16089
Iv l 1.3 0.16 0.208 0.20761
v 1l 1.5 0.16 0.24 0.2402
VI 1 2 0.16 0.32 032104

TABLO II - Sonuglar

Not : Internal standart konsantrasyonu defigmemektedir,

VY no.lu seyreltmede kullanilan akig hizi 0.8 ml/dak.'dar.
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Yapilacak tlgiimlerin hassasiyetini saptamak amaciyla ayna kon-
santrasyondg = V no.lu gdzeltiden (Bk. TABLO II) 10 kez injekte
edildi. Elde edilen sonuglar ile standart sapma hesaplandi :

OKUNAN KONSANTRASYON
x; (pe/20 p1) x, - X (x, - %)°

0.23980 -4.7 . 107% 22.09 . 10~ |
0.24022 -0.5 . 1074 0.25 . 107°
0.24142 1.5 . 1074 | 132,25 . 1078
0.24150 12.3 . 1074 | 151.29 . 107°
0.23965 6.2 .10% | 38.44 . 107
0.24018 -0.9 . 107% 0.81 . 1070

| 0.24014 1.3 . 1074 1.69 . 107°
 0.23969 5.8 .10% | 33.64 . 107
0.24001 -2.6 . 1074 6.76 . 10°°
0.24006 -2.1 . 1074 4.1 . 107
Toplam X, = ’I’c>1)1a.x112(Xi-)-{)2 = .
£ X, = 2.40267 <(x;-X)"=391.63 . 10
Ortalama Xi =

[ X = 9.24027

TABLO III - STANDART SAPMA TABLOSU

Standart Sapme agafidaki formiilden bulundu =
2
s(x,-X)

n-1

s = 6.59% . 1074
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Gergek konsantirasyon deferi olan ) 'niin giiven aralifinin
bulunmasi igin egafidaki formiilden yararlanildi = ‘

ey,

Burada, X okunan 10 konsantrasyonun ortalamasi
t % 95 olasilak igin t tablosundan alinan defer
s standart sapma

n deney sayisaidir.

6.59 . 104

V1o~

M = 0.24027 + 2.26

Gergek deer, % 95 olasilikla 0.24074-0.23980 pg/20 pl
arasindadir.
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Tablo II deki sonuglar, en kiiglik kareler yontemine gbre defer-
lendirildi. (55)

Bir grafik ka}idi iizerinde hazirladifimiz konsantrasyonlar (c)
absise, ve okunan konsantrasyonlar (R) ordinata gelecek gekilde
konsantrasyonlar igaretlendi.

SEKIL II-DUZELTME GRAFIGE

"

i

Oy

2,54

201

0\
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Bu noktalar arasindan gegirilecek dogrulR 2 mc + b|formiilii
ile elde edildi,. Burada =

£(c;-3) (»;-)

m= ve b=H - mc formiilleri
éi(ci-a)2 kullanildi.
_\2 - _
oy Ry (ci-c) (ci-c)(Ri-R)«
0.08 0.08 11.3763 . 1070 | 11.5182 . 107>
0.112 | 0.11821 5.57411, 1072 5.20977. 107>
0.16 0.16089 0.71075. 10~ 0.722486.10>
0.208 | 0.20761 0.455395.10™ 0.41869 1077
0.24 0.24020 2.84515 1072 2.78488 1070
0,32 0.32104 17,7795 .107° | 17.7408 .10
ici=l.12 Ehi=i.12795 :E(ci-a)z= ég(ci-a) (Ri-ﬁ) =
= R.= 38.74121 .10 | 38.3945 .10
| b.18666 | 0.18799

TABLO IV - DOZRU DENKLEMININ BULUNMASI

Bdylece m =0.9910508 ve b =0.0030005 bulundu.

m # 1 oldufundan Glgiimde bir miktar sapma oldugu anlagildi.
b # 0 oldufundan dofrunun orijinden ge¢medifi septandi.

Yukaridaki denkleme m ve b deferlerini koyarsak asafidaki hali
alir =
IR = (0.9910508)c + 0.0030005
" ¢ ye gegitli deferler verilerek kargilik olan ‘Rdegferleri bulun-~
du, elde edilen dofru grafik iizerinden ¢izildi. Preparatta miktar
tayini yapilirken bu dofrudan yararlanilda.




Iadde hetensiyon

Zemani (RT)
1., Pik Oksazepam 2.82
2. PFik Diazepam 4.87

SEKIL III - ITI no lu seyreltmeye ait bir kromatogram




-2

[P

ladde Fetensiycn

Zamani (RT)
1. Pik Oksazepam 5.67
2. Pik Digzepam T.41

SEKIL IV - V no 1u seyreltmeye ait bir kromatogrem
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171

e

Madde Fetensiyon

Zamana (F7)
l. Pik Oksazepam 3,82
2. Fik Diazepam 4,85

Sekil V - VI no lu seyreltneye &it bir kromatcgram




" Sebe Yontemin Farmasttik Preparatlara Uygulanmasi

2 mg Diazepam ihtiva eden Subet 1986 tiretim tarihli D, kapstilleri

2

20 kapsiil muhtevasi tartilarak porselen bir havanda iyice karig-
tirildi. 10 mg etken maddeye egdefer miktar tam olarak tartildi ve
santrifiij tiibiine aktarildi. 5 ml metanol ilave edildi, iki dakika
¢alkalandiktan sonra beg dakika santrifiij edildi. Berrak kisim 50 ml lik
bir balon jojeye alindi. Ekstraksiyon iglemi 5 er ml metanol ile ii¢ kez
daha tekrarlandi, ayni hacme tamamlandi. 10 oc lik Hamilton Injektore
takilan Q.45 po luk organik HV tip filtre yardimi ile kapakli bir tiibe
siiztildii. (STOK III)

Stok I ve Stok III gbtizeltilerinden 1 er ml alinarak 25 ml lik
bir balon jojeye aktarialdi ve (70:30) Metanol-Su karigimiyla bu hacme
tamamlandi. Hazirlanan bu son gtzeltiden ii¢ kez 20,)1 injeksiyon:
yapalda.

5 mg Diazepam ihtiva eden Subat 1986 iiretim tarihli D5

20 kapeiil muhtevasi tartilarak porselen bir havanda iyice karig-
tirildi. 10 mg etken maddeye egdefer miktar tam olarak tartildi ve
santrifiij tiibline aktarildi. 2 mg Diazepam kapsiilleri btliimiinde yapilan
islemler sirayla tekrarlandi. (STOK IV)

_ kapsiilleri

10 mg Diazepam ihtiva eden Mart. 1985 iiretim tarihli D

10 . kapsiilleri

20 kapsﬁiAmuhteva31 tartilarak porselen bir havanda iyice karig-
tirildi. 10 mg etken maddeye egdefer miktar tam olarak tartildi ve
santrifij tiibiine aktarildi. 2 mg Diazepam kapsiilleri botliimiinde yapilan
iglemler sirayla tekrarlandi. (STOX V)

Bu deneye ait kogullar TABLO I ile ayni olup kullanilan akig hiza
0.8 ml/dak. dar.
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Daha ©nce de belirtildi¥i gibi tek bir konsantrasyon ii¢ kez
injekte edilmig ve {i¢ injeksiyonun ortalamasindan sonuca gidil-
migtir. Bu deneye ait sonuglar TABLO V » TABLO VI wve
TABLO VII'degisterilmigtir.

D,

10 mg diazepama egdefer miktar 769.65 mg olup 769.9 mg lik
bir tartim alinmigtir. Buna gore kapsiil i¢cinde 2 mg etken madde

kapsiilleri =

var ise 20 pl injeksiyon hacmi igerisindeki bulunmasi gereken mik-
tar 0.16000 pg/20 pl dir.

STOK 1 STOK IIX Hesaplanan |Hesaplenan |Bulunan [Grafikten [% Hata

ilave ilave STOK I STOK III STOK III jokunan
edilen edilen konsantras-| konsantras-| konsan- STOK III
yonu yonu trasyon~ [konsan-
(ml) (ml) Yari ve (trasyonu
ortala—~
masi

(ve/20p1) | (pe/20p1) | (vg/2041) (pa/20p1)

1 1 0.16 0.16000 0.16303% 0.1643 2.6X7
0.16297
0.16299
ort=
0.16299
Diizeltilmig Tartilan D, kapsiil- Bu tartim- D, kapsiil=
konsantrasyon lerinde hegaplanan da bulunan %saflik lgrinde bu-
(ye&/20p1) etken madde miktara etken medde lunan etken
(mg) miktar: (mg) medde mikta-
. r1 (mg)
0.16419 10.0032 10.262° 102.59 2.052

TABLO V ~ D2 kapsiillerinden alinan sonuglar

USP XX'nin gbéstermis oldufu 9%90+110. limitlerine uygundur.
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D5 kapsiilleri =

10 mg diazepama egdefer miktar 308.29 mg olup 308.2 mg lik bir .
tartim alinmigtir. Buna gore kapsiil igerisinde 5 mg etken madde
var ise 20 pl injeksiyon hacmi igerisindeki bulunmasi gereken mik-
tar 0.159952 pg/20 pl dir.

STOK I | STOK IV| Hesaplanan |Hesaplanan |Bulunan [Grafikten % Hate

ilave | ilave STOX 1 STOK IV STOK IV |okunan
"edilen | edilen | konsantras-|konsantras-f konsan- [STOK IV
(m1) (ml) yonu yonu trasyon- lkonsan-
lari ve |[trasyonu
ortala-
masi

(pe/20p1) | (pe/20p1) | (p&/20p1) (ye/20p1)

1 1 0.16 0.159952 | 0.15207 | 0.1535 - 4.203
0.15187
0.15205
ort=
0.15199
Diizeltilmig Tartilan D_. kapsiil- Bu tartim- D,, kapsiil-
konsantrasyon | lerinde hegaplanan de bulunan |% saflik lgrinde bu-
(rg/20p1) etken madde miktari etken madde lunan etken
(mg) miktar:i (mg) madde mikta]
r1 (mg)
0.15323 9.997 9.517 % 95.80 4.79

TABLO VI - DS kapsiillerinden alinan sonug¢lar

i

USP XX' nin gbstermig oldufu % 90-110 limitlerine uygundur.
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kapsiilleri =

10 mg diazepama egdefer miktar 156.96 mg olup 156.9 mg lik bir
tartim alinmigtir. Buna gbre kapsiil iginde 10 mg etken madde var ise
20 y1 injeksiyon hacmi igerisindeki bulunmasi gereken miktar 0.15995
pg/20)1 dir.

STOK I STOK V Hesaplanan |Hesaplanan | Bulunan [Grafikten % Hata
ilave ilave STOK 1 STOK V STOK V  jokunan
edilen edilen konsantras-|konsantras~| konsan~ [STOK V
yonu yonu trasyon- konsan-
(m2) (m2) lari ve [trasyonu
ortala-
masi J
(pg/20p1) | (ye/20p1) | (pe/20p1] (pe/20p1)
1 1 0.16 0.15995 0.15096 [0.152 ~5.23026
0.15026
0.15029
ort=
0.15050
Diizeltilmig Tartilan I)l Bu tartim- D2 kapsiillérinde
konsantrasyon kapsiilleringe da bulunan | %saflik bulunan etken
(pe/20p1) hesaplanan etken madde madde miktara
etken madde miktari (mg)‘
miktary (mg) | (mg)

TABLO VII - D

10

kapsiillerinden alinan sonug¢lar

USP XX'nin gtstermig oldufu %90-110 limitlerine uygundur.
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» S

}Madde Retensiyon

Zemani (RT)
1. Pik Oksazepan 5.70
2. Pik Diazepgm Te4l

Sekil VI - D2 kepsilllerinden alinan bir kromatogram




Madde Retensiyon

zamani (RT)
1. Pik Oksazepam 5.67
2. Pik Diazepam Te41

Sekil VII - D_. kapsiillerinden alinan bir kromaticgranm

5




tadde Fetensiyon

Zamani (RT)
1. Fik Oksazepam 5.67
2. Pik Diazepam 741

Sekil VIII - D, . kapsiillerinden alinan bir kromatogram

10
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4. SONUG

Bu caligmada Yilksek Basingli Sivi Kromatografi Cihazi kullani-
larak diazepamin etken madde ve bir farmesttik gekil olan kiépsiille-
rinde miktar tayini ig¢in yeni bir ybntem geligtirilmigtir.

Kullandifimiz ytntemin esasi sivi-sivl kromatografisine dayan-
makta olup durgun faz olarak p -Bondopak C18 kolon, hareketli faz
olarak da defigik sistemler arvrasindan ¢aligmamiz ig¢gin en uygun olan
(70:30) oraninda Metanol-Su karigimi kullamilmigtir.

Pik alanlarinin nukayesesi esasina gdre Olgilim yapan elektronik
bir integrator yardimi ile elde edilen konsantrasyonlardan miktar
tayinine gegilmigtir. Sonuglar farmekope standartlarina uygundur.

Etken maddede yaptifZaimiz Slgilimlerin hassasiyetini saptamek igin
ayni gartlarla yapilan bir seri galigma ile aldifimiz sonuglardan
agafidaki formiile gtre standart sapma hesaplanmigtir =

- \2
S( %~ x )
n-l1
Buldufumaz bu sapma deferinden yararlanilarak galigtifimiz kon-

santrasyonun gergek defer aralifi agafidaki formiilden hesaplanarak
% 95 olasilikla saptanmigtir =

()
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Bunden sonra, okunan konsantrasyonlara kargi hazirlanan konsan-
trasyonlar yerlegtirilerek en kiiglik kareler ytntemine gtre bir dof-
ru grafifi elde edilmigtir. Preparatta miktar tayininde bu dogrudan

yararlanilarak diizeltilmig yeni konsantrasyonlar hesaplanmig, sonug-
lar elde edilmigtir.

Yiiksek Basingli Sivia Kromatografi ytntemiyle diazepamin etken
madde ve'preparaxlarlnda miktar tayini, heniiz farmakopelere gegme-
migtiro

Diazepamin farmasttik gekillerinden tabletlerinde {53) bu yon-
tem ile ¢aligilmig ise de internal standart olarak siva bir madde
olan benzen kullanilmig olup miktar tayini pik yliksekliklerinin ora-
n1 ile gergeklegtirilmigtir.

Caligmamizda; internal standart olerak oksazepam, diazepam
ile yakln;( maksimumunda ve benzer yapida olmasi nedeniyle ilk defa
bu galigmada kullanilmistir. Preparatlarda miktar tayinleri, litera~
tﬁ£dekinden farkli olarsk pik alanlarinin mukayesesi ile Yyine
bu galigmada gergeklestirilmiatii.

Yontem, minimum miktarda kimyasal madde ve ¢tzelti gerektirdipi
igin oldukga ekonomik olup sonuglar gok kisa bir siirede hassas bir
gekilde elde edilmektedir.
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OZET

Bu galigmada, Yilksek Basingli Sivi Kromatografi Cihazi kule
lanarak diazepamin etken madde ve kapsiillerinde miktar tayini
igin yeni bir ytntem geligtirilmigtir.

Durgun faz olarak tl-bondopak C18 kolon, mobil faz olarak
da Metanol-Su karigimi kullamilmigtir. Elekironik bir integra-
tér ile elde edilen konsantrasyonlardan miktar tayinine gegile
migtir. Yontem oldukga ekonomik ve hasses olup sonuglar gok ki-
sa bir siirede elde edilmigtir.

SUMMARY

In this work, a High Pressure Liquid Chromatography procedure
was developed for diazepam and its capsules analysis.

A reversed phase column and Methanol-Water mobile phase were
used., The method is simple, accurate and fast.

?. G u
viikseké§resm Kurulu
Nokiimantisyen Merkest



