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OzeT

Bu caligmada antiprotozoal etkili amprolyum HCI, kanin pihtilasmasini onleme agisindan etkili vitamin K3,
antimikrobiyal koruyucu etkili metilparaben ve propilparabeni bir arada i¢eren oral ¢ozeltisinin zaman agisindan
avantaji nedeniyle eszamanli bir HPLC yontemi ile miktar tayini ve validasyon c¢alismalar1 yapilmistir.
Analizlerde 25°C'de Inertsil C8-3 4,6 x 250 mm, 5 um kolon, 254nm’de dalga boyunda heptan-1-siilfonik asit
sodyum tuzu, glasiyel asetik asit, trietilamin tampon ¢ozeltisi ve asetonitril ve metanol kullanilmustir. Segicilik,
sistem uygunluk, dogrusallik ve dogruluk parametreleri ¢alisilmis ve kabul edilebilir sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitamin K3, Amprolyum HCI, Metilparaben, Propilparaben, HPLC

Quantitative HPLC Analysis of Vitamin K3-Amprolium HCI-
Methylparaben-Propylparaben in Oral Solutions

ABSTRACT

In this study, quantitative analysis and validation studies of oral solutions including antiprotozoal effective
amprolium HCI, preventing blood clotting effective vitamin K3 and antimicrobial preservative effective
methylparaben and propylparaben were performed in a simultaneous HPLC method due to its advantage in terms
of time. Analysis were carried out at 25°C by using Inertsil C8-3 4.6 x 250 mm, 5 um column, PDA dedector set
at 254 nm, mobile phase formed of a mixture of heptane-1-sulfonic acid sodium salt, glacial acetic acid,
triethylamine and acetonitrile and methanol. Selectivity, system suitability, linearity and accuracy parameters
were studied and acceptable results were achieved.
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|. GiRris

Amprolyum hidrokloriir, Coccidia parazitleri tizerinde etkili olan bir antiprotozoal faktor olan bir
koksidiyostattir [1,2]. Baz1 yaygin koksidus suslarinin ookistlerinin sporlanmasini inhibe eder
[3]. Amprolyum, tiamin metabolizmasina miidahale eden ve karbonhidrat sentezini 6nleyen bir tiamin
analogudur [4]. Amprolyum hidrokloriir su, metanol, etanol ve dimetil-formamid i¢inde ¢Oziiniir.
[zopropanol, butanol, etil asetat ve asetonitril iginde pratik olarak ¢dziinmez [4].

K vitamininin en ¢ok bilinen gorevi, pihtilagsma faktorleri yapiminda, saglikli kemik yapiminda ve
osteoporozun Onlenmesi ve tedavisinde rolii oldugunu gostermistir [5]. K3 vitamini sentetik bir
tirevdir. K vitamininin gesitli tiimor hiicre hatlarinin biiylimesini engelledigi de gosterilmistir [6-9].
Suda ¢6ziiniir, kloroform, metanol ve etil asetatta az ¢6ziiniir [10-12].

Metilparaben ve propilparaben genellikle antimikrobiyal koruyucu olarak kullanilir [13]. Metilparaben
antimikrobiyal aktivitesini pH 4-8 araliginda gosterir. Bakterilerde daha etkilidirler ve gram pozitif
bakterilerde gram negatiflere gore daha etkilidirler. Metilparaben suda az ¢oziiniir, trifluroasetik asitte
¢Oziiniir, etanol, eter ve aseton i¢inde ¢ok ¢oziiniir. Propilparaben ise su, etanol ve etil eterde ¢oziiniir,
kloroformda az ¢oziiniir [14].

Literatiirde AmprolyumHCI, sulfakuinoksalin sodyum ve Vitamin K3 sodyum bisiilfit (menadion
sodyum bisiilfit olarak) igeren tozlarin (A.S.K tozlar1) tayini igin HPLC metodu ve ZIC-HILIC kolonu
kullanilarak Amprolyum HCI ve Vitamin K'nin bir arada analizinin yapildigi goriilmektedir [15]. Bir
bagka caligmada ise HPLC metodu kullanilarak gida maddelerinde koruyucu maddelerin (metilparaben
ve propilparaben) tayinleri bir arada yapilmistir [16]. Ancak literatiirde 4 etken maddenin bir arada
calisgilmis miktar tayini metodu yoktur. Bu g¢alismada, antiprotozoal etkili amprolyum HCI, kanin
pihtilagsmasini 6nleme agisindan etkili vitamin K3, antimikrobiyal koruyucu etkili metilparaben ve
propilparabeni bir arada igeren, sitma hastaligi, kala-azar hastaligi ve uyku hastaligin1 ortadan
kaldirmaya yardimei olarak kullanilan bu oral ¢6zeltinin zaman agisindan avantaji nedeniyle
eszamanli kantitatif analiz i¢in bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Son zamanlarda ilag sektoriinde artik
birbiri ile kombine triinler ¢alisildigindan yaptigimiz ¢aligmanin farkli projelere de yararli olacagini
diisiinmekteyiz.

Il. MALZEME ve YONTEM

A. REAKTIF VE STANDARTLAR

Reaktif/Standart Adi Firma Seri Numarasi
Amprolyum HCI USP HOK314
Metilparaben EP 4
Propilparaben EP 4
Vitamin K3 EP 1
Heptan-1-siilfonik asit Merck K 48578106 704
sodyum tuzu
Glasiyel asetik asit PanReac AppliChem 0001069344
Trietilamin Merck S7047452 528
Metanol Merck 1837707 626
Asetonitril Merck 1820030 608
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Sekil 1. Oral ¢ozeltilerde bulunan dort etken maddenin kimyasal yapilar

B. ANALITIK YONTEM VE COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Yontem : HPLC

Cihaz : SHIMADZU Prominence, Shimadzu LC-20AT pompa, DGU-20A5 degazer,
SIL-20A HT otosampler, CTO-10AS VP kolon firin1, SPD-M20A PDA
dedektor

Kolon : GL Sciences Inertsil C8-3, 5um, 4.6 X 250 mm

Akis Hizi : 0.6 mL/dk

Dalga Boyu : 254 nm
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Enjeksiyon Hacmi 110 uL

Kolon Sicakhgi 125°C

Numune Sicakhg :25°C

Analiz Siiresi : 50 dakika

Tampon Cozelti : 6 g heptan-1-siilfonik asit sodyum tuzu tartildi ve 500 mL deiyonize suda

¢oziildii. Uzerine 12 mL glasiyel asetik asit ve 2 mL trietilamin eklendi.

Mobil Faz : Tampon ¢ozelti: Metanol: Asetonitril  (50:45:5, v/v/v) oraninda
karistirildiktan sonra degaze edildi.

Seyreltme Cozeltisi  : Su: Metanol: Asetonitril (50:45:5, v/v/v)

Stok Amprolyum HCI Cézeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 250 mg amprolyum HCI standard tartildi.
Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziiliip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. (c= 2,5 mg/mL)

Stok Vitamin K3 Cozeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 20 mg vitamin K3 standardi tartildi. Seyreltme
¢ozeltisi ile ¢oziiliip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltildi. (c= 0,02 mg/mL)

Stok Metilparaben Cozeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 18 mg metilparaben standardi tartildi.
Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziiliip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 5 mL alindi, 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltildi. (c= 0,018 mg/mL)

Stok Propilparaben Cozeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 20 mg propilparaben standard: tartildi.
Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziiliip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 100 mL’lik
balon jojeye aktarild1 ve seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltildi. (c= 0,002 mg/mL)

Standart Cozeltisi: stok amprolyum HCI, stok vitamin K3, stok metilparaben ve stok propilparaben
cozeltilerinden 4’er mL alinip 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve seyreltme ¢ozeltisi ile hacmi 20
mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus 0,45 mm PTFE filtreden siiziildii ve viallendi.
(CAmpronum HCl = 0,5 mg/ml—’ CVitamin K3 = 0’004 mg/mL, CMetilparaben = 0,0036 mg/mL, CPropilparaben =
0,0004 mg/mL)

Test Cozeltisi: 50 mL’lik balon jojeye 0,5 mL numune alinip seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziildii. Daha
sonra bu ¢ozeltiden 4,0 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve seyreltme ¢ozeltisi ile
seyreltildi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus 0,45 mm PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Camprolyum
et = 0,5 mg/mL, Cyitamin ks = 0,004 mg/mL, Cpetitparaben = 0,0036 mg/mL, Ceropitparaben = 0,0004 mg/mL.)

I1l. BULGULAR ve TARTISMA

A. SECICILIK/SPESIFIKLIK

%100’lik c¢alisma konsantrasyonuna sahip Standart ¢ézeltisi, plasebo ¢ozeltisi, amprolyum HCI,
vitamin K3, metilparaben ve propilparaben ¢ozeltisi, numune ¢ozeltisi ve ¢oziicli sisteme enjekte
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edilir. Etken maddelerin alikonma zamaninda ¢oziicii veya plasebodan kaynaklanan herhangi bir pik
olmamalidir. Birbirine yakin iki pik arasindaki rezoliisyon minimum 2,0 olmalidir. Ayrica amprolyum
standart kromatograminda amprolyum HCI ve 2-pikolin pikleri arasindaki rezoliisyon minimum 7,0
olmalidir. Numune igeriginde etken maddelerin degerleri sdyledir; AmprolyumHCI: 250 mg/mL,
Vitamin K3: 2 mg/mL, Metilparaben: 1.8 mg/mL, Propilparaben: 0.2 mg/mL. Etken maddeler igin
elde edilen miktar tayini sonuglarinin yiizde bagil hatalar1 £%2,0 arasinda olmalidir. Gelistirdigimiz
yontem ile elde ettigimiz miktar tayini sonuglar1 ise; AmprolyumHCI: 248,2 mg/mL, Vitamin K3:
2,021 mg/mL, Metilparaben: 1,811 mg/mL, Propilparaben: 0,2012 mg/mL seklindedir. Sonuglarimizin
gercek numune gergek numundeki degerlere gore yiizde bagil hatasinin +%?2 arasinda oldugu
goriilmektedir.

uVv
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Sekil 2.Secicilik Cozeltilerinin Kromatogrami

Tablo 1. Etken Maddelerin Rezoliisyon Degerleri

Standart R.T. Alan Rezoliisyon
Vitamin K3 4,678 191520 0
2-pikolin 8,039 109543 18,0
Metilparaben 15,006 373386 5,4
Amprolyum HCI 18,438 13100609 5,0
Propilparaben 39,675 37605 3,8

B. SISTEM UYGUNLUK SARTLARI

Hazirlanan standart (%100) ¢ozeltisinden ardisik olarak 6 enjeksiyon yapilarak pik alanlar1 ve piklerin
alikonma zamani (RT) arasindaki bagil standart sapma (RSD) degerleri incelendi. Aymi
konsantrasyonda ikinci bir standart ¢6zeltisi hazirlanip ardisik 3 kez sisteme enjekte edilip iki standart
arasindaki uyuma bakildi. Uyum % 98,0- % 102,0 arasinda olmalidir. Standart c¢dzeltisinin
enjeksiyonundan elde edilen etken maddelere ait piklerin teorik plaka sayis1 2000’den az olmamalidir,
kuyruklanma faktorii 0,8 — 1,2 arasinda olmalidir. Etken maddelerin (Amprolyum HCI, Vitamin K3,
Metilparaben, Propilparaben) ardisik 6 enjeksiyonuna ait pik alanlan arasindaki RSD < 92,0
olmalidir.
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Tablo 2. Sistem Uygunluk Parametrenin Sonuglari

ilt:ndart Vitamin K3 Amprolyum HCI Metilparaben Propilparaben
Ortalama Pik Alam
1 189954 13068550 373348 40705
2 188125 13012236 364749 39670
% Uyum
99,28 | 100,27 | 100,19 | 101,62
% RSD
0,09 | 0,06 | 0,27 | 1,55
Teorik Plaka Sayis1 (N)
3878 | 9276 | 9988 | 15080
Kuyruklanma Faktorii (Tf)
1,127 | 1,154 | 1,121 | 1,101

C. DOGRUSALLIK

Dogrusallik ¢aligmasi etkin maddelerin farkli konsantrasyonlarda dogrusal cevap verdigini kanitlamak
amaciyla yapilmaktadir. Etkin maddenin %50, %75, %100, %125 ve %150 c¢alisma
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan dogrusallik ¢ozeltilerinin her birinden
3’er kez enjeksiyon yapildi.

Konsantrasyon ve elde edilen alanlara karsilik cizilen grafikten yararlanilarak egriye ait egim, kesisim
degeri ve korelasyon katsayisi hesaplandi. R® degerleri simirlar (>0,995) igerisinde olup yontem
dogrusallik parametresine gore uygundur.

Tablo 3, tablo 4, tablo 5 ve tablo 6’da konsantrasyonlara karsi bulunan ve lineerlik denkleminden
hesaplanan sonuglar goriilmektedir. Sekil 3, sekil 4, sekil 5 ve sekil 6°da vitamin K3, amprolyum HCI,
metilparaben ve propilparaben dogrusallik grafikleri goriilmektedir.

Y=mX+n

Y= Alan [ hesaplanan ]

X = Konsantrasyon [ mg / mL]

m = Regresyon dogrusunun egimi

n = Dogrunun Y-eksenini kestigi nokta

R? = Korelasyon katsay1s1
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Tablo 3. Vitamin K3 konsantrasyona bagli kromatogram sonuglart

Cozelti Seviyesi Teorik Kons. Calisilan Kons. Ort. Alan RSD (%)
(%) (mg/mL) (mg/mL) (MAU*s) 0
50 0,0020 0,0022 94346 0,12
75 0,0030 0,0032 136796 0,19
100 0,0040 0,0043 183288 0,07
125 0,0050 0,0054 229790 0,08
150 0,0060 0,0065 283817 0,07
m 43788708,94
n -3166,6
R’ 0,9981
y=mx+n 43788708,9366x - 3166,6000
Vitamin K3
300000
250000 y = 43788708,9366x - 3166,6Q
_ R? = 0,9981
@ 200000 -
-
<E( 150000 -
= 100000 -
@©
< 50000 -
O T T T
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080
Konsantrasyon (mg/mL)
Sekil 3. Vitamin K3 dogrusallik grafigi
Tablo 4. Amprolyum HCI konsantrasyona bagli kromatogram sonuglari
Cozelti Teorik Kons. Calisilan Kons. Ort. Alan RSD (%)
Seviyesi (%) (mg/mL) (mg/mL) (MAU%*s) 0
50 0,25 0,245 6688408 0,01
75 0,38 0,368 9664416 0,03
100 0,50 0,491 12761506 0,04
125 0,63 0,613 16133446 0,03
150 0,75 0,751 19742328 0,02
m 25941474,74
n 192819,8341
R® 0,9995
y=mx+n 25941474,7438x + 192819,8341
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Amprolium HCI

25000000
. R2 = 0,9995
(2]
£, 15000000 -
<
£ 10000000 -
&
< 5000000 -
0 T T T
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
Konsantrasyon (mg/mL)
Sekil 4. Amprolyum HCI dogrusallik grafigi
Tablo 5. Metilparaben konsantrasyona bagl kromatogram sonug¢lar
Cozelti Teorik Kons. Calisilan Kons. Ort. Alan RSD (%)
Seviyesi (%0) (mg/mL) (mg/mL) (mAU*s)
50 0,0018 0,0019 186584 0,28
75 0,0027 0,0028 269993 0,48
100 0,0036 0,0038 359966 0,29
125 0,0045 0,0047 452532 0,24
150 0,0054 0,0057 543894 0,14
m 93373024,25
n 10146,5638
R’ 0,9996
y=mx+n 93373024,2524x + 10146,5638
Metilparaben
600000
|y =93373024,2524x + 10146,563
500000 R® = 0,0996
@ 400000 H
o)
E 300000 -
‘c 200000 -
©
< 100000 -
O T T T
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 5. Metilparaben dogrusallik grafigi
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Tablo 6. Propilparaben konsantrasyona bagh kromatogram sonuglar

Cozelti Seviyesi Teorik Kons. Calisilan Kons. Ort. Alan RSD (%)
(%) (mg/mL) (mg/mL) (MAU*s) 0
50 0,0002 0,0002 18432 1,72
75 0,0003 0,0003 27436 0,73
100 0,0004 0,0004 37231 1,80
125 0,0005 0,0005 45495 0,31
150 0,0006 0,0006 54916 0,92
m 86395286,88
n 950,9995
R® 0,999
y=mx+n 86395286,8849x + 950,9995
Propilparaben
60000
| y = 86395286,8849x + 950,999
50000 R = 0,990
@ 40000 -
3
B 30000 -
S 20000 -
< 10000 -
0 T T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
Konsantrasyon (mg/mL)
Sekil 6. Propilparaben dogrusallik grafigi
D. DOGRULUK

Yontemin dogrulugu, numune i¢indeki analiz edilecek maddenin hazirlanan konsantrasyonu (teorik
konsantrasyon) ile tayin sonucu bulunan konsantrasyonun (deneysel konsantrasyon) birbiri ile
yakinlig1 seklinde ifade edilir.

Her bir konsantrasyonda 3 dogruluk ¢ozeltisi hazirlanip her biri sisteme 3 kez enjekte edilecektir.

Analiz sonuglar1 % geri kazanim olarak ifade edilir ve asagidaki formiile gore hesaplanir. Her bir geri
kazanim sonucu %98,0- %102,0 arasinda olmalidir. % geri kazanim sonuglarinin ortalamasi %95

giivenilirlik sinirlar1 iginde olmalidir.

% Gerl kazanim =

Bulunan Konsantrasyon (mg / mL)

Hazllrlanan Konsantrasyon (mg / mL)

X100
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Tablo 7. Vitamin K3 geri kazanim sonuglart

% Dogruluk Coz. | Eklenen konsantrasyon Hesaplanan % Geri kazamim
(mg/mL) konsantrasyon (mg/mL)
50 1 0,00216 0,00219 101,49
2 0,00216 0,00219 101,26
3 0,00216 0,00219 101,48
100 1 0,00432 0,00434 100,42
2 0,00432 0,00434 100,36
3 0,00432 0,00433 100,31
150 1 0,00648 0,00648 100,04
2 0,00648 0,00656 101,13
3 0,00648 0,00651 100,44
Ortalama % Geri Kazanim 100,77

Geri Kazanim %’in 95% Giiven Araligi Sinirlar

100,35 -101,20

Tablo 8. Amprolyum HCI geri kazanim sonuglar

% Dogruluk Coz. Eklenen konsantrasyon Hesaplanan % Geri kazanim
(mg/mL) konsantrasyon (mg/mL)
50 1 0,250 0,254 101,75
2 0,250 0,254 101,58
3 0,250 0,253 101,49
100 1 0,499 0,494 98,93
2 0,499 0,499 100,02
3 0,499 0,494 98,92
150 1 0,749 0,747 99,80
2 0,749 0,756 100,95
3 0,749 0,751 100,24
Ortalama % Geri Kazanim 100,41
Geri Kazanim %’in 95% Giiven Arahg: Sinirlari 99,58 - 101,24

Tablo 9. Metilparaben geri kazanim sonuglart

% Dogruluk Coz. | Eklenen konsantrasyon | Hesaplanan konsantrasyon % Geri kazanim
(mg/mL) (mg/mL)
50 1 10,002 0,002 98,82
2 | 0,002 0,002 99,01
3 | 0,002 0,002 98,61
100 1 |0,004 0,004 101,37
2 |0,004 0,004 101,50
3 10,004 0,004 101,44
150 1 | 0,006 0,006 100,95
2 | 0,006 0,006 101,76
3 | 0,006 0,006 101,86
Ortalama % Geri Kazanim 100,59
Geri Kazanim %’in 95% Giiven Aralig1 Sinirlari 99,56 — 101,62
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Tablo 10. Propilparaben geri kazanim sonuglart

% Dogruluk Eklenen konsantrasyon | Hesaplanan konsantrasyon | % Geri kazamim
Coz. (mg/mL) (mg/mL)
50 1 |0,0002 0,0002 100,43

2 | 0,0002 0,0002 98,88

3 |0,0002 0,0002 99,24
100 1 | 0,0004 0,0004 98,82

2 | 0,0004 0,0004 99,23

3 | 0,0004 0,0004 98,97
150 1 | 0,0006 0,0006 100,58

2 | 0,0006 0,0006 100,06

3 | 0,0006 0,0006 100,95

Ortalama % Geri Kazanim 99,68
Geri Kazanim %’in 95% Giiven Araligi Sinirlari 99,07 — 100,30
V. SoNuC

Yapilan c¢aligmalar sonucu, 50 dakikalik enjeksiyon siiresinde 4 etken maddenin de ¢ikartildig:
eszamanlt bir HPLC yontemi gelistirilmis ve valide edilebilmistir. Etken maddelerin alikonma
zamanlari, vitamin K3 igin yaklasik 4,5 dakika; metilparaben i¢in yaklagik 15,0 dakika; amprolyum
HCI 18,5 dakika ve propilparaben igin ise 39,5 dakika olarak goriilmistiir. Sistemimizin segici
oldugunu gostermek igin, 4 etken maddenin alikonma zamaninda ¢6ziicii veya plasebodan
kaynaklanan herhangi bir pik goézlenmemistir. Amprolyum HCI ve 2-pikolin pikleri arasindaki
rezoliisyon 7,0’den biiylik bulunmustur. Birbirine yakin iki pik arasindaki rezoliisyon 2,0’den biiyiik
bulunmustur.

Sistem uygunluk sartlarinin tespiti igin tablo 2’den asagidaki sonuglar elde edilmistir ve buna gore
sistemimiz sistem uygunluk parametrelerini saglamaktadir.

e Alanlarin bagil standart sapmasi %2,0’den kiigiik bulunmustur.

e Ayni konsantrasyonda iki standart arasindaki uyum %99,2-%101,7 arasinda bulunmustur.

e Kuyruklanma faktorii vitamin K3, amprolyum HCI ve metilparaben i¢in 1,1-1,2 arasinda,
propilparaben i¢in ise 0,8-1,2 arasinda bulunmustur.

e Teorik plaka saylar1 3000°den biiyiik bulunmustur.

Dogrusallik parametresi i¢in elde edilen degerler her 4 etken madde i¢in elde edilen y-kesisim
degerleri %2’den kii¢iikk oldugundan yontemimiz dogrusallik parametresi agisindan uygundur. Elde
edilen korelasyon katsayist ve R’ degerleri de bunu desteklemektedir. Dogruluk parametresinin
belirlenmesinde vitamin K3 igin %100,77; amprolyum HCl i¢in %100,41; metilparaben i¢in %100,59
ve propilparaben igin %99,68 geri kazanim degerleri elde edilmistir. Bu sonuglar kabul kriteri olan
%98-%102 aralig1 igerisinde oldugundan yontemimiz dogruluk parametresine gore de uygundur.
Ayrica yontemin dogrulugunu desteklemek igin ger¢ek numune analizi de yapilmis ve ilag
farmakopisinin kabul ettigi sekilde % bagil hatanin +%2 arasinda oldugu goriilmiistiir.
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