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OZET

Bu galigmada, akig-enjeksiyon ve polarografinin dogru akim (DC), diferansiyel puls
(DP), artan amplitiidli puls (SIAP) ve sabit amplitiidli puls (SCAP) gibi teknikleri ile ilgili
olarak ambroksol HCI iin tayinine dayali yontemler tanitilmaktadir. Ek olarak, soylenen

maddenin potansiyometrik davranmiglar1 da incelenmistir.

Akig-enjeksiyon analizi deneyleri sirasinda ¢ozgen olarak su kullamlmigtir. 2 s lik

enjeksiyon yapilmig, tayinler 209 nm de gergeklestirilmigtir.

Polarografik ¢aligmalar igin en iyi tagiyict elektrolit 0.2M KCl, 0.2M tampon ve
%10 izopropil alkolden olugmaktadir. Belirlenen tagiyict elektrolit sisteminin pH 7 deki
gozeltisinde optimum polarografik parametreler, 4 mV.s”, 1000 din.cm? basing ve 0.8 s
damlama siiresi olarak bulunmugtur. Bu kosullarda, sistem yari-tersinir ve tekniklerin ilgili

akimlar: ambroksol HCI derigimi ile lineerdir.

Farmasotik tabletlerdeki ambroksol HCI iin tayini akig-enjeksiyon ve polarografik
yontemin bazi teknikleri ile gergeklestirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelere bagl olarak

memnun edici sonuglar elde edilmigtir.

Sonug olarak onerilen yontemler umut vericidir. Bu yontemler pratik ve segici olup

kalite kontrol laboratuvarlarina onerilebilecekleri duginilmektedir.

Anahtar kelimeler: Ambroksol HCI, Akig-enjeksiyon analizi, Polarografik analiz,

Farmasotik tablet, Potansiyometri



SUMMARY

Flow-injection and polarography with its certain modes such as direct current (DC),
differential pulse (DP), superimposed increasing amplitude pulse (SIAP) and superimposed
constant amplitude pulse (SCAP) methods based on ambroxol HCl determination are
described in this study. Additionally, potentiometric behaviour of mentioned compound

was also investigated.

Water was used as a solvent during the experiments of flow-injection analysis. 2 s

injection volume was used and detection was realised at 209 nm.

For polarographic studies, the supporting electrolyte consisting of 0.2M KCl, 0.2M
buffer at pH 7 and 10 % isopropyl alcohol was the best electrolyte. The optimum
parameters was found to be as rate of potential of 4 mV.s”, pressure of 1000 dyn.cm™ and
drop time of 0.8 s. In this conditions, the system was quasi-reversible and the related

currents of the techniques are linear with ambroxol HC] concentrations.

The flow-injection method and the certain techniques of polarography were applied
for the assays of ambroxol HCl in a pharmaceutical tablets. Satisfactory results were

obtained depending on the statistical evaluations.

In conclusion, present studies are seem to be a promising methods, they are

practical, sensitive and might be proposed for the quality control laboratories.

Key words: Ambroxol HCI, Flow-injection analysis, Polarography,
Pharmaceutical tablets, Potentiometry
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1. GIRIS VE AMAC

Ambroksol HCI, 4-[[(2-Amino-3,5-dibromofenil)-metiljJamino}siklohekzanol; N-
(trans-p-hidroksisiklohekzil)-(2-amino-3,5-dibromobenzil)amin  yapisinda, hidrokloriir
(HCl) tuzu seklinde bulunan bir ilag olup, mukolitik etkisi nedeni ile akciger
hastaliklarinda kullamlmaktadw. Madde ile ilgili yapilan c¢aligmalar daha ¢ok
farmakolojisine dayali olarak yogunlagmigtir (1-9). Bununla beraber kalitatif organik
analiz i¢in ince tabaka sivi kromatografisi (TLC) (10,11) yontemiyle yapilan ¢aligmalar
saptanmugtir. Miktar tayini ile ilgili olarak gaz-likit kromatografik (GLC) (12-13),
spektrofotometrik (14,15), yiiksek basingli sivi kromatografik (HPLC) (16-21) ve akig-

enjeksiyon (flow-injection) yontemine (22) iligkin ¢aligmalara rastlanmustir.

Bu ¢aligmada, laboratuvar kosullarimizda ambroksol HCl iin akig-enjeksiyon ve
polarografik yontemlerle miktar tayinine yonelik kosullarin optimizasyonu ve

potansiyometrik davramglarmnm incelenmesi amaglanmustir.

Uygun kosullarin belirlenmesinden sonra geligtirilen yontemlerin, ambroksol HCI
igeren tabletler i¢in kullanilabilirlifi ve yontemlerin ne derece gegerli oldugu istatistiksel

degerlendirmelerle ortaya konulmaya galigiimigtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Ambroksol HCI iin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ambroksol HCI, [trans-4(2-Amino-3,5-dibromobenzilamino)siklohekzanol]
kimyasal formutline sahip bir madde olup hidroklorir tuzu geklindedir. Kapali formiili

Ci3Hjg Bra Ny O HCl, molekiil agirthigts 414.57 dir. Agik formiili Sekil 2.1 deki gibidir.

Br NH2

CHZNH momn <:>— OH

Sekil 2.1. Ambroksol molekiiliiniin kimyasal yapisi.

Br

Kokusuz, beyaz tozdur. Metanolde tamiuyle, suda biiyiik 6l¢iide ¢oziinir. Dietil eter

ve kloroformda ¢6ziinmez.

Elementel analiz verilerine gore, % 41.29 C, % 4.80 H, % 42.27 Br, % 7.41 N ve
% 4.23 O igermektedir.

2.2. Ambroksol HCl iin Etki Mekanizmasi

Ambroksol HCl, bromhekzinin (N-Siklohekzil-N-metil-(2-amino-3,5-dibromo
benzil)-amonyum kloriir] metaboliti olarak benzer etki gosterir. Bromhekzinin kimyasal

yapisi Sekil 2.2 de verilmigtir.

+ ,CH3
Br CH>—N

Br

Sekil 2.2. Bromhekzin HCI in kimyasal yapist.

Yapilan klinik ¢aligmalar sonucunda ambroksol HCl iin oldukga iyi tolere edildigi

gozlenmig, istenmeyen yan etkileri olmadig: bildirilmistir. Bu hastalarin devam eden



tedavilerine ragmen (tedavide streptomisin, kortikosteroid preparatlari ve insiilin gibi

ilaglar olsa bile) sonucun etkilenmedigi bildirilmektedir (1).

Bromhekzin metaboliti olan ambroksol HCI, brongiyal sekresyonu artirict olarak
bilinir ve ekspektoran olarak kullanilir. Bu etkisinin yamsira, dirikoziiriyi artirma yolu ile
plazma irik asit diizeyini tersinir olarak diigiirdigii bulunmustur. Bu etkisi ambroksol HCI
in yitkksek oral dozlarma bagl olarak ortaya ¢gikarilmis ve bu dozlarda da iyi tolere edildigi
saptanmugtir. Oral kullanimda siiratle ve hemen tiimiiyle absorbe olup, yaklagik % 90 1

plazma proteinlerine baglanir. Eliminasyonun yaklagik % 801 renal yolla olur (2).

Kronik bronsit sendromunun en onemli 6zelligi, mukusun nicelik ve nitelik
bakimindan olugturdugu sikintidir. Bu durumda trakeobronsiyal sekresyonlara etkili birgok
madde kullanilir (3). Bunlarin etki mekanizmalar degisik sekillerde olabilir :

1- Teofillin, B-mimetiklerin etkileri gibi ser6z ve mukoz trakeobrongiyal bezlerin
stimiilasyonu geklinde,

2- Potasyum iyodiir, amonyum kloriir gibi mukus i¢indeki su igerigini degistirmek
seklinde,

3- Nervus vagus yolu ile stimiile edici etki gostererek (emetin, guaifenesin gibi ),

4- N-asetil -L -sistein gibi mukus siilfiir baglarinin ayrilmasi yoluyla etki ederek,

5- Mukus proteinleri, glikoproteinler ve DNA nin (tripsin, lizozim, DRNase ile)

digesyonu yolu ile etki ederek,
6- Tiloksapol gibi direkt mukus solubilizasyonuna etki ederek,

7- Bromhekzin, sobrerol, farrerol, damiodol, s-karboksimetil-L-sistein gibi mukusun
nicelik ve niteliginde degisiklik olusturacak sekilde, direkt trakeobronsiyal

bezler uizerine etki ederek.

Trakeobrongiyal sekretolitik bromhekzinin metaboliti olan ambroksol HCl ise farkli
bir mekanizma ile etkisini gosterir. En onemli etkisi, akcigerlerdeki surfaktan (yiizey
gerilim maddesi) sistemi tzerindeki stimiilan etkisidir. Tip II pnomositler tarafindan

yapilan (4) surfaktanin yapimi ve salgilanmasi, bir monosubstans olan ambroksol HCI



tarafindan artirtlir. Surfaktan, akcigerler i¢in hayati 6nemi olan bir maddedir ve ozellikle
alveollerin yuzey gerilimini azaltarak biiziigmesini ¢nler. Bu etkisiyle, Bebek Respiratuvar
Distres Sendromu (IRDS) ve Erigkin Respiratuvar Distres Sendrom (ARDS) larmin
tedavisinde faydali bir ilag olarak kullanilir.

Solunum sistemindeki biyokimyasal degigikliklerin aktif madde olan ambroksol HCI
ile olusturuldugu bildirilmektedir. Ambroksol HCI in tavsan ve kobaylarda trakeo-
bronsiyal sekresyonu artirdigi da ifade edilmektedir (5).

Ambroksol HC! iin mukokinetik aktivitesi de vardir. Boylelikle solunum yollar:

epitelindeki titrek tiiylerin hareketliligini uyararak, mukosiliyer transportu artirir (6).

Bu ilag kronik brongit tizerine etkilidir. Ama akut bronkodilatator aktiviteye sahip
degildir. Antibrongitik etki mekanizmasini agiklamanin olduk¢a giic oldugu ifade
edilmektedir (3).

2.3. Ambroksol HCI iin Metabolitleri

15 mg Ambroksol HCI, IV ve oral yoldan verilerek idrar ve plazmadaki metabolik
urinler aragtirilmigtir. IV ve oral yoldan kullanthsin metabolik tranleri etkilemedigi
gozlenmis ve biyotransformasyon reaksiyonlar1 sonucunda iki major metabolit verdigi
saptanmustir. Bunlar 6,8-dibromo-3-(trans-4-hidroksisiklohekzil) - 1, 2, 3, 4 - tetrahidro -
kinazolin ve 3, 5-dibromo-antranilik asittir. Bu metabolitlerin daha ziyade glukoronidler
gibi suda ¢o6ziinen konjugatlar seklinde atilan inaktif metabolitlere donigtikleri
bildirilmektedir (7).

Ambroksol HCI iin biyolojik sivilardaki nicel saptanmasi, *C ile isaretlenmis
formaldehit ile tiretilmis radyokimyasal ile bagarilmistir. Reaksiyonlar Sekil 2.3 de

gosterilmigtir.
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Sekil 2.3. Ambroksol HCI iin biyolojik sivilardaki metabolizma tiriinleri.

Ambroksol HCI tin rat, tavsan, kopek ve insanlardaki kargilagtirmali farmakokinetik
ve biyotransformasyon caligmalar1 sonucunda bu dort tiirdeki biyotransformasyon yolunun
birbirine benzer sekilde oldugu, sonugta dibromoantranilik aside donigtigi ifade
edilmektedir. Ana bilesikten konjugatlarin olustugu faz II reaksiyonlarimin yalnizca insan

ve tavsanlarda gozlendigi bildirilmektedir (8).

Farmakokinetik ve biyoegdegerlik olarak ambroksol HCI un farkhi

formiilasyonlarmimn, etki agisindan biribirlerine esdeger oldugu ifade edilmistir (9).



2.4. Ambroksol HCl iin Tayin Yontemleri

Musumarra ve ark. (10) standardize edilmis Ry degerli temel bilesenlerin analizi
‘yolu ile ilaglann simflandirilmasim saglayan, dort elient sistemli, ince tabaka sivi
kromatografi yontemi gelistirmiglerdir. Dortla ayirict sistem su sekilde agiklanmaktadur:
Etil asetat-metanol-% 30 amonyak (85:10:5), siklohekzan-toluen-dietilamin (65:25:10),
etilasetat-kloroform (50:50) ve aseton. Plaklarin potasyum hidroksit ile doyurulmus ve

362 ilacin denenmis oldugu ifade edilmekte, sonuglar tablolar seklinde gosterilmektedir.

Ambroksol HCl i¢in dizeltilmig Re. x100 degerleri; 7-15 ug miktarlar arasindaki

ilag i¢in yukarda agiklanan elient sistem sirasina gore 72,13,5 ve 70 olarak

bildirilmektedir. Standart sapma fark: 0.765 olarak verilmektedir.

Bu caligmada, ilaclarin simiflandinilmasinda kullamilmakta olan farkh ¢ozici
sistemli TLC uygulamalarinda PCA (Principal Component Analysis) nin istatistiksel
yaklasimlar i¢in uygun bir yontem oldugu aciklanmaktadir. Az sayida degiskenli PCA
uygulamalarinin, tim bilegiklerin iki boyutlu grafikle gosterilmesine olanak sagladig: ifade
edilmektedir. Ancak dort eliient sistem iginde standardize edilmig Re degerlerinin
siniflandirma i¢in yeterli olmadigi, daha farkli, 6rnegin gaz kromatografik, incelemelere
gerek duyuldugu belirtilmektedir. Bundan dolay1 sonraki g¢alismada PCA ve gaz
kromatografisi birlikte kullanitmgtar.

Musumarra ve ark. (11) tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada, onceki yontemde
belirtilen ilaglarin stasyoner faz olarak SE 30 kullanilarak gaz kromatografik davranislar
incelenmistir. 277 bilesigin SE 30 fazindaki gaz kromatografik alilkonma (retention)
indeksleri saptanmig ve bu 277 bilesigin PCA sonuglan bildirilmistir. Ambroksol HCI
i¢in, 280°C de alikonma indeksinin 2670 olarak bulundugu belirtilmektedir.

Dort ¢oziicii sistemde standardize edilmis Ry degerli TLC den turetilen PCA
caligmalarmin ve 277 bilesik i¢in SE 30 daki gaz kromatografik alikonma indeks

verilerinin 6zellikle analitik toksikoloji ag¢isindan énemli oldugu belirtilmektedir.

Schmid (12) tarafindan gergeklestirilmis olan ¢aligmanin basit bir ekstraksiyon
basama@ ve tiirevlendirme igleminden sonra segici olarak elektron-yakalayic1 detektor

(electron-capture detector - ECD) yardimi ile kapiller gaz-likit kromatografisi yontemini



kullanarak biyolojik sivilardaki ambroksol HCl iin duyarh ve siiratli bir sekilde tayini
olarak tanimlandig1, plazmadaki saptama simirinm 3 ng/mL oldugu, yontemin ambroksol
HCI iin insanlarda kullanilan tim farmasétik sekillerine uygulanabilecegi agiklanmaktadir.
Yontemde internal standart olarak ambroksole ¢ok benzeyen [trans-3-(2-amino-3,5-
dibromobenzilamino) siklohekzanol] hidrokloriir kullanildigi, ekstraksiyon igin en uygun
¢ozicliler olarak dietil eter ve toluen arasindan toluenin segildigi belirtilmektedir.
Tiirevlendirmenin iki agamada yapildidi, énce kinazolin formasyonu i¢in formaldehitle
muamele igleminden sonra alisiklik alkol fonksiyonu igin hekzametildisilazan ile sililasyon
islemi uygulandig ifade edilmektedir. Kromatografik sistemde kapiller kolon ile birlikte
duyarly, secici, glchi ve kapiller kolon ile uyumlu elektron-yakalayici detektor kullamldig
bildirilmektedir.

Colombo ve ark. (13) tarafindan yapilan ¢aligmada da yine elektron-yakalayici
detektor kullanildigr ve gaz kromatografisi ile biyolojik materyaldeki ambroksol HCI
tayininin gerceklestirildigi, yapilmig olan aragtirmanin amacinin basit, segici ve duyarl
GC-ECD yontemi ile kan, akciger dokusu, brongiyal aspirat ve idrarda ambroksol HCl1
aragtirmast oldugu ifade edilmektedir. Caliyma esnasinda sadece kiigiik miktarlarda
biyolojik siv1 veya dokuya gereksinim oldugu, trifloroasetik asit anhidriti ile yapilmig olan
turevlendirme igleminin ECD sinyallerini artirdigi belirtilmektedir. Yoéntemde internal
standart olarak pinazepam kullamildigi, pinazepamin tek bir halojen atomu igeriyor iken,
tirevlendirilmis molekilinin sekiz halojen atomu igerdigi, pinazepamin duyarlilikla

saptanabilmesinden dolay: internal standart olarak segildigi agiklanmaktadir.

Ambroksol HC], gaz kromatografisinde tirrevlendirilmeden analiz edilecek olursa
serbest hidroksil ve amino guruplarindan dolay1 kolon absorpsiyonu olacag: ve kuyruklu
pikler elde edilecegi digiiniildigiinden, tirevlendirilerek gaz kromatografisi igin uygun

analiz etme 0zelliginin saglandig bildirilmektedir.

Ilag, plazma ile alyuvarlar arasinda dagildig: icin, belirtilen gaz kromatografik
galigmanmin total kanda yapildigi, akciger dokusunda kandakinden daha yiksek
konsantrasyonda bulunusu nedeni ile yontemin farmakokinetik galiymalarda emniyetle
kullanmlabilecegi ifade edilmektedir (13).



Indrayanto ve Handayani (14) tarafindan yapilmus olan ¢aligmanin amacinn,
ozellikle tabletler halinde bulunan ambroksol HCl in rutin analizler igin basit
kromatografik ve UV-spektrofotometrik kantitatif analiz yontemlerinin gelistirilmesi

oldugu soylenmektedir.

HPLC ve GLC yontemleri ile ¢aligildig: belirtilen aragtirmada; HPLC i¢in UV-VIS
spektrofotometrik detektér, GLC icin alev-iyonizasyon (flame-ionization) detektor
kullamldigi bildirilmektedir. HPLC de mobil faz olarak asetonitril-amonyum asetat (10
nM) ile pH s1 4.0 e ayarlanmus trietilamin (10 nM) kullamldigi, akis hizinin 2.0 mL/dak,
dalga boyunun 245 nm oldugu agiklanmaktadir. GLC igin izotermal olarak 260°C ye
sittlmig kolon kullamldig, enjektor ve detektor isisinin 300°C, tastyict gazin nitrojen ve
akis hizinin 60 mL/dak oldugu, internal standart olarak siproheptadin hidroklorir
kullanildigy ifade edilmektedir. UV-spektrofotometrik galigmada maksimum dalga boyu
olarak 244 nm segildigi, katki maddelerinin spektrumu etkilemedigi belirtilmekte, her g
yontem i¢in hesaplanan saptama limitinin (limit of detection-LOD), miktar limitinin (limit
of quantitation-LOQ), dogruluk ve geri kazammlarinin lineer oluglar ile yontemlerin

gegerlilikleri gosterilmektedir.

Indrayanto ve Handajani (15) tarafindan yapilmig olan galigmada ise suruplardaki
ambroksol HCI 1un ters-faz (reverse-phase) HPLC ve UV-spektrofotometrik yontemleri
kullanarak kantitatif miktar tayini gerceklestirilmistir Cok sayida inaktif bilesenin
bulundugu sentetik suruplardaki bu bilesenlerin, yontemleri etkilemedigi, ticari
suruplardaki geri kazanimin her iki yontemde de oldukga iyi olmasina karsin, hangi
yontemin digerine gore daha dogru oldugunun saptanmasinin gii¢ oldugu, bunun nedeninin
de elde edilen orjinal konsantrasyonlarin goreceli olarak farkhiligindan kaynaklandig
belirtilmektedir.

Kromatografik kosullarin agiklanmasinda, mobil faz olarak sentetik suruplar igin
asetonitril-amonyum asetat (10 mM), asetik asit ile pH 4.0 a ayarlanmug trietilamin (10
mM) (20:80, v/v) kullamldigy, tiim ticari suruplarda di-n-butilamin ilave edildigi (25:75,
v/v) bildirilmektedir. Akig hizinin 2.0 mL/dak oldugu, 245 nm dalga boyunun segildigi

soylenmektedir.



UV-spektroskopi igin kalibrasyon egrisinin, gionlik olarak 0.02-0.10 mg/mL
derisim araliginda, 0.IN hidroklorik asit iginde hazirlandigi ve absorbans degeri igin

maksimum dalga boyu olarak 307.4 nm segildigi ifade edilmektedir (15).

Botterblom ve ark. (16) tarafindan yapilan ¢aligmada insan plazma ve idrarmndaki

ambroksol HCl iin siiratli ve duyarl bir gekilde tayininin amaglandigi a¢iklanmaktadir.

Biyolojik sivilardaki ambroksol HCI iin tayini igin UV detektor kullamlarak HPLC
yontemiyle (9) ve elektron-tutucu detektor kullanilarak kapiller gaz kromatografi
yontemiyle (12) ¢aligmalar yapildigi daha énce belirtilmigti. Her iki yontemde de basit bir
ekstraksiyon basamagi ve formaldehit ile tirevlendirme iglemi uygulanmakta, bu nedenle
daha ¢ok zamana ve dugik tayin limiti i¢in goreceli olarak daha biiyik miktarlarda
numuneye gerek duyulacag: agiktir. Ayrica ambroksol HCl iin (**C) formaldehit ile
radyokimyasal derivatizasyonunun yapildigi caligmalarda (7,8) TLC ile tayinden dolay:
¢ok sayida numune analiz edilebilmesine karsilik, kinetik ¢aligmalar i¢in uygun olmadigi

da agiklanmaktadir.

Bu ¢aligmada, HPLC yontemi ve UV detektor kullanarak, kiigiik miktarlarda plazma
veya idrar oOrneklerinden, digiik saptama siniri ile ambroksol HCl miktar tayininin

mumkin oldugu bildirilmektedir (16).

Mobil fazin asetonitril-metanol-0.01M fosfat tamponu (pH 7.0)-tetrahidrofuran (35
:35:27.5:2.5, v/v) dan olugtugu, akig hizinin 2.0 mL/dak oldugu, kromatografinin oda
stcakliginda gergeklestigi, tayinin 242 nm de yapildig: agiklanmaktadir.

Idrar ve plazma numunelerinin, 75 mg ambroksol HCI igeren yavas salinimlt
kapsulleri kullanan gonillilerden alindigi, plazma ve idrar orneklerinden analitik iglemler
sonucu hesaplanan kalibrasyon egrilerinin lineer oldugu bildirilmektedir. Yontemde, 0.5
mL plazma ve 0.1 mL idrar ornekleri kullanilarak giinde 50 - 60 numunenin iglenebilecegi,
5 ng/mL den kigilkk saptama limiti ile biyolojik sivilardaki ambroksol HCl in

incelenebilecegi ve ayrica kinetik ¢aligmalar i¢in de kullanilabilecegi ifade edilmektedir.

Nobilis ve ark. (17) yaptiklar1 g¢aligmada, insan plazmasinda ambroksol HCI un
yitksek basingli sivi kromatografik yontemle tayinini gergeklestirmiglerdir. Arastirmada,

mobil fazt olusturan asetonitrilin ¢ok az tiiketilmesi ile oda isisinda gergeklestirilen



yarigmali-iyon ters-faz kromatografisi ile ambroksol HCI in siiratle tayininin yapildig
agiklanmaktadir. Mobil fazin asetonitril - nonilamin (5:95, v/v) den olustugu, akis hizinin
0.9 mL/dak, tayinin 242 nm de UV-VIS detektor kullanilarak yapildig: ve tayin limitinin 4
ng/mL oldugu ifade edilmektedir.

Ters-faz HPLC ile gergeklestirilen yarigmali iyon kromatografisinin basit
bilegiklerin ve onlarin metabolitlerinin ayiriminda sikga kullamldig: belirtilmektedir. Uzun
alkil zincirli primer aminin (nonilamin) mobil faza ilavesi ile mobil fazin ayirim etkisinde
kuvvetli artig oldugu, piklerin genis ve simetrik belirdikleri ifade edilmektedir. Asit mobil
fazda protonlanmig nonilamin, solid faz yiizeyindeki silanol kalintilarim1 maskelediginden,
silanol-alkil amonyum etkilegsimi ile olugan ikinci nonilamin molekiili, hidrofobik
etkilegimlere karg1 stabil kalmaktadir. Silanol gruplannin dinamik blokaj: ile polar silanol-
ilag etkilesmesi azaldigindan daha kisa alikonma zaman ile geligmis, diizgiin gekilli ve
simetrik pikler elde edildigi belirtilmektedir. Caligmada 12 goniilliiniin plazmadaki ilag
derigimlerinin  6lglimii  ile g¢esitli farmakokinetik parametrelerin  hesaplandigi
bildirilmektedir.

Nieder ve Jaeger (18) tarafindan gergeklestirilmis olan ¢aligmada, segici olarak
ambroksol HCl iin insan plazmasindan HPLC yontemi ile miktar tayininin yapildig
bildirilmektedir. Belirtildigine goére plazma alkali ile tamponlanip eter ile ekstrakte
edildikten sonra organik c¢ozici dilie asit ile yeniden ektrakte edilip ters-faz HPLC
yontemi uygulanmigtir. Ayrica bu ¢aligmada, ambroksol HCI uin diger yontemlerden farkli
olarak, kuvvetli bir sekilde etkilendigi diger iki metabolitinden ¢ok iyi bir gekilde ayrildig:
ifade edilmektedir.

Asitlendirilmis su/tetrahidrofuran karigimi Gghi mobil faz, siyanopropil-silika
bilegimli polar sabit faz ve iyon-¢ifti (ion-pairing) ile ambroksol HCI iin metabolitlerinden
aymmnin saglandigt agiklanmaktadir. Rutin analizler i¢in UV detektor Onerilmekte,
tayinin 230 nm de yapildig:, tayin limitinin 5 ng/mL oldugu, internal standart olarak
propranolol hidroklorir kullanildigi,  yontemin siratli, segici ve duyarli oldugu

agiklanmaktadir.

Brizzi ve Pasetti (19) tarafindan farmasotik preparatlardaki ambroksol HCIl in

HPLC yontemi ile tayini gerceklestirilmigtir. Ambroksol HCI iin ampul geklinde enjektabl
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cozeltileri ile granillerinin oldugu, ampullerin ambroksol hidrokloriir ve sodyum fosfat
icermekte iken, graniillerin ambroksol hidrokloriire ilaveten bir miktar katki maddesi,
stabilizator ve tatlandirici igerdikleri, bunlarin sonucu etkilemedigi bildirilmektedir.
Farmasotik preparatlardaki ambroksol HCl tin kantitatif analizi icin gelistirilmis olan
yontem giinimiizde biyolojik sivilardaki ambroksol HCI tayini i¢in kullanildig: bildirilen
ters-faz HPLC yontemidir. HPLC yonteminde tigli solvent karigimi, 5 um stasyoner faz,
goreceli olarak yiksek akig hizi ve iyon-¢ifti kullanildigi agiklanmaktadir. % 80 (v/v)
asetonitril ve amonyum asetat, sodyum dodesil siilfat ve trietilaminden olusan mobil faz
sisteminin kullamldig, akis hizinin 1.5 mL/dak, alikonma zamanmmmin (tg) 4.0 dakika
oldugu, diizgiin sekilli piklerin elde edildigi, bunun da trietilaminin eluent karngimina
ilavesinin stasyoner fazdaki silanol gurup artiklarini bloke etmek suretiyle saglandig
belirtilmektedir. Ters-faz-HPLC yonteminin ambroksol HCl in farmasotik sekillerinin

kantitatif analizi i¢in dogru ve giivenilir bir yontem oldugu ifade edilmektedir.

German ve ark. (20) tarafindan yapilmig olan g¢aligmada HPLC kullamlarak farkh
¢Ozlich hacimlarinin ergotamin tartarat, astemizol, terfenadin, bromhekzin hidrokloriir,
kafein, ambroksol HCI, fenilefrin hidrokloriir, enalapril maleat ve betametazonun pik
yukseklikleri ve alanlar1 tzerine etkisinin aragtirildigi  belirtilmektedir. Ters-faz
kromatografik sistemde loopun farkli ebat ve gesitli hacimlarda denendigi, mobil fazdan
daha az kuvvetli enjeksiyon gozeltisi kullamldiginda astemizol, bromhekzin, ergotamin ve

terfenadin igin pik alanlan bakimindan degigik yanitlar alindig: ifade edilmektedir.

HPLC de incelenebilir degiskenin enjeksiyon sistemi oldugu, hatali olabilecegi, ayn
enjektor kullanilsa da arasira tekrarlanabilirligin saglanilamayabilecegi belirtilmektedir.
Olgiilebilen pik yiiksekligi ve pik alanlarindaki kantitatif problemlerin numune-g¢oziicii
etkilesiminden veya enjeksiyon sistemindeki adsorbsiyondan olabilecegi bilindiginden,
calisgmada baz ilaglarin HPLC enjektor loopunun i¢ yiizeyindeki adsorbsiyon etkilerinin
aragtirildign agiklanmaktadir. 20 yL loopun 60, 150 ve 300 pL sulu g¢ozeltiler ile
dolduruldugu, enjeksiyonda kullanilan hacimlara bagli olarak alan yamtlarinin arttig, elde
edilen sonuglarin basit bir adsorbsiyon mekanizmasi ile agiklanabilecegi ifade
edilmektedir. Mobil faz olarak kuvvetli bir ¢ozicii kullamildiginda, ¢ozicinin loopdan
akarak alikonacak maddeye desorbe olup olgiilecek alanin artmasina yol agtig1, metanoliin

mobil faz veya enjeksiyon solventi olarak kullanilmasi durumunda da enjeksiyon
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cozeltisinin ilag adsorpsiyonunu kuvvetle engelliyor olmasi nedeni ile hacima baglh
olmaksizin alan yanitlarinin degigmedigi bildirilmektedir. Sonu¢ olarak HPLC
caligmalarindaki bu problemin sabit hacimli enjektor loopu kullanilarak, ya da enjeksiyon
¢ozeltisi olarak ilaglarin en uygun cozicilerinin segilmesinin ¢oziim olabilecegi ifade
edilmektedir.

Flores-Murrieta ve ark. (21) tarafindan yapilmig olan ¢aligmada amperometrik tayin
ile HPLC yontemini kullanarak insan plazmasinda ambroksol tayininin yapildig
bildirilmektedir. Zamammizda elektrokimyasal tayin yontemi yardimi ile yapilan HPLC
¢aligmalarinin, kolaylikla oksitlenip indirgenebilen organik bilesiklerin aragtirilmalarinda
yaygin bi¢imde kullaniliyor olmalarindan hareketle, tizerinde birkag oksitlenebilecek gurup
tagimast nedeni ile ambroksol molekiiliine uygulandigi agiklanmaktadir. Caligmada,
kinazolidion turevi olan pelanserinin internal standart olarak kullamldigi, yontem
sayesinde plazma orneklerinden ambroksolin dogru ve siratli bir gekilde tayininin

miimkiin oldugu ifade edilmektedir.

Kromatografide mobil faz olarak 0.1M fosfat tamponlu metanoliin kullaniidigy,
kolon 1s1simn 40°C, akis hizinin 1.5 mL/dak oldugu agiklanmaktadir. Ambroksol in 850
mYV da en yitksek pik degerinin elde edildigi belirtilmektedir. Kromatogramlarda alikonma
zamanlarimn internal standart ve ambroksol igin; 8.4 ve 114 dakika olarak saptandigy,

saptama limitinin 5 ng/mL oldugu agiklanmaktadir.

Perez-Ruiz ve ark. (22) ambroksoliin bromtimol ile olugturdugu bilesigin, sivi-sivi
ekstraksiyon teknigi ile kazanilip akig-enjeksiyon yontemini kullanarak sinyalleri
spektrofotometrik yolla degerlendirmek suretiyle tayinini gergeklestirmiglerdir. Tayinin
8x10%-4x10™M derisim aralizinda gergeklestigini ve saatte 40 analizin yapilabilecegini

savunmaktadirlar,
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Kullamilan Aletler

Kapiller elektroforezin enjeksiyon bolimi enjeksiyon ve yikamada, kapiller 0.75 p
i¢ ¢capli (Phenomenex) ¢ozeltinin iginden aktig1 bolim ve kapillerin agilmig penceresinden
¢ozeltinin absorbansim okuyan tarayict bir detektér Spectra FOCUS UV-VIS (Therma
Separation Products) kullamlmugtir. Detektor verileri bir Etacomp 486 DX 4-100
bilgisayarla yorumlanmaktadir. Toplanan veriler OS/2 Warp programu altinda ¢aligan PC
1000 (Version 2.6) ile irdelenmigtir.

Polarografik ¢aligmalar, Polaropulse Model PRG-5 polarograf, ti¢ elektrot sistemli
EGMA tipi polarografik voltametrik stant; damlayan civa, platin tel ve Ag/AgCl referans
elektrot (timi Tacussel) kullanilmigtir. Polarogramlar BBC Goertz Metrawatt Model SE
790 x-y kaydedici ile kaydedilmigtir.

pH olgiimleri M 822 Model (Elektromag) pH metre ile cam elektrot kullamlarak
yapimugtir.

Spektrofotometrik olgtimler, UV-2401 Model PC ¢ift 151k yollu spektrofotometre
(Shimadzu) ile kuvartz kiivetler (Sigma) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2. Kullamlan Kimyasallar

Caligmalarda kullanilan ambroksol HCI standardi Biofarma Ilag Sanayii Ltd. Sti.
(Istanbul) den saglanmistir. %99.8 saflikta oldugu belirtilmektedir. Deneylerde kullamlan
diger kimyasal maddeler E. Merck (Almanya) firmasinin uretimi olup analitik
safliktadirlar. Bu nedenle kullanilan standart ve diger kimyasal maddeler tizerinde daha

fazla saflagtirmaya gerek duyulmadan kullanilmiglardir.

Deneylerde analitik saflikta NaOH, K,HPO,, HCl, Izopropil alkol, KCl ve
Potasyumbiftalat kullaniimagtir.

Bidistile su laboratuvanimizda elde edilip tiim deneysel ¢aligmalardaki ¢ozeltiler bu

su ile hazirlanmgtir.
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Caligmanin miktar tayini ile ilgili boliminde kullanilan ambroksol HCI tabletleri ile

surup formilasyonlar: yerel eczanelerden saglanmugtir.
3.3. Islemler
3.3.1. Akis enjeksiyon yonteminde yapilan islemler

Akig enjeksiyon teknigi ile yapilan ¢aligmalarda, kapiller elektroforezin gii¢ kaynag:
digindaki botimleri kullanilmigtir. Bilindigi gibi, bu sistemde elektrotlar arasinda ¢ok ince
yarigaplt ergitilmig silikali kilcal kullanilmaktadir. Kilcalin yiizeyinde negatif yik
bulunmasi, ¢oOzeltinin gegisi strecinde bazi maddelerin adsorbe edilmesine neden
olmaktadir. Sonugta, bir daralmanin olugacagi, bunun da tekraredilebilirligin ve analizin
bagarisinin diigmesine neden olacagt agiktir. Sayilan bu nedenler yuzinden kapillerin
belirli analiz araliklarinda yikanmasi gerekmektedir. Yikama iglemi, bes dakika 0.1M
NaOH, bes dakika su gegirmekle yapilmaktadir.

Gerekli yikama iglemleri yapildiktan sonra kapillerden su gegirilerek temel
(baseline) absorbans elde edilmigtir. Kullanilan sistemde temel absorbansin sifirlanmasi
mimkiin olmaktadir. Boylece, ambroksol HCl ¢ozeltisinin absorbans: siirekli sifira

ayarlanmakta, okunan absorbans dogrudan aktif madde ile iligkili bulunmaktadir.

Bu amagla, stantdaki yuvalardan (carusel) birine, igerisinde su bulunan vial, diger
yuvalara kapillere ¢ozeltinin enjekte edildigi, i¢erisinde ilgili ¢ozeltinin bulundugu vialler
konulmugtur. Butin ¢ozeltiler Phenex mikrofiltreden (25 mm, 0.45 pum) gegirildikten

sonra kullaniimusgtir.

Bu sistemde, kullamlan parametrelere gore enjeksiyonlar yapilarak ¢iktilar alinmmsg

ve uizerinde degerlendirmeler yapilmistir.

Tabletlerde yapilan tayinlerde ise agagidaki yol izlenmigtir: 10 adet ambroksol HCI
tablet tartilmig, ortalama tablet agirligi hesaplanmigtir. Tabletler bir havanda toz haline
getirilmis ve koyu renkli kigiik bir sisede desikatorde saklanmigtir. Tayin i¢in bu toz
numuneden yeterince alinmig;, 100 mL lik bir balonjojeye konulmusg ve distile su ile hacmi

tamamlanmugtir. 2 dakika ultrasonik banyoda tutulmus ve sonra siiziilerek viallere konulup
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alete enjekte edilmistir. Akig-enjeksiyon yontemi ile tabletlerde miktar tayini

gergeklegtirilmistir.

Yontemlerin gegerliliginin aragtirilabilmesi ig¢in kargilagtrma yontemi olarak UV-
spektrofotometrik yontem secilmig, tabletlere uygulanan 6n iglemlerle kazanmlan aktif

maddelerin analizleri her iki yontemle yapilmusgtir.
3.3.2. Potansiyometrik titrasyon icin gerekli islemler

Potansiyometrik titrasyon igin tam tartimla 158.3 mg ambroksol HCI tartimig, bu
toz bir behere alinmustir. Ambroksol HCI iin sudaki ¢6ziiniirligiiniin fazla olmasi yiiziinden
50 mL suda ¢oziilmustiir. S6zii edilen beherin igerisine pH metrenin cam elektrodu ile 0.1
mL lik ilavelerin daha hassas yapilabilecegi 25 mL lik buretin ucuna takili dar plastik
borunun ucu daldirilmigtir. Biiretin igerisine konulan 0.0449N sodyum hidroksit ¢ozeltisi
ile titre edilmigtir. Her 0.1 mL ¢ozelti ilavesinden sonra pH degerleri kaydedilmistir.

Sonugta degerlendirmeler tiirev alma yontemi ile gergeklestirilmisgtir.
3.3.3. Polarografik calismalar icin gerekli islemler
Polarografik ¢aligmalardaki iglemler iki boliim halinde ele alinmagtir.
3.3.3.1. Tasiyici elektrolit

Tagtyic1 elektrolit olarak bir ¢ok sistem denenmis, sulu elektrolit sistemlerinin
sagliyacagl ustunliikler gozonine alinarak bir bilesim olusturulmasma calistimstir. Bu
arada, ¢oziinurligi artirabilmek igin en az miktarda, organik ¢oziicii olarak izopropil alkol

bu bilesimde bulunacak sekilde tastyict elektrolit olusturulmustur.

Sonugta, % 10 izopropil alkol, 0.2M fosfat tamponu ve 0.2M KCI den olugan bir

elektrolit sistemi ile ¢aligilmustir.

pH incelenmesi siirecinde 1M HCl ve NaOH ¢ozeltileri kullaniimig, daha sonraki

caligmalarda ise pH 7 tampon sistemi igerisinde incelemeler gergeklestirilmigtir.
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3.3.3.2. Polarografik islemler

Polarografik caligmalarda kullanilan aletsel diizenek ile ilgili bilgiler yukarida
verilmigti. Karakteristikleri ve performansi cergevesinde caligmalar yapilmigtir. Aletsel
dizenegin en buyik ustunligi damlayan civa elektrotun her an ¢alisilabilecek sekilde
hazirlanmis olmasidir. Elektrot stantt iki bolimden olugsmaktadir, bunlardan biri

polarografik, digeri ise voltametrik ¢aligmaya olanak vermektedir.

Polarografik incelemelerde en iyi kosullarda calistimalidir. Ayrica, analitik ve
polarografik kosullarda incelenmekte olan maddenin davramiglarinin  aydinlatiimasi
gerekmektedir. Bunun i¢in, incelenmekte olan polarografik parametrelerin timii sabit
tutulmakta, iclerinden biri degistirilmektedir. Bu ¢aligmada, parametre olarak potansiyel
degisim  hizi, damlama siiresi, civa rezervuarina uygulanan basing ve sicaklik

incelenmisgtir.

Kayitlar; katodik yonde ¢esitli potansiyellerden baglanilarak ve doygun
gimily/gimisg klorir elektrota [Ag/AgCl (doy. KCl)] gore taranarak yapilmistir.

Polarografinin kullanilan teknikleri agisindan DC (dogru akim), DP (diferansiyel
puls), SIAP (asur1 yiklenmig artan genlikli puls) ve SCAP (agirt yiklenmis sabit genlikli
puls) polarografik teknikleri kullanilmagtir.

3.3.4. Gelistirilen yontemlerin tabletlere uygulanmasindaki islemler

Geligtirilen yOntemlerin tabletlere uygulanmasinda, modern farmakopelerde
belirtilen kogullara bagl kalinmistir. Bunun igin, 10 adet ambroksol HCI tablet tartiimig ve
ortalama bir tabletin agirhig1 hesaplanmustir. Tabletler bir havana konulup toz edilmis ve
igerigi renkli bir sigeye aktarilmugtir. Deneyler igin ortalama bir tablet agirligina denk
miktar tartim alinarak bir balonjoje igerisine aktarilmig, Uizerine yaklagtk 50 mL % 10
izopropil alkollii su konularak calkalanmigtir ve on dakika ultrasonik ¢alkalanmaya tabi
tutulmugtur. Cozelti filtre edilmis, kalinti ayni ¢ozelti ile yikanarak 100 mL ye

tamamlanmigtir

Spektrofotometrik ¢aligmalar i¢in bu ¢ozeltiler ayrica on dakika 2500 devir/dak lik

santrifijj iglemine tabi tutulmugtur.
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4. SONUC ve TARTISMA
4.1. Akis-Enjeksiyon Yontemi ile Ambroksol HCI iin Miktar Tayini

Son yillarda ¢ok ilgi goren tekniklerden biri olan bu yontem igin de diger
yontemlere benzer gekilde, c¢esitli parametrelerin optimize edilme kosulu vardir
Optimizasyon parametrelerinin, pik vyiksekligi ve pik genigligi Uzerinde etkisi
bulunmaktadir. Akig sisteminin dispersiyon tuzerine etkisi bulundugundan, bu

parametrelerin en iyi uyugtugu kosullarin ortaya konulmas: gerekmektedir.

Akig enjeksiyon parametreleri olarak;, ¢oziici cinsi, ¢Ozici sistemin pH si,
enjeksiyon hacmi, akig hizi ve ¢oziiciiniin igerisinde aktigt sistemin vzunlugu sdylenebilir.
Ambroksol HCI, suda yeterince iyi ¢ozindiiginden ¢oziicii sistemi olarak su segilmigtir.
Bu sistemde ¢ozeltinin pH simin incelenmesine gerek duyulmamistir ve maksimum
absorbsiyonun 209 nm oldugu saptanmugtir. Belirtilen bu kogullarda ardigik enjeksiyonlar

yapildiginda, birbirine egdeger, iyi sekilli, hemen hemen simetrik pikler belirmigtir.

1-5 saniyelik enjeksiyon hacimlarma karsi elde edilen yanitlarin iliskisi, 1-4
saniyelik enjeksiyon siiresi araliginda dogrusal ve orijinden gegen bir dogru
olugturmaktadir. 5 saniyelik sireye kargt gelen hacmun, bu dogrusalliktan saptifi

gozlenmektedir.

Derisimin etkisi arastirilirken 2 saniyelik enjeksiyon siresi kullamlmgtir. 1x107-
5.15x10*M derisimleri bu kosulda enjekte edildiginde dizenli artan yamtlar elde
edilmigtir. Sekil 4.1. a ve b, 1-5 saniyelik enjeksiyon siirelerine kargi elde edilen yanitlarin
iligkisiyle 1x10-5.15x10™M derisimleri arasinda enjekte edilen ambroksol HCl

¢ozeltilerinin Ozgiin egrilerini gostermektedir.

Derigimlere karst elde edilen sinyallerin [Sinyal (mV veya mAU) = 0.01 + 10582.5
C M), r=0.9998 ] esitligine uydugu bulunmustur.

Gorildigi gibi ambroksol HCl un bu tayin yontemi ile basanlabilecegi
anlagilmaktadir. Tekraredilebilirlik % 1.5, tayin limiti ise S/N = 3 kriterine gore 2.5x 10°M

olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.1. 1-5 saniye siireli hacimdaki sabit derigimli ambroksol HCl Gn pik
yiksekligi iligkisi (a) ve 1x10™-5.15x10"M derigimdeki ambroksol HCI
¢ozeltilerinin ozgiin egrileri (b).
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Tablo 4.1. Akig-enjeksiyon ve UV-spektrofotometrik yontemlerle ticari bir
ambroksol HCI tabletindeki tayinler ve istatistiksel sonuglari.

No Akig-enjeksiyon yontemi UV-Spektrofotometri
1 30.1 30.2
2 299 30.2
3 30.7 29.9
4 30.0 304
5 299 30.2
6 29.8 | 30.2
7 298 30.4
8 303 30.4
X 30.1 30.2
SD 0.3067 0.1685
RSD 1.020 0.557
CL 30.14 £ 0.26 30.2+0.1
t-test 0.922 t-tablo: 2.365
F-test 3.31 F-tablo: 3.79

Materyel ve yontemde verildigi sekilde 6n islemleri yaptlan ambroksol HCI
tabletlerinden kazanilan aktif maddeler, 209 nm de 2 saniyelik enjeksiyonla enjekte edilmig

ve elde edilen piklerin degerleri absorbansa gevrildikten sonra kalibrasyon denkleminde
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yerlerine konularak madde miktarlarina gegilmistir. Cozeltilerin geri kalamt UV-
spektrofotometrik yontemle 244.8 nm de 1.03x10° — 5.15x10°M arahginda lineer olan
derisimlerde analiz edilmig ve her iki yontemle bulunan kargilastirmali sonuglar Tablo 4.1

de toplanmgtir. Sonuglarin gegerliligi, olagan istatistiksel yontemlerle degerlendirilmistir.

Tablo 4.1 deki degerlendirmeler g6zonine alindiginda, bu galigmada gelistirilen
akig-enjekstyon yontemi ile kargilagtirma yontemi olarak kabul edilen UV-spektrofotometri

tayin sonuglar: arasinda 6nemsiz bir fark gozlenmektedir.

Yukaridaki istatistiksel degerlendirmelerdeki ustunligiinden bagka, 6n iglemlerden
sonra analizin ¢ok kisa bir surede yapilabilme, buna ek olarak otomatik enjeksiyon
yapabilen standlarla saatte 60 analizin yapilabilme gansi bulunmaktadir. Bu nedenle, ¢ok
sayida ambroksol HCI analizinin yapildigi rutin analiz laboratuvarlarinda bu yontemin

kullanilmas: énerilebilir.

4. 2. Potansiyometrik Yontemle Ambroksol HCl iin Tayini

Potansiyometri, standart maddeye sahip olunmadigi halde molekiiliin yapist ve

kiitlesi biliniyorken miktar tayininde kullanilabilen bir yontemdir.

Ambroksol HCl, tzerine HC1 baglanmig yalin ambroksolden olugmugtur. Temin
edilen maddenin saf oldufu gozoniine alindigmma gore, kantitatif oranlarda molekiliin
egdeger miktarlarda asit ve ambroksol igerdigi ortaya ¢ikar. Bu savdan hareketle
molekiilin tagidigi HCI tn titre edilebilecegi agik¢a goriileceginden, ambroksol HCI in
sodyum hidroksitle titre edilebilecegi diigtinilmugtiir.

Bununla iigili deneyler agagidaki sekilde gergeklestirilmigtir:

158.3 mg ambroksol HCI tartilmug, 50 mL suda ¢ozilmig, 0.0449N sodyum
hidroksit ¢6zeltisi ilavelerine kargi pH metredeki pH degigikliklerine gore

degerlendirilmigtir.
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Sekil 4.2. 158.3 mg Ambroksol HCI tin 0.0449N sodyum hidroksit ile elde edilen
potansiyometrik egrisi (a), bu egrinin birinci (b) ve ikinci (c) tirev egrileri.
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Yapilan deneyde ilave edilen sodyum hidroksit miktarina gore okunan pH degerleri,
vit+va/2 degerlerine karst ApH/Av yani birinci tiirev, baglangigtaki v degerlerine karst
A*pH/Av? yani ikinci tirev egrisi grafikleri Sekil 4.2 de gosterilmistir,

Ikinci tirrev egrisinden yararlanarak bulunan mL 8.6 dir. Hesaplamalar sonucunda
bulunan miktar ise 160.2 mg olmustur. Tartim miktar1 ile bulunan sonu¢ arasindaki oran
ise % 101.1 dir. Bu sonuglara gore; % 1.1 hatanin analitik kimyasal hata diizeyinde oldugu

soylenebilir.
4.3. Polarografik Yontemle Ambroksel HC] Tayini
4.3.1. Tasiyic1 elektrolit secimi

Polarografik galigmalarda tagiyict elektrolit bilegiminin, egrinin belirmesi, akimin
yuksekligi ve polarografik davramsglarinin sergilenmesinde ¢ok onemli bir faktor oldugu
bilinmektedir. Bu bilegimin belirlenmesinde oncelikle sulu sistemler tercih edilmektedir.
Bu sistemlerin yanit vermedigi durumlarda diger bilesim sistemlerine bagvurulmaktadir.

Bu ¢aligmada da olagan yol izlenmistir.

Sulfirik asit ve sodyum hidroksitten olugan tagsiyici elektrolit sistemlerinde

ambroksol HCl ile ilgili herhangi bir egri belirmemisgtir.
4.3.2. pH nmn stmir akim iizerine etkisi

Ambroksol HCI tin polarografisinin incelenebilmesi igin en uygun tasiyict elektrolit
¢ozeltisinin % 10 isopropil alkol, 0.2M KCl ve 0.2M fosfat oldugu bulunmustur.
Cozeltinin pH sinin ayarlanmasinda 1M HCI ve 1M NaOH kullanilmugtir.

Izopropanol derisiminin polarogramlar iizerine etkisi % 10-30 aralifinda incelenmis,
igerisinde % 30 ve tuizerinde izopropil alkol bulunan tagiyict elektrolitli polarogramlarda
bir deformasyon gozlenmigtir. pH 7.0 de DP teknigi ile ilgili kayt Sekil 4.3 de

verilmektedir.
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Izopropanol katilmadan alman kayitla % 10 izopropanollii ¢ozeltilerin gekilleri
arasinda bir fark bulunmamasina kargin, ¢ozinirliigiin artirilabilmesi, ileride dogabilecek

problemlerin 6nlenebilmesi amaciyla bu derigimin kullanilmasina karar verilmigtir.

% 20 Alkol

% 30 Alkol

Sekil 4.3. 1.89x10™M Ambroksol HCI igeren ¢ozeltinin (pH 7) igerdigi
izopropil alkol miktarina gore elde edilen polarogramlar.

Cesitli pH lardaki bu tasiyici elektrolit sisteminde; 1 s damlama sireli ve civa
rezervuarina 1000 din/cm’ basing uygulayarak -1000 mV potansiyelden baglayarak ve
katodik yonde tarayarak cegitli hizlarda dogru akim ve diferansiyel puls teknikleri ile
kayitlar yapilmistir.

Verilen kosullarda ambroksol HCI tin 1.8x10*M derisimindeki ¢ozeltisinin gesitli
pH larda DC ve DP polarogramlari Sekil 4.4 a ve b de gosterilmigtir.
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Sekil 4.4. 1.8x10*M Ambroksol HCI iin gesitli pH larda %10
izopropanol, 0.2M KCl ve 0.2M fosfat tamponu igerisindeki
DC (a) ve DP (b) polarogramlar:.
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Sekillerden goruldiigi gibi, iyi beliren egriler elde edilmis olup DC
polarogramlarinda kullanilan cesitli pH (6.19-9.00) larda egrilerin hemen hemen ¢akigik
oldugu gozlenmistir. Bu gozlem dogaldir ki, egrilerin DP  polarogramlar: tarafindan da
dogrulanmaktadir. Boyle bir sonug E;, (pik potansiyeli) ve ip (pik akimi) degerlerinin sabit

olmasi ile sonuglanmaktadir. Bu da meydana gelen iligkinin pH dan bagimsiz oldugunu

gostermektedir.

Genig bir pH araliginda, pik potansiyelleri ve pik akimlarindaki kararlihiga gore
caligilabilmenin g¢ok agik olmasina karsin, ara bir deger olan pH 7.0 mn en uygun pH

olacag dusiniilmily ve bundan sonraki deneylerde pH 7 deki tagiyict elektrolit ¢ozeltili

sistem kullanilmigtir.

4.3.3. Civa rezervuarma uygulanan basincin sinir akimu iizerine etkisi

9.09x10°M derigiminde, aym analitik ¢ozelti sisteminde hazirlanmus bir ambroksol
HCl ¢ozeltisinin -1500 mV da ki potansiyelde, basmnct 400-1400 din.cm™ arasinda

degistirerek elde edilen akimlarin sintr akimlarina kars: degisimleri incelenmistir.

Basincin sintr akim degerlerine gore iligkisi Sekil 4.5a ve basincin kare kokiine kars:

iligkisi Sekil 4.5b de sunulmustur.
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Sekil 4.5a. 9.09x10”°M Ambroksol HCI gozeltisinin -1500
mV da 400-1400 din.cm araligindaki basing
degerlerinin siur akimlarina karst degisimleri iligkisi.
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Sekil 4.5b. 9.09x10°M Ambroksol HCI ¢ozeltisinin -1500 mV da
400-1400 din.cm™ araligindaki basincin kare kokii degerlerinin
sinir akimlarina kars1 degigimleri iligkisi.

Polarografide basing degisiminin sinir akimina kargt olugturdugu degisim, o

maddenin polarografik akiminin cinsini belirlemede kullaniimaktadir (23).

Bilinen 4 tiir polarografik akim vardir ve bunlarin belirlenmesi ile ortaya gikarilan
polarografik  kosullarda, kantitatif caligmalarin  miimkin olup  olmayacag:
aydinlatilabilmektedir. Bu akim cinsleri; difiizyonel, adsorpsiyonel, kinetik ve katalitik
olarak acgiklanmaktadir. Polarografideki miktar tayinleri i¢in akimun cinsinin difiizyonel
olmasi arzulamr. Smmrh kosullarda adsorpsiyonel akimda da miktar tayinlerinin
yapilabileceginden s6z etmek miumkiindir. Genel bir bilimsel diigiince olarak, bir yontem
veya teknik igin olumsuz kabul edilen bir nokta, bagka biri i¢in olmazsa olmaz
kosulundadir. Ornegin; akimin adsorpsiyonel olmasi, styirma voltametrisinin temelini

olugturmaktadir.

Sekil 4.5 den gorildigi gibi basincin sinir akimma kargi degisimi ark tipi (a)
basincin kare kokii ise dogrusal (b) bir iligki sergilemektedir. Bu tir iligki, akimin cinsinin
difiizyonel olmasi seklinde yorumlanabilir. Gorildiigi gibi bu iligki saglanmaktadir. Buna

gore polarografik akimin gogunlukla difiizyonel oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Ancak, ambroksol HCI derisimlerinin basing iligkisi izerine etkisi aragtirildiginda,
derigimin artigina bagli olarak derigim-basincin kare koki iligkisinin yine dogrusal bir iligki
sergiledigi yalmz orijinden gegmedigi gorilmektedir. Boyle bir iligki polarografik akimin
cogunlukla difiizyonel olduguna fakat derigim arttik¢a, adsorpsiyon derecesinin de
artmakta oldugunu isaret etmektedir. Derigimlere bagl olarak, sinir akiminin basincin kare
koki ile ilgili grafik Sekil 4.6 da verilmigtir.
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Sekil 4.6. Cesitli derigimlerdeki ambroksol HCl ¢ozeltilerinin sinir
akimlari ile basincin kare koku iligkisi.
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4.3.4. Potansiyel tarama hizimin etkisi

Potansiyel tarama hiziari 0.8 s damlama zamani, 1000 din/om® basing kullanilarak,
aynt analitik kosullarda, ancak potansiyel tarama hizin1 2-20 mV/s arasinda degistirerek

DC ve DP polarografik tekniklerle kayitlar yapilmistir.

DP teknigi ile yapilan kayitlarda ilging sonuglar elde edilmistir. Dogaldir ki disik
hizlarda pikler yayvanlagmaktadir. Hiz arttikga meydana gelen pikler keskinlesmekte ve
simetrisi artmaktadir. Yalmz yitksek hizlarda tekraredilebilirlik disik olmaktadir. Bu olay
polarograf ile kaydedicinin aymi anda baglatilamamasina baglanmigtir. Bu yiizden, en

uygun potansiyel tarama hizinin 4 mV/s olduguna karar verilmigtir.

Belirtilen kogullarda elde edilen DP polarogramlan Sekil 4.7 de verilmistir.

I0.02uA

N

10 mVis

T T N
-1000 /1200 \/ -1400

Potansiyel

Sekil 4.7. Ambroksol HCI iin gesitli potansiyel tarama hizlarinda elde
edilen DP polarogramlari.
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4.3.5. Damlama siiresinin etkisi

1.87x10™*M ambroksol HCI ¢ozeltisinin, yukarida verilen analitik kosullarda 4 mV/s
potansiyel tarama hizinda, 1000 din/cm?® basingta damlama siiresini 0.4-2.0 saniyeler
arasinda degigtirerek -1500 mV da sunir akimlan kaydedilmis ve elde edilen veriler gegitli

fonksiyonlart gozoniine alinarak degerlendirilmisgtir.

Teorik gorige (23) gore, damlama siresinin t*° fonksiyonunun dogrusallig:,
polarografik akimin cinsinin difizyonel oldugunu belirtir. Elde edilen grafikte damlama
siiresinin 0.4 ile 1.0 s araliginda Sekil 4.8 de oldugu gibi, bu dogrusallifin saglandig: goze
carpmaktadir. Belirtilen nedenlerle en iyi damlama siresinin 0.8 s olarak belirlenmesine

karar verilmigtir.
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Sekil 4.8. 1.87x10*M Ambroksol HCl iin polarografik davramglar: tizerine
damlama siiresinin t*° fonksiyonunun 0.4 ile 2.0 s araliginda degigimi.
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4.3.6. Sicakhigin etkisi

1.87x10*M ambroksol HCI ¢ozeltisinin aymi analitik kogullarda, 0.8 s damlama
siiresi, 4 mV/s tarama hizli, 1000 din/cm® basing uygulayarak 27-39 °C arasi sicakligi
degistirerek sicaklik-sinir akimi degisimi incelenerek Sekil 4.9 daki grafik elde edilmistir.

0.3

i, (uA)

0.1

Sicakhik (°C)

Sekil 4.9. 1.87x10*M Ambroksol HCI ¢ozeltisinin sinr akimi
degerlerinin 27-39 °C aras1 degisimi.

Grafikten de goriildiigi gibi, sicakligin artigina paralel olarak dogrusal bir iligki elde
edilmektedir. Bu sonu¢ da bundan onceki deneylerde elde edilen sonuglan

dogrulamaktadir.
4.3.7. Elektrokapillerite

1.87x10”M ambroksol HCI ¢ozeltili ve sadece tastyici elektrolitinin igerisinde, her
100 mV da 10 civa damlasinin civa rezervuarindan serbest¢e diigmesi i¢in gecen siireye

karst uygulanan potansiyel grafigi Sekil 4.10 da verilmigtir.
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Sekil 4.10. Ambroksol HCI in elektrokapillerite egrisi.

Ambroksol HCI ¢ozeltisinin olugturdugu egrinin, tagiyict elektrolit egrisinin
altindan gittigi, yaklagik -300 ile -500 mV lar arasinda her iki egrinin de bir maksimuma
erigtigi gozlenmektedir. Bu sonug, ambroksol HCI iin ¢ozeltinin ylizey aktivitesine etkili

oldugunu belirtmektedir.

4.3.8. Tersinirlik (reversibilite)

1.4x10*M ambroksol HCl ¢ozeltisinin -1200 ile -1600 mV lar arasmda DP

polarogramlart anodik ve katodik yonde kaydedilmis ve elde edilen polarogramlarin
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elementleri Birke’nin (24) vermis oldugu degerlendirme sekline gore incelenmistir.

Kaydedilen polarogramlar Sekil 4.11 de gosterilmisgtir.

I 0.015pA

11200 . -1600

Potansiyel (mV)

Sekil 4.11. Ambroksol HCl 1in tersinirligi ile ilgili egriler.
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Tablo 4.11. Birke’ye gore tersinirlik ile ilgili kriterler.

E:-E° =|AE|

Tersinir

=1

- a 4
lp/lp

E¢ - E2 <|AE|

Y ari-tersinir

-a . C
zp/zp <1

3 - C
zp/zp >< ]

E;-E: =|AE|

Tersinmez

@ e
lp/lp <1

Tablo 411 de verilmis olan kriterlerin incelemesi ile tersinirlik konusunda karar

verilebilmektedir.

Egrilerin analizinden E¢ -E% = |AE| degerinin 60 mV, [i7 /i;' degerinin 0.55

oldugu bulunmugtur. Yukandaki kriterlerlerle karsilagtirnildiginda,  tersinirliin

tersinmezlige (irreversibl) yakin yan tersinir (quasi-reversibl) oldugu soylenebilir.
4.3.9. Yinelenebilirlik

2.92x10™M ambroksol HCI ¢ozeltisinin aym analitik kosullar ve 4 mV/s potansiyel

tarama hzi, 0.8 s damlama siiresi ve 1000 din/cm® uygulanan basingta bes kez kayit
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yapilmig ve pik akimlarmin goreceli standart sapmalarmin % 2.3 oldugu bulunmustur. Bu

sonuca gore, optimum kosullarda yapilan tayinlerde iyi sonuglar alinacagt sdylenebilir.
4.3.10. Organik faza cekilimi

5 ml 9.4x10™*M ambroksol HC! ¢ozeltisi iizerine 1 mL 0.1IM NaOH + 5 mL
kloroform konulmus, kloroform ¢ozeltisinden 1 mL alinip su banyosunda ugurulmustur.
Kalinti, elektrolit ¢ozeltisi ile seyreltilip optimum kosullarda DP polarogramlar

kaydedilmigtir.

Aym iglemler, 1 er mL 9.4x10™*M ¢ozeltiler alinip, tagiyica elektrolit gozeltileri ile

seyreltildikten sonra gerceklestirilmigtir.

Her iki kosulda da elde edilen DP polarogramlarin pik amplitiidleri kargilagtiriimug
ve hemen hemen ambroksol HCI in % 98 oraminda kloroform igerisinde dagilmig oldugu

bulunmusgtur.

Bu sonug, ambroksol HCI iin biyoyararlanim ve stabilite belirleyici ¢aligmalarinda

giivenle kullanilabilecegine igaret etmektedir.

4.3.11. Optimum kosullarin belirlenmesi ve polarografik tekniklere uygulams:

Biitin bu kosullarin incelenmesinden sonra, en iyi tasiyici elektrolit ¢ozeltisinin %
10 izopropanol, 0.2M KC1 ve 0.2M pH 7 fosfat tamponu oldugu bulunmugtur. Optimum
polarografik kosullar ise 4 mV/s potansiyel tarama hizs, 1000 din/cm® basmg ve 0.8 s
damlama siiresi olarak saptanmig, ancak buyiik farklilik olusturmadig: i¢in sabit sicaklik

kullanilmamis, deneyler oda 1sisimda yapilmstir.

Gorildigu gibi, optimizasyon ile ilgili galismalar dogru akim polarografisi ile
gerceklestirilmigtir. Bu kogullarda, DC polarografisinde elde edilen her bir sonucun DP,
SCAP ve SIAP polarogramlarina da yansiyacag: agiktir.

Bu noktadan hareketle, 9.36x10°M ambroksol HCI ¢ozeltisinin DC, DP, SCAP ve
SIAP polarogramlari kaydedilmis ve bu polarogramlar Sekil 4.12 de gosterilmigtir.
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Sekil 4.12. 9.36x10°M Ambroksol HCI ¢ozeltisinin
optimum kogullarda DC, DP, SCAP ve SIAP
polarogramlari.

4.3.12. Derisimin akim iizerine etkisi

Iyi beliren, yinelenebilen egrilerin elde edilmesinden sonra derigimin akim iizerine
etkisi aragtinlmigtir. Artan derigimlerde ambroksol HCl ¢ozeltilerinin polarogramlar
alinmig, her dort teknik ile kaydedilen polarogramiarda dogrusal iligkinin bulundugu
kogullar aragtiriimis ve bu noktalarda kalibrasyon caligmalar: yapilmugtir. Ilgili kalibrasyon
esitlikleri ve bunlarla iligkin bilgiler Tablo 4.1II de verilmektedir.
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Tablo 4.1I1. DC, DP, SCAP ve SIAP teknikleri ile
ilgili kalibrasyon esitliklerine iligkin bilgiler.

Polarografik teknik Kalibrasyon esitligi* Korelasyon katsayisi
DC i(LA)=806.17 C(M)+0.02 0.9998
-1500 mV
DP i(A)=290.6 C(M)+1.8x107 0.9988

pik yiksekligi (-1488mV)

SCAP i(LA)=1367.98 C(M)-2.03x10" 0.9999

degisik pik yiksekliklerinde

SIAP is(LA)=2911.42 C(M)+6.6x107 0.9999

degisik pik yiksekliklerinde

*DC igin derisim araligy: 8.99x10°M — 4.5x10*'M
DP, SCAP ve SIAP igin derigim arahklari 4.68x10°M — 2.34x10"*M

Tablo 4.111 deki degerlendirmeler gozonine alindiginda her dort yontemin de esit

agirlikl olarak kullamlabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Boyle bir sonugtan sonra, gelistirilen polarografik yontemin ilgili tekniklerinin, bir

yontemle kargilagtirilarak validasyonunun incelenmesi gerekmektedir.

Kargilastrma yontemi olarak, UV-spektrofotometrik yontem segilmigtir. Cozich
olarak %10 izopropil alkollii su kullamimigtir. Bu ¢6zgen igerisinde hazirlanan 2.33x10°M
ambroksol HCl ¢ozeltisinin, kor olarak ¢ozgen kullamlarak 200-400 nm lar arasindaki
spektrumu kaydedilmigtir. Bu spektrum Sekil 4.13 de sunulmaktadir.
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Sekil 4.13. 2.33x10°M Ambroksol HCI ¢ozeltisinin UV-spektrumu.

Aletten elde edilen ¢iktilardaki UV-spektrumu karakteristikleri Tablo 4.IV de

toplanmugtir.

Tablo 4.1V. Ambroksol HCl1 iin UV-spektrumu karakteristikleri.

pik vadi
Mnm) ABS Mnm) ABS
308.0 0.141 275.6 0.042
2448 0.461 232.4 0.332
209.6 1.631

Bu degerlerden gorildigi gibi en yiksek absorbans 209.6 nm de meydana
gelmektedir. Oysa bu dalgaboylarinda bir ¢ok maddenin absorpsiyonunun olabilecegi

gbzoniine alinarak 244.8 nm de ¢aligilmasinin daha yararl olacag: digtinalmugtuir.
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2448 nm deki kalibrasyon galismasinda 2.33x10” — 7.91x10°M derigim araliginda
[A =9655.9 C(M)+0.002; r = 0.9998] dogrusuna uyan esitlik elde edilmistir.

4.4. Ambroksol HCI Suruplarinimn incelenmesi

Ambroksol HC! in kloroform fazinda dagildig: saptandiktan sonra suruplardaki
tayini aragtirtlmugtir. Bu amagcla, 3 mL surup alinnus, tizerine 2 mL 0.1M sodyum hidroksit
konulduktan sonra, 7 mL kloroform katilip ayirma hunisine transfer edilmistir. 10 dakika
calkalandiktan sonra kloroform fazi aynilmig, tizerine 1 damla derigik HCI ilavesi ile tuz
haline gevrilmig ve kloroform fazi su banyosunda ucgurulmugtur. Kalint1 dizerine uygun
miktar tagtyic1 elektrolit katildiktan sonra, optimum kosullarda alinan DP polarogramiar,
ayni derigimde hazirlanan standart ¢ozeltilerin benzer kogullarda alinan DP polarogramlar:

ile karsilagtirdmgtir.

Suruplarda, DP polarogramlannin pik amplitiid yiikseklikleri kargilagtirilarak miktar
tayinine gidilmigtir. Sonugta surup uzerinde yazili olan teorik miktar ile deneysel olarak

bulunan miktar arasinda 5 deneyin ortalamasi olarak % 102.4 degeri saptanmugtir.
4.5. Gelistirilen Yontemin Ambroksol HCI Tabletlerine Uygulanmasi

Tabletler tizerindeki ¢aligmalar, deneysel bolimde verilen agiklamalar gergevesinde
yapildiktan sonra, uygun seyreltmeleri takiben kalibrasyon galigmalarina uyan kosullarda
polarogramlar1  almarak  degerlendirilmigtir.  Aymt  g¢ozeltilerden  yararlamlarak

spektrofotometrik miktar tayinleri de yapilougtir.

Istatistiksel degerlendirmeler, % 95 olasihk diizeyine gore hesaplanmigtir. Her bir
deney grubu arasinda standart sapma, tekraredilebilirligin olgusii olan goreceli standart

sapma, giiven araligt, F- testi degerleri hesaplanmigtir.

Ambroksol HCl in DC, DP, SIAP ve SCAP polarografik teknikleri ile UV-
spektrofotometrik miktar tayinleri ve sonuglarin bazi istatistiksel yontemlerle

degerlendirilmesi ile ilgili veriler Tablo 4.V de toplanmstir.
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Tablo 4.V. Ambroksol HCI tabletlerinde polarografik yontemle DC, DP, SIAP,
SCAP teknikleri ile UV-spektrofotometrik tayinlerinin istatistiksel sonuglari.

No DC DP SIAP SCAP | UV-Spektrofotometrik
1 29.3 29.6 318 29.9 29.0
2 29.6 30.0 319 29.9 29.6
3 29.7 30.0 323 30.1 29.6
4 299 30.2 323 30.1 29.6
5 30.1 30.3 32.5 30.1 29.7
6 303 30.6 327 303 29.7
7 30.3 30.7 329 303 29.7
8 303 30.5 329 30.7 299
9 30.9 30.5 325 30.1 30.0
10 31.0 30.5 326 30.1 30.2
X 30.14 30.29 3244 30.16 29.7
SD 0.54 0.34 0.37 0.23 032
RSD 1.79 1.13 1.16 0.77 1.06
CL +0.38 +0.24 +0.26 +0.16 +0.23
F-testi 2.9 12 1.4 2 Feaio=3.18

Tablo 4.V deki degerlendirmelerin 15181 altinda, F-testine gore polarografik
tekniklerin timii ile kargilagtrma yontemi olarak segilen UV-spektrofotometrik

yontemlerle yapilan miktar tayinleri arasinda anlamsiz bir fark oldugu gozlenmektedir. Bu
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da her iki yontemle yapilan analizler arasinda, sonug agisindan bir fark olmadigini ortaya

koymaktadur.

Yapilan bireysel analizlerin, analizi yapilan tablet kutusundaki miktari baz kabul
edilerek bulunan sonuglar, DC % 100.4, DP % 101.0, SIAP % 108.1, SCAP % 100.5 ve
UV-spektrofotometrik % 99.0 dur. Farmakopelerde 30 mg lik tabletlerde kabul edilebilir
limitin + 10 oldugu belirtilmektedir (25). Bu iligkiye gore, tabletlerin dozaj agisindan iyi
hazirlanmig oldugu, kalite kontrol degerlendirilmesi olarak kabul edilebilir bulundugu

soylenebilir,

Caligmamizda polarografik verilerin S/N=3 kriterine gore tayin limitinin 7.7x10°M
oldugu bulunmustur. Gergekte bu deger, c¢alisma duyarlilii ¢ok daha hassas degerlere
¢ekilerek daha ¢ok azaltilabilir. Yapilmig caligmalarda (12-15,22) tayin limitleri daha digik
diuzeylerde bulunmug olmasma kargin, segicilik acgisindan geligtirdigimiz polarografik
tekniklerin daha tstiin olabilecegini soyleyebiliriz. Cunkii ¢ok kiiglik hacimlarda ve ¢ok
dugik derisimlerde tayinlerin yapilabilmesi polarografinin yadsinamayacak avantajlar
arasindadir. Ayrica majistral preparatlarda katki materyalinin uzaklagtinlmasina gerek

kalmaksizin gesitli analizlerin yapilabilmesi de diger bir dstunlagidiir.

Sonu¢ olarak, bu g¢aliymada gelistirilen akig-enjeksiyon yonteminin daha ¢ok
farmasotik preparatlardaki tayinlerde, buna karsin polarografik tekniklerin ise belirtilen
tayine ek olarak, biyoyararlanim ve farmakokinetik uygulamalar igin segicilik, duyarlilik

ve ¢abukluk ag¢isindan kullanilabilecegi savunulabilir.
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