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Tiokonazol, imidazol sinifi bilesiklerin bir iiyesi olup, antifungal etkiye
sahip bir ilactir.

Bu calismada tiokonazol’iin UV spektrofotometrik, potansiyometrik,
kondiiktometrik ve siirekli akis injeksiyon analizi (FIA) yontemleri ile miktar
tayinlerinin  yapilabilirligi arastirdlmigtir.  Standart tiokonazol ile
calisildiginda UV spektrofotometrik, FIA, potansiyometrik ve fazla
miktarlarda tiokonazol i¢in kondiiktometrik yontemin uygill:mabilir
yiintemlér oldugu bulunmustur.

Gelistirilen yontemler preparatlara uygulanmis, preparatlardaki
tiokonazol miktari, kondiiktometrik titrasyonun uygulanabilmesi i¢in yeterli
olmadigindan bu yéntemin preparatlardaki tiokonazol tayini i¢in uygun bir
yontem olmadig1 saptanmistir. Diger yontemlerden elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve preparatlardaki tiokonazol tayini icin

kullanmigh ve uygun yoéntemler oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tiokonazol, Siirekli Akis Injeksiyon Analizi, UV-

Spektrofotometri, Potansiyometri, Kondiiktometri, Miktar Tayini.
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THE DETERMINATION OF TIOCONAZOLE BY FLOW
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Tioconazole is 2 member of the imidazole class compounds and is a
medicine that has antifungal effect.

The ability of quantity determination of tiocenazole with UV-
spectrophotometric, potentiometric, conductometric and FIA methods was
researched in this study. It was founded that UV spectrophotometric, FIA
and potentiometric methods are feasible for the determination on the
condition being worked with standart tioconazole. However the
conductometric method is suitable for the tioconazole which is in excess
amount. The methods which were developed were practiced to the factory
made pharmaceutical. Because the amount of tioconazole in the
pharmaceutics wasn’t sufficient for the conductometric titration to be
practiced, it was stabilized that this method wasn’t suitable for the
determination of tioconazole in the pharmaceutical preparations.

The results which were handed from other methods were evaluated and

it was founded that were useful and suitable methods for the determination

of tioconazole in the pharmaceutical dosage forms.

Keywords: Tioconazole, Flow Injection Analysis, UVv-

Spectrophotometry, Potentiometriy, Conductometry, Determination.
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1. GIRIiS VE AMAC

Tiokonazol, imidazol simfi bilesiklerin bir iiyesi olup duyarli mantarlarin
(dermatofit ve mayalarin) sebep oldugu ve Candida’ya bagh deri
enfeksiyonlarinda ayrica duyarli gram-pozitif bakterilerle komplike olmug

durumlarda etkilidir.

%1’lik pudra, %1’lik merhem ve 100 mg’lik tablet formlari bulunmakla

birlikte son yillarda merhem olarak kullanimi yaygindir.

Tiokonazol’in tayini igin gelistirilen ¢ok fazla yoéntem bulunmamaktadir.
Literatiirlerde  genellikle yiiksek performanshi sivi  kromatografi (HPLC)
kullanilarak yapilan ¢aligmalar yer almaktadir. Bu ¢aliymada tiokonazol’iin tayini
i¢in literatiirlerde yer almayan siirekli akis enjeksiyon analizi (Flow Injeksiyon
Analiz yontemi, FIA), UV spektrofotometrik ve titrimetrik yontemler gelistirilmig
ve bu yontemlerin farmasotik preparatlara (tablet ve merhem) uygulanabiliﬂigi

arastirilmustir. Uygulanan yontemler istatistiksel agidan degerlendirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI
2.1. Tiokonazol ile figili Genel Bilgi

Imidazol tirevi gesitli antifungal ilaglar 1978’den itibaren kullanilmaya
baglanilmgtir. Bu tir ilaglar genig spektrumlu fungustatik ilaglardir. Cilt ve
mukozolarin mantar enfeksiyonlart ile kronik mukakiitonéz kandidiyazis
tedavisinde diger ilaglara gore ustinliik gosterirler. Sistematik kullanilanlarin
¢ogunda anfoterisin B’den daha etkin degildirler, fakat ondan ¢ok daha az
toksiktirler.

Imidazol ve triazol tiirevi antifungal ilaglar mantar hiicrelerinin stoplazma
membranindaki ana stereol bilesigi olan ergosterol’un sentezini, 14 -
metillanosterol’un desmetildehidrolanesterola donigimii basamaginda inhibe
ederler. Bu donigimii yapan 14 o-demetilaz enzimi, bir mikrokozal sitokrom P
450 tiridir. Imidazol ve triazol tiirevi ilaglar bu stokrom P 450°yi selektif olarak
inhibe ederler. Mantarlardaki stokrom P 450°nin imidazol tiirevlerine olan
duyarhiligi memelilerin ayn1 enzimine kiyasla en az 1000 kez daha faziadir.
Imidazoller ve triazollere maruz kalan mantar hiicrelerinde 14a-metil sterollar
birikir ve bunlar membran fosfolipidlerinin asil zincirlerinin normal diizenini ve
membrana baglh belirli enzimlerin fonksiyonlarimi bozarlar; sonugta mantar
hiicrelerinin bityiimeleri inhibe edilir, ayrica hiicre membraninin gegirgenligi
bozulur. Bu grup ilaglarin antibakteriyel etkisi yoktur. Azol antifungal ilaglardan

olan Tiokonazol dermatofitozlara kars: ve sadece lokal olarak kullamlir.

Lokal kullamian azol tirevi anfungal ilaglar etkinlik ve yan tesirleri
yoniinden birbirlerine ¢ok benzerler. Uygulandiklant cilt bolgelerinden yavas
olarak ve diisik derecede absorbe edilirler. Belirgin bir sistemik etki

olusturmazlar {1].

Tiokonazol de dermatopidlere, Malessezia furfur ve Candida albicans’lara
karst antifungal etki gosteren genis spektrumlu, imidazole turevi ilaglarin bir
tiyesidir. Tiokonazol, baz1 gram-pozitif bakterilerine karsi in vifro olarak da
aktiftir. Gitniimiizde tinea enfeksiyonlarimn, pityriasis versicalar ve candiasislerin

tedavisinde %1’lik krem, losyon ve pudra halinde kullanlir. Tirnak



enfeksiyonlarinda  kullamildiginda, %28 (a/a)’lik bir ¢ozeltinin = giincel
uygulamalar 6 ya da 12 ay siirebilir [2] .

Yan etkiler olarak yanma, kasinma ve erythemayi igeren lokal reaksiyonlar
rapor edilmaistir [1].

Candida albicanslar 1 yok etmek ve onlarnn giiciini engellemek i¢in klinik
tedavide bes imidazoliin (klotrimazol, ekonazol, ketokonazol, mikonazol ve
tiokonazol) kullanulabilirligi kargilagtirilmugtir. Hastalardan alinan orneklerle

cahisildiginda tiokonazol’iin diger ilaglara gore daha aktif oldugu gozlenmistir [3].
2.2. Tiokonazol’iin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri _
Bir imidazol tiirevi olan tiokonazol, 1-[ 2- [ ( 2- klor- 3 thienyl ) metoksi ] 2-

( 2,4 — diklorfenil ) etil ] — 1H - imidazol olarak adlandirilir. Kapali formiili
CisH13ChLN,0S’dir. Molekiil agirhg: 387.7°dir. Molekiilin yapist Sekil 2.2.1°de

goruldigu gibidir.
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Sekil 2.2.1. Tiokonazol’iin molekiil yapis:

Tiokonazol beyaz, kristal yapili kati bir maddedir. Bazik karakterlidir.
pKa=6.5"dir [4]. Cozinurlagi incelendiginde suda ¢ok az ¢ozinirlige sahiptir.
Buna karsilik metanol, etanol ve kloroformda daha kolay ¢oziinmektedir [5]. Isik

ve hava gecirmez kaplarda saklanmalidir [6].



2.3. Tiokonazolle ile ilgili Yapilmis Cahsmalar

Dean ve ark[2] kemirgen besinlerindeki 4 antifungali (flukonazol,
tiokonazol, heksakonazol ve UK- 47.265) tayin etmek icin bir kantitatif metod
olarak siiperkritik sivi kromatografi yontemini geligtirmislerdir. Kromatografik
¢aligmalarda, siyano baglanmug bir silika kolon, 210 nm’de UV dedeksion ve
hareketli faz olarak siiperkritik karbondioksit ile modifiye edilmis metanol
kullanmiglardir. Modifiyerin konsantrasyonunun, sicakliginin ve kolon basincinin
antifungallarin alikonma zamanlarinin tizerindeki etkileri aragtinlmistir. Yontemin
kemirgen besinlerindeki antifungal analizi igin uygun bir metod oldugu
vurgulanmaktadir. '

Tiokonazol, %100 CO; kullamlmasina ragmen iyi bir sekilde elde
edilememis, agini genis pikler elde edilmistir. Modifer derisimin artinlmasi da pik
seklini diizeltmemigtir. Bu yiizden polar bir katki maddesi olarak trietilamin
kullanilmigtir. 01.25 ml trietilamin ve 50 ml metanol igeren bir hareketli faz
kullanildiginda tiokonazol’iin altkonma zamam azalmig ve pik sekilleri de 6nemli
olguide iyilesmistir.

Ferguson ve ark.[4] B-siklodekstrin yardimu ile tiokonazol enantiomerlerinin
aymm i¢in kiral CE (kapiler elektroforez) c¢aligmalari yapmiglardir. Bu
calismalarinda organik modifiyerlerin etkilerini aragtirmiglardir. Asetonitrili
kullanarak %0-15(v/v) araliginda organik modifiyer derigimindeki artisin,
baglanma sabitinin degerinde metanole gore iki kat disise sebep oldugunu
bulmuglardir. Su-organik ¢éziicii kangiminda CE ve sivi kromatografisi sonuglar:
arasinda gozlenen ve hesaplanan iliskiler arasinda uyumlu sonuglara ulagmiglar {ze
CE’nin kullamlabilecegini Onermiglerdir.

Wright ve ark.[7] tiokonazol ve onun potansiyel safsizhiklan igin yiiksek
performansli snﬁ kromatografik analizin geligtirilmesini arastirmuglardir. Ik
olarak ayirim kqsulla.nnm belirlenmesi iizerinde ¢aligmglardir. Tiokonazol i¢in
bir isokratik HPLC ayrilmasini ve onun potansiyel safsizliklarim gelistirmek igin
istatistik karistm dizaym tekniklerden yararlanmiglardir. Azaltilmig tabaka

yiksekligi, asimetrik pik ve kromatogramlarin sorgusu ig¢in uygun kalite



Olcitlerini kullanarak, en iyi kolon yeterliligi ureten degiskenleri ve en buyik
seciciligi saptamglardir.

Wright ve ark.[8] yaptiklar diger bir ¢alismada potansiyel safsizliklarin ve
bozunma Urlnlerinin tayini i¢in vyiksek basich bir sivi  kromatografisi
geligtirmiglerdir. Bu amagla tiokonazol ve birbirleriyle ilgili 1-{ 2-[ 3-thienyl )
metoksi]-2-( 2,4 diklorfenil ) etil } imidazol (A) ve 1-{ 2-[(2,5 — dikloro- 3-
thienyl ) metoksi ] — ( 2,4 diklorfenil etil } imidazol (B) bilesimleri i¢in UV-
gorunebilir spektrumlarim degerlendirmiglerdir. 1-{ 2-[(2,5 — dikloro- 3- thienyl )
metokst ] — ( 2,4 diklorfenil etil } imidazol (B) ve 1- { 2- [ ( 5-bromo — 2-kloro 3-
thienyl ) metoksi ] — 2 — ( 2,4 — diklorfenil ) etil} imidazol (C) spektrumlarinin
Onemli bir sekilde 6zdes oldugunu bulmuslar ve bu ytizden sadece bir spektrumu
tiokonazol’inkiyle karsilagilagtirmuglardir.  Spektrumlar arasindaki fakliliklari,
B’nin absorbsiyonu ile aym dalga boyundaki tiokonazol’iin oranlarini
hesaplayarak belirlémislerdir.

Bu sekilde en uygun dalga boyunu 260 nm olarak saptamislar ve
kromatografik ayirmalart bu dalga boyunda gergeklestirmiglerdir. Hareketli faz
olarak; 1-oktan silfonik asit (0.025 M), metanol, asetonitril (70:30), pH=4
trietilamin fosfat igeren tampon  (0.05 M) kullanarak, 12 dakika igerisinde iyi bir
ayirmanin olabildigini belirtmektedirler.

Berridge ve ark.[9] farmasotik formiillerde tiokonazol’a  yuksek
performansh stvi kromatografik yontemle tayin etmiglerdir. 225 nm’de dedektor,
mobil faz olarak MeOH-0.02 M KH,PO, ( 85:15 ) ve 5 um Hypersil ODS kolonu
kullamlarak HPLC ile farmasotiklerde (vajinal tablet, kremler, jelatin kapsiller ve
merhemler) tiokohazol’u tayin etmiglerdir. Katki maddelerinden ya da
¢oziculerden dnemli bir girisim gozlenmemistir. 0.02-0.6 mg/ml simirlan arasinda
dogrusal iliskiler elde etmislerdir. Geri kazanimi %0.8-1.7’lik relatif standart
sapma ile %98—-103 olarak bulmuglardir. Ayrica yontemin tekrarlanabilirliginin de
cok iyt oldugunu belirtmektedirler.

Berridge [10] tiokonazol’in analizinde bir grafit karbon kolon ile yiksek
performansli sivi kromatografiyi kullanmigtir.

Tiokonazol ve kirlilikleri, gok biiyiik bir grafit karbon kolon ile hareketli faz
olarak %1 NH,OH iceren THF-H,O kullanilarak ve 220 nm’de yiksek

Anzdoly Universites
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performansl: stvi kromatografisi ile saptamigtir. Bu yontemin son derece tekrar
edilebilir, segici ve duyarlt oldugunu belirtmektedir.

Kublin ve ark.[11] yaptiklar1 ¢aligmada aktif maddelerin yaninda bulunan
trtinleri analiz etmek igin gaz kromatografisinin kosullarini saptamuglardir.

Bunun igin bir alev iyonlagma dedektorii ve 2 m siitun cami ile donatilmis
bir gaz kromatograf Philips Unicom PU 4550 ve %10 UCW-98 Chromosorb
WAW (80-100 mesh)’le denklenmig 0.4 cm’lik i¢ gapli kolon kullanmiglardir.
Standart ¢ozeltileri (%1 metanolik), metronidazol, tiokonazol, ekonazol,
isokonazol nitrat, ketokonazol, bifonazol, klotrimazol, klormidazol ve mikonazol
kullanilarak hazirlamiglar ve her bir ¢6zeltinin 3 ul’sini kolona injekte etmiglerdir.
Optimize edilen kosullarda alikoyma zamanlarint metronidazol igin 0.64 dak.;
klormidazol igin 2.03 dak.; tiokonazol igin 5.77 dak; ekonazol nitrat igin 6.37
dak.; bifonazol igin 7.03 dak ; isokonazol nitrat igin 7.85 dak. ve mikonazol igin
8.25 dak. olarak bulmuslardir.

Ozoi- Tuncel [12] tiokonazol igeren pudra ve vajinal supozituvar seklinde
hazirlanan farmasotik  preparatlarin  farkh  sicakliklardaki  stabilitelerini
aragtirmigtir. Oda sicakliginda pudra i¢in 703 gun, vajinal supozituvarlarda ise
formiilasyona bagli olarak 165-670 giin igerisinde %10 tiokonazol kayb1 oldugunu
gozlemlemistir.

Gagliardi ve ark. [13] sampuan ve losyon gibi kozmetik formulasyonlarda
aralarinda tiokonazol’iin de bulundugu ¢esitli imidazol turevi antimikotiklerin
HPLC ile tayinini gerceklestirmiglerdir. |

Mobil faz olarak asetonitril:10° M NaClOs (pH:3) (15:85 v/v),
kullamildiginda, 220 nm’de bilesikleri saptamuglardir. Tiokonazol igin gelis
zamaninin 54.1 £ 0.6 dakikéda ve saptama sinirinin da 0.5 ng diizeyinde oldugu

belirtilmektedir.



3. DENEYSEL BOLUM:
3.1. Kimyasal Maddeler

Standart madde olarak kullamlan tiokonazol Pfizer ilaglari Ltd. Sti.
(Istanbul-Tirkiye)’den saglanmistir.  Sertifikalarda %99 saflikta  oldugu
belirtilmektedir. Bu nedenle daha fazla saflagtirilmadan kullanilmigtir. Tiokonazol
igeren farmasotik preparatlar ise yerel eczanelerden saglanmigtir. Tiokonazol’iin
cesitli derigimlerdeki gozeltilerinin hazirlanmas: siiresinde HPLC kalitede metanol
kullanilmugstir. Pbtansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyonlarda kullanilan iICl
¢ozeltisinin ayarlanmasi sirasinda ise NaHCOs’dan yararlamlmugtir. Seyreltmeler
icin kullamlan bidistile su, laboratuvarda tarafimizdan hazirlanmigtir. Tim

kimyasallar analitik safliktadir.
3.Z2. Aletler

Potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon iglemi WITW Sen-Tix 97 T
marka pH elektrodu ve WTW Tetracon marka kondiiktometrik elektrot ile
kombine edilmis WTW Multiline marka P4-Universal model pH metre-
kondiktometre ile yapilmistir. Spektroskopik ¢aligmalarda UV- 2401 PC, UV-
VIS Recording Spektrofotometre, FIA ile yapilan ¢aligmalarda ise SPD-10A UV
dedektor (Shimadzu) , (Shimadzu) LC-6A Liquid Cromatograph, (Shimadzu) C-
R7A Chromotopac marka yazici kullamlmigtir.

Cozeltilerin i¢indeki ¢ozinmiis gazlari uzaklagtirmak i¢in B-220 model

ultrasonik banyo kullantlmistir.
3.3. Uygulanan Yontemlerde Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. UV Spektrofotometrik Yontem

UV yonteminde kullamlmak iizere hazirlanan standart ¢ozeltiler igin, 19.4

mg tiokonazol almp 50 ml metanolde ¢ozilerek 1x10% M’hik ¢ozeltisi



hazirflanmigtir. - 1x10° M’hk gozeltiden 10 ml alinip metanolle 100 ml’ye
tamamlanarak 1x10* M’lik ¢ozeltisi hazirlanmustir.
Bu stok ¢ozeltiden hareketle uygun seyreltmeler yapilarak

1x10° M-5x10> M araliginda bir seri ¢ozelti hazirlamugtir.
3.3.2. Titrimetrik Yontemler

Potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon islemi uygulanmadan énce
titrant olarak kullanilacak olan HCI ¢ozeltisinin ayarlanmasinda primer standart
olarak NaHCO; kullamlmistir. 5’er kez yapilan potansiyometrik ve
kondiiktometrik titrasyonlar sonucunda HCI derigimi ortalama 0.0991 N olarak
hesaplanmistir. Standart madde ¢ozeltisi ise 195.7 mg tiokonazol tartilip 40 ml

metanolde ¢6zilmis ve tizerine 30 ml su ilave edilerek hazirlanmigtir.

3.3.3. Siirckii Akis Enjeksiyon Analizi (Flow Injeksiyon Analiz
Yontemi, FIA)

FIA yonteminde kullanilmak (izere asetat ve fosfat tamponlari
hazirlanmistir. 1 M asetat tamponu igin, CH;COONa.3H,O’dan 68 g tartilip su
ile 500 ml’ye tamamlanmis ve pH 2-6 aralifinda ¢ozeltileri hazirlanmigtir. 1 M
fosfat tamponu i¢in, K;HPO4’den 87g tartthp 500 ml’ye su ile tamamlanmigtir.
pH 7-12 aréhgmda cozeltileri hazirlanmigtir. Cozeltilerden 100 ml alinip derisik
HCl ya da doygun NaOH ¢ozeltisi ilavesiyle pH’lar istenilen degere
ayarlanmistir.

FIA ybntemi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltilerde 21.3 mg tiokonazol alinip
metanolle 50 mP’ye seyreltilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 10 ml alimp metanolle
100 ml’ye seyreltilmis ve 1x10™* M’lik ¢ozelti hazirlanmistir. Bu gozeltiden
hareketle uygun seyreltmeler yapilarak 1x10° M - 5x10™° M derisim araliginda bir
seri ¢ozelti hazirlanmugtir.

Tasiyict faz olarak %10’luk metanol kullaniimigtir.



4. SONUC VE TARTISMA

4.1.Tiokonazol’iin UV Spektral Karakteristiklerinin Incelenmesi

Standart * tiokonazol’in UV spektrofotometrik yontemle incelenmesi
amactyla 3x10° M derisimde metanol igerisinde spektrumlan alinmigtir. Olgiim

kosullar1 boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi ayarlanmustir.

1000 4
090
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0.700
0.600.

0.500
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0.4004
0.300-
0.2004

0,100
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Sekil 4.1.1: Tiokonazol’iin UV Spektrumu (3x107> M derisimde, metanolde)

Sekil 4.1.1.de goruldigi gibi 204 nm’de oldukga belirgin bir pik, 219 nm’de
ise 204 nm dalga boyunda gozlenen dalga boyundan daha disitk degerde ancak
daha belirgin bir pik elde edilmistir. 204 nm dalga boyunda yapilan kalibrasyon

sonucunda okunan absorbans degerleri, derisimlere kars: grafige gegcirildiginde iyi



bir kalibrasyon grafigi elde edilememistir. 204 nm’deki pik metanolden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle 219 nm dalga boyunda yapilan kalibrasyon
sonucunda okunan absorbans degerleri derisime karst grafige gegirildiginde Sekil
4.1.2°deki gibi bir kalibrasyon grafigi elde edilmis ve A=18402,9 X + 0,024

denklemine uyan dogrusallik elde edilmistir.
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0.800+

0. 600

absnrbans
1

0.400- /

0.2004

T T T T "
0 i 2 3 4 5 (x107M)
derisim

Sekil 4.1.2: Tiokonazol'iin UV kalibrasyon grafigi
(1x10° M-5x10 M derisim araliginda)

Tiokonazol’tin UV spektrofotometrik yontemle tayini igin 219 nm dalga

bovunda gozlenen pikin analitik agidan degerlendirilebilir oldugu. belirtilen

derisim araliginda duyarli tayinlerin yapilabilecegi sonucuna varilmistir.
4.2.Tiokonazol’iin Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyonu

Tiokonazol'iin sudaki ¢ozinirliigii ¢ok azdir. Kaynaklarda tiokonazol iin

metanolde ¢ok daha iyi coziindiidil belirtilmektedir (3). Bu vizden tickenazol
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metanolde ¢ézilmiigtir.

Bu kosullar altinda tiokonazol'iin potansiyometrik ve kondiktometrik
olarak titre edilebilirligi arastirimigtir. Bu amagla boélim 3.3.2°de belirtilen
kogullarda standart tiokonazol ¢ozeltisi analize hazirlanmustir. pH metrenin ve
kondiiktometrenin kalibre edilmesinden sonra hem pH 6l¢iim elektrodu hem de
iletkenlik hicresi birlikte titrasyon kabina batirilarak her iki sinyal birlikte
okunmustur. Boylece aym kosullarda yapilmis bu iki titrasyon yontemiyle elde
edilen sonuglarin birbirleriyle karsilastirilabilmelerinin kolay olacag: disiiniilmiis,
ayni zamanda madde miktari, alkol yiizdesi, ¢ozelti hacmi, ortam sicaklig1 gibi
hem pH’1 hem de iletkenligi etkileyebilecek parametreler'in sabit tutulup, her iki

yéntemin birbirini dogrulamasi amaglanmugtir.
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Sekil 4.2.1: Tiokonazol'e ait kondiiktometrik titrasyon egrisi
Analize hazirlanan tiokonazol ¢ozeltisi, NaHCOj ile ayarlanmig 0.0991N

HCI ile titre edilmigtir. Titrasyon siiresince eklenen asit hacmine kargt hem pH

hem de iletkenlik degerleri aymi anda kaydedilmigtir. Konditktometrik yontemin

. L
. Doy b
Lo .wunun@



degerlendirilebilmesi iginde titrasyon siirecinde okunan iletkenlik degerleri
iizerinde hacim dizeltmesi yapildiktan sonra, eklenen asit hacmine karsi grafige
gecirilmig ve Sekil 4.2.1°deki gibi bir grafik elde edilmigtir.

Potansiyometrik yontem igin, eklenen asit hacmine karst pH degerleri
grafige gegirildiginde $ekil 4.2.2°de goriilen sigmoid bigimli tipik bir titrasyon
egrisi elde edilmistir. Déniim noktasi 1. ve II. tirevleri yardimiyla hesaplanmustir.

~ Kondiktometrik tit;‘asyonlar icin farkli egimli iki dogrunun kesistikleri noktadaki
donim noktasi degéri, Sekil 4.2.2°de gorildiigi gibi potansiyometrik titrasyon ile

elde edilen déniim noktasina ¢ok yakindir.

pH

[ | 1 ) T T
0 1 2 3 4
VHCl(mL)

Sckil 4.2.2: Tiokonazol ¢ ait potansiyometrik titrasyon egrisi

Bu sekilde yapilan potansiyometrik titrasyonlarda 195.7 mg dolayinda
tiokonazol miktart ve 0.099N dolayinda HCl ¢ozeltisi kullamilarak %101
degerinde, aym kosullarda gergeklestirilmis kondiktometrik yontemde, doniim
noktalarinin beklenilen degere yakin bir deger olmast nedeniyle %97 olarak
bulunmustur. Bu bulgulara dayanarak tiokonazol tayininde, potansiyometrik ve

konditktometrik yontemin sinirli kosullarda uygun bir yontem oldugu soylenebilir.

12



4.3. Tiokonazol'iin FIA ile incelenmesi

Analitik kimya da optimum kosullarin olusturulmas: sirecinde, gz éniinde
bulundurulmast gereken kosullar vardir. Biitin bu uygunluklarin bir araya
getirildigi analitik ve aletsel parametrelerin arastiriimast gerekmektedir.

Bu g:alismaya oncelikle belirli bir pH degerinde callsxlfnak izere tampon
¢Ozeltiler hazirlanarak baglanilmistir. pH 2-6 degerleri arasinda bolim 3.3.3°de
belirtildigi gibi asetat tamponu ve pH 7-12 degerleri arasinda fosfat tamponu
hazirlanmstir. Cesitli pH’larda tampon ¢ozelti ve belirli derisimlerdeki metanol
gozeltisi tiokonazol cozeltilerine ilave edilerek 1x107° M -5x10° M derisim
araliginda g:bieltiler hazirlanmistir. Ancak hazirlanan bu ¢ézeltilere FIA yontemi
uygulandiginda elde edilen piklerin degerlendirmeler agisindan iyi sonuglar
vermediSi gdzlenmistir. Bu nedenle boliim 3.3.3°de belirtilen sekilde tampon
¢ozelti kullanilmadan ¢alisildiginda 1x10° M-5x10° M derisim arah@indaki
¢ozeltiler 219 nm dalga boyunda iiger kez enjekte edildiginde $ekil 4.3.1°de
gosterildigi gibi tekrar edilebilirlik agisindan ¢ok iyl morfolojilere sahip pikler

elde edilmistir.

(08 ]

Dedektar yamh

1 | ‘I ‘ N
b b

Sekil 4.3.1: 1x107™" M-3x10" M derisim araligindaki tiokonazol ¢ozeltilerinin FIA sinyalleri
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Sckil 4.3.2: FIA dedektér yanitlann tekrar edilebilirligi (3x10™ M tiokonazol ¢ozeltisi

igin)

3x10” M derisimdeki ¢ozelti i glin boyunca sekizer kez enjekte edilmistir.
Elde edilen piklere gore Sekil 4.3.2°de goruldiga gibi optimize edilen galigma
kosullarinda tekrar edilebilirlik agisindan iyi sonuglar elde edilmistir. Ug giin
boyunca elde edilen pik alanlart Cizelge 4.1°de topluca vertlmistir. Cizelge
4.1’den de goruldiigi gibi relatif standart sapmalarin g¢ok kigik olmas: tekrar
edilebilirligin oldukea iyi oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir.

Ayni sekilde giin igi ve giinler arast kalibrasyon egrilerinin karakteristikleri
de Cizelge 4.2’de verilmektedir. Cizelge 4.2’deki degerler incelendiginde farkli
giinlerde elde edilen kalibrasyon egrilerinin son derece iyi bir korelasyona sahip
oldugu ve sapmalarin ¢ok kugik oldugu gorilmektedir. Bu da yontemin

validasyonu igin 6nemli bir kriterdir.

14



Cizelge 4.1. FIA ile giinler arasi tekrar edilebilirlik sonuglarina gore pik alanlart

Deney No 1. Giin 2. Giin 3. Giin

1 389903 388657 401236

2 389178 394561 400963

3 388150 391587 389654

4 399320 402689 395127

5 401189 400243 402531

6 400739 387542 401402

7 388387 401258 394276

8 391265 389341 387899
Xort 393516.4 394484.8 396636.0
Standart sﬁpma 5815.90 6133.86 5735.59

Bagl standart 148 1.56 1.45
sapma
Giivenoa(!}'isll)l?gl (p= 4852.700 5118.000 4785.700
8

Cizelge 4.2. FIA ile giin igi ve giinler arasi kalibrasyon egrilerinin karakteristikleri

Giin ici Giinler Arasi
Parametreler Kalibrasyon Kalibrasyon
Egim+Standart sapma 1.284x10"+ 5687 1.29x10' £ 8575
Kesim 98.2 -232
Korelasyon katsayisi 0.9998 0.9998
Egim +Giiven arah 1.284x10"+ 5687 1.29x10'° £ 8575
)




4.4.Geli$tirilen Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulamsi

Calismalarin  bu boliimiinde yerel eczanelerden saglanan preparatlar
kullaniimistir. “Tabletlerde 100 mg, merhemde %! oraninda tiokonazol oldugu
belirtilmektedir.

Farmakopelerde Onerilen genel islemlere gore, 100 mg aktif madde igeren
on adet tablet tam olarak tartilip, bir tabletin ortalama agirhigy hesaplandiktan
sonra siselerde saklanmistir ve tayinlerde bu toz edilmis 6rnekler kullamlmustir.

Merhem seklindeki preparatlar ise dogrudan tartiimistir.

4.4.1. UV Spektrofotometrik Yontem ile Preparatlardaki Tiokonazol
Tayini ‘

UV  Spektrofotometrik yoéntem ile calisilmak iizere tablet ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in yaklasik 100 mg kadar tiokonazol igeren tablet tozu tartilarak
100 ml metanolde ¢oziilerek siizme isleminden sonra 5600 rpm. devirde 10 dakika
santrifiij edilmigtir. Hazirlanan stok c¢6zeltinin derisimi 2.58x10° M olarak
hesaplanmstir. Bu stok ¢ozelti ile uygun' seyreltmeler yapilarak 3x10° M’lik
cozelti hamrlannhstlr.

Merhem ¢ozeltisini hazirlamak icin %1 aktif madde iceren merhemden
2.2238 g tartilmugtir (2.2238 g merhemde 22.238 mg aktif madde bulunmaktadir).
Merhem 50 ml metanolde coziilerek 1.145x10° M’lik ¢ozelti hazirlanmugtir.
1.145x10°M Lk ?c;ézeltiden hareketle uygun seyreltmeler yapilarak 3x107° M’lik
¢ozelti hazirlanmustir.

Hazulanan}ltablet ve merhem c¢ozeltileri ile sekizer kez UV ile dl¢limler
alinmus, 6l¢limlerde orijinal absorbans spektrum verileri kullanilmistir. Okunan
absorbans degerlerinden hareketle boliim 4.1.°de verilen kalibrasyon denklemi
kullamlarak préparatlar icerisindeki  tiokonazol’in  ylizde  miktarlan
hesaplanmistir. Tabletler icin elde edilen degerler Cizelge 4.3°de, merhem i¢in

elde edilen degerlér ise Cizelge 4.4°de verilmektedir.
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4.4.2.Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyon Yontemi ile

Preparatlardaki Tickenazel Tayini

Potansiyometrik ve konduktometrik titrasyonda kullanilmak tizere tablet
cozeltisini hazirlamak igin yaklagtk 100 mg tiockonazol’e karsihik gelecek
miktarda tablet tozu tartilarak 70 ml metanol ve tizerine 30 ml su ilave edilerek
goziildi.

Merherﬁ cozeltisi i¢in de 10.1g merhem 100 ml metanolde g¢ozilerek
hazirlandt.

Bolum {1.2’de belirtilen standart tiokonazol ¢ozeltisine uygulanan kosullar
altinda tablet ve merhem c¢ozeltilerine potansiyometrik ve kondiktometrik
titrasyon yontemi uygulanmistir. Yontemin giivenirligini Olgmek agisindan
titrasyonlar sekizer kez tekrarlanmmgtir. Bolim 4.2°de belirtildigt  sekilde
potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon egrileri  olusturulmustur.
Potansiyometrik yontem igin, eklenen asit hacmine karyt pH degeri grafige
gegirildiginde::Sekil 4.4.2.a’da tablete ait, Sckil 4.4.2.b’de merheme ait sigmoid
bigimli tipik titrasyon egrileri elde edilmistir. Tablete ve merheme ait doniim

noktalan ayri gyn her iki egrinin 1. ve II. turevleri yardimiyla hesaplanmgtir.

0 ! 2 3 ; 5

Vi ~(mbl)

Sekil 4.4.2.2) Tablete ait potansiyometrik titrasyon egrisi
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Sekil 4.4.2.b) Merheme ait potansiyometrik titrasyon egrisi

Kondiktometrik titrasyonlar igin farkh egimli iki dogrunun kesistikleri
nokta tam olarak bélirememistir. Bazi deneylerde ise bu iki dogru pargasi birbirine
paralel ya da birbirinin uzantistymis gibi sonuglar elde edilmistic. Bu durum
merhem ve tabliette bulunan tiokonazol miktarinin, standart ¢ozelti ile
¢ahisildiginda kuilamlan tiokonazol miktarindan daha az olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Potansiyometrik titrasyon sonucunda Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de
gorildigii gibi sonuglar elde edilmigtir. Buna gore tablet igin %99-%100 arasinda,
merhem i¢in %98-%100 arasinda degisen sonuglar elde edilebilmektedir. Ancak
aynit kosullarda ggrgeklestirilen kondiiktometrik yontemde, doniim noktalarinin

giiglikle saptanabilmesi yiiziinden her iki yontem ile elde edilen sonuglar farkls
| bulunmaktadir. Bu bulgularin 15181 altinda, preparatlardaki tiokonazol tayininde,
potanstyometrik titrasyonun swnurlt kosullar altinda uygun olmasina karsin,

konditktometrik yontemin bu amag igin uygun olmadig: soylenebilir.
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4.4.3. FIA Yontemi ile Preparatlardaki Tiokonazol Tayini

FIA yontemi ile galigilmak iizere tablet ¢ozeltisini hazirlamak igin béliim
4.4.1’de UV spektrofotometrik yontem ile tablette tiokonazol tayini igin yapilan
tartim ve seyreltme islemleri yapilmus ve 3x10™ M’lik ¢ozelti hazirlanmigtir.

Merhem ¢ozeltisini hazirlamak igin %1 aktif madde igeren merhemden
2.23 g tartilmigtir. (2.23 g merhemde 22.3 mg aktif madde bulunmaktadir).
Merhem 50 ml metanolde ¢ozilerek 1.15x107 M’lik ¢ozelti hazirlanmustir.
1.15x10°M’lik ~ gozeltiden, uygun seyreltmelerle 3x10° M’lik gozelti
hazirlanmistir. 3x10° M derisimindeki tablet ve merhem cozeltileri sekizer kez
enjekte edilmigtir. Standart ¢ozelti ile yapilan tekrar edilebilirlik testinde elde
edilen pik alanlan ile, tablet ve merhem g¢ézeltileri ile galisildiginda elde edilen
pik alanlan oranlanarak yiizde degerleri hesaplanmig ve bu degerler Cizelge 4.3

ve Cizelge 4.4’de verilmistir.
4.4.4.Yontemlerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Farmakopelerde tiokonazol igin HPLC yontemi Onerilmektedir.
Caligmalarimizda UV spektrofotometrik yontem bir kargilagtirma yontemi olarak
secilmigtir.

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4 incelendiginde, potansiyometrik ve FIA
yontemlerinden elde edilen tim sonuglarin UV spektrofotometrik yontem
sonuglan ile uyum igerisinde olduklari gorillmektedir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmelef de bunu kanitlar niteliktedir.

Istatistiksel degerlendirmeler, tek yonlii, o= 0.05 6nem ve %95 olasilik
diizeyinde yapilmustir. n-1=7 serbestlik derecesine gore, istatistiksel tablolarda, F
testi i¢in 3.79, t testi igin 2.36 kritik degerleri verilmektedir. Her iki test igin de
hesaplanmis olan degerler, bu kritik degerlerden disik ¢ikmistir. Bu da
potansiyometrik. ve FIA yontemleriyle elde edilen sonuglar ile UV
spektrofotometrik yontemlerle elde edilen sonuglar arasindaki farkin anlamsiz

oldugunu agtklamaktadir.
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Sonug olarak; ¢aliymalarimizda gelistirilen ve uygulanan potansiyometrik,
FIA ve UV spektrofotometrik yontemlerin, farmasotik preparatlar igerisindeki

tiokonazol tayini i¢in kullanigl: ve gegerli yontemler oldugu soylenebilir.

Cizelge 4.3. Tiokonazol iin tabletteki miktar tayini sonuglar

% % %
Deney No TIOKONAZOL |[TIOKONAZOL TIOKONAZOL
(FIA) (POT.) (UV.)
1 ‘ 101.13 99.87 100.37
2 9810 98.81 97.90
3 100.53 99.04 100.41
4 99.10 98.20 98.90
5 9782 98.45 98.30
6 98.06 100.34 99.10
7 97.82 98.55 97.53
8 98.79 99.50 98.50
n n=8 n=8§ n=8
Xort 98.92 99.10 98.88
Standart sapma 1.274 0.748 1.061
Bagil standart 1 1.29 0.75 1.07
sapma
Giiven arah$ i 0.21 0.12 0.18
F-test 1.622 0.559 F 0.05=3.79(tablo)
B t-test O 0.094 0.828 t 0.05=2.36(tablo) |




Cizelge 4.4. Tiokonazol tin merhemdeki miktar tayini sonuglar

%

%

%

Deney No ' TIOKONAZOL  |TIOKONAZOL | TIOKONAZOL
| (FIA) (POT.) (UV.)
1 101.25 99.67 97.96
2 98.92 98.51 98.42
3 97.62 99.26 98.80
4 99.75 98.18 97.90
5 97.57 97.75 98.50
6 9821 100.14 99.10
7 98.92 97.82 97.44
8 100.43 99.34 98.23
n n=8§ n=8 n=8
Xort 98.08 98.88 98.88
Standart sapma 1.326 0.835 1.061
Bagil standart 1.330 0.840 1.070
sapma
Giiven arahig 0.220 0.140 0.180
F-test 1.743 0.697 F0.05=3.79(tablo)
t-test 1.693 2.333 0,05=2. 36(tablo)
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