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OZET

Bu calismada azol turevi antifungal ila¢ etken maddeleri klotrimazol, lanokonazol ve klimbazolin ters faz
sivi kromatografi (RPLC) yontemi kullanilarak gelistirilen metot optimizasyonunda, bilesiklerin kapasite
faktorii degerleri ve analizlendikleri hareketli fazdaki metanol derisimi iligkisi esas alinmistir. lyonlasan
gruba sahip bu bilesiklerin optimizasyonunda hareketli faz pH degeride optimizasyonda bir diger etkendir.
Izokratik bir ayirma icin kapasite faktorii degerlerinin 1-5 araliinda olmasi tercih edilmektedir.

RPLC yontemiyle gerceklestirilen klotrimazol, lanokonazol ve klimbazol bilesiklerinin ayni anda tayini igin
yapilan optimizasyonda %50, %55 ve %60 (v/v) metanol iceren metanol-su ikili karigimlari kullaniimistir.
Ayirma igin calisilan ortamlarda iki hareketli faz pH degerindeki (pH 4,0 ve 5,5) alikonma zamanlari
belirlenmistir. Hidrofobik 6zellikteki bilesiklerin tayiniicin Zorbax SB-CN (4,6x150mm) kolon tercih edilmistir.
Kolon sicakligi 37°C'de ve akis hizi da 1 mL/dakikada sabitlenmistir. Optimizasyon kosullarinin
belirlenmesinde logk- % (v/v) metanol iligkisi ve bilesiklerin ayriimalarini gosteren segicilik faktori (o)
parametresinden yararlaniimistir.
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ABSTRACT

In this study, the capacity factor values of the compounds and the methanol concentration in the mobile phase
in which they were analyzed were based on the method optimization developed by using the reverse phase
liquid chromatography (RPLC) method of the azole antifungal drug active ingredients clotrimazole,
lanoconazole and climbazole. In the optimization of these compounds with ionizing groups, the pH value of the
mobile phase is another factor in the optimization. For an isocratic separation, it is preferred that the capacity
factor values are in the range of 1-5.

Methanol-water binary mixtures containing 50%, 55% and 60% (v/v) methanol were used in the optimization for
the simultaneous determination of clotrimazole, lanoconazole and climbazol compounds by RPLC method.
Retention times at pH values of two mobile phases (pH 4.0 and 5.5) were determined in the working media for
separation. Zorbax SB-CN (4.6x150mm) column was preferred for the determination of hydrophobic
compounds. The column temperature was fixed at 37 °C and the flow rate was fixed at 1 mL/min. The logk-%
(v/v) methanol relationship and the selectivity factor (a) parameter, which shows the separation of the
compounds, were used to determine the optimization conditions.

Keywords: Antifungal drug active ingredients, RPLC, Method Optimization
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1. Giris

Azol antifungal ajanlar iki veya ¢ azot grubu tasiyan heterosiklik organik bilesiklerdir. Bu gruptaki
imidazol bilesiklerden yaygin kullanim alanina sahip olan klotrimazol, lanokonazol ve klimbazoliin ayni
anda tayinine yontelik ters faz sivi kromatografi metodu gelistirilmistir. Azol tlrevi bilesikler icerisinde ilk
sentezlenen bilesik olan klotrimazollin az olan yan etkileri ve karmasik olmayan metabolik profili, sporcu
ayagi gibi mikotik salginlarin ve mantar cilt enfeksiyonlarin tedavisinde diinya ¢apinda kabul gérmesini
saglamistir. Ayrica 1995 yilinda klotrimazolin, in vivo olarak insan melanom ve glioblastoma hiicrelerine
karsl test edildiginde kanser hiicresi proliferasyonu ve timor blyimesi lzerinde inhibe edici bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir [1, 2]. Lanokonazol, Candida, Malassezia, Aspergillus ve Trichophyton turleri
gibi tibbi agidan 6nemli mantarlara kargi genis spektrumlu aktiviteleri olan yeni imidazol gurubu
antifungal ajanlardan birisidir [3]. Diger bilesik klimbazol ise kepek 6nleyici ve antimikotik koruyucu
olarak dus jeli, dis macunu, sa¢ kremi, sa¢ tonikleri ve sampuan gibi kisisel bakim urUnlerinde yaygin
olarak kullanilan antifungal bir ajandir [4].

Bu yaygin kullanilan antifungal ajanlarin kalitatif ve kantitatif tayini icin en yaygin kullanilan analitik teknik
yuksek performans sivi kromatografidir. Bu teknik igerisinde bu grubun analizi igin en ¢ok ters faz sivi
kromatografi (RPLC) metodu tercih edilmektedir [5-9]. RPLC metot optimizasyonunda en 6nemli amag
en iyi ayirma kosullarini saglamaktir. Kromatografik kosullarin bir fonksiyonu olarak ¢6ziinen tutma
davranigini tahmin etmek igin gesitli yaklagimlar aragtinilmistir. lyonlasan ve nétral bilesiklerin analizi
icin kullanilan RPLC metodunda deneme yaniimadan uzak olarak hareketli faz polaritesi, pH ve kolon
sicakhgi degerleri kullaniimaktadir [10-12]. Bu i¢ parametrenin kromatografik davranis Gzerindeki etkisi
biraz daha karmasiktir. Organik ¢dzucu icerigindeki degisiklik iyonlasma derecesinde de bir degisiklige
neden olur. lyi bir ayirmanin elde ediimesi gok énemlidir ve siklikla belirli pH degerlerinde mimkiinddir.
Hareketli fazin pH", iyonlasabilen bilesiklerin ayrilmasinda 6nemli bir faktordir. Zayif asit/baz
ozelligindeki analitler icin pH degisikliklerinin etkisi cok dnemlidir, ginki iyonlagsma derecelerinde ve
dolayisiyla kromatografik alikonmalarinda bir degisiklige neden olmaktadir [13, 14]. Ginimizde,
hareketli fazda pH 6lgtildiglnde, iyonlasan bilesikler icin pH'in bir fonksiyonu olarak kapasite faktoriiniin
(k) en iyi uyumunun elde edildigi gosterilmistir [14].

348



Kromatografide alilkonma tahminine yonelik denklemleri kullanmak daha kisa siirede deneyin
gergeklestiriimesi ve bilesiklerin ayrimini saglamaktadir [11, 15]. Hareketli fazda organik ¢dzictnin
hacimce ylizdesiyle kapasite faktori degerinin iliskisi Esitlik 1’de verilmistir.

logk =logk,, — S¢ (1)

@, calismada kullanilan metanoliin hacimce ylzdesidir. S degeri ise metanolin ¢dzlicu gicl ile
iliskilendirilmis bir faktérdur. Esitlik 1’de géruldigu gibi hareketli fazda metanolin hacimce ylUzdesine
bagli olarak bilesiklerin k degeri dogrusal iliski gostermektedir. Bu dogrusal fonksiyonun egim dederiyle
S, kesim degeri ile bilesiklerin su ortamindaki kw degeri hesaplanabilmektedir [16].

Bu calismanin amaci, hareketli fazin metanol igerigi ve pH'inin bazi azol grubu antifungal ajanlarin
alikonma davranisi Uzerindeki etkisini agiklamaktir. Caligilacak pH degeri bilegiklerin pKat1,5 araliginda
secilmigtir. Bilesiklerin ayriminin saglanmasinda k degerinin 1-5 araliginda olmasi gereklidir [16, 17].
Ayirmanin segicilik faktort (o) degerleri Esitlik 2’de verilmistir. Bilesiklerin kromatografik ayirmalarinin

saglanmasi i¢in a=1,15 olmalidir [17, 18].

_ ke
=2 @)

Sunulan bu calismada %50, %55 ve %60 (v/v) metanol iceren metanol-su ikili karisimlarinda ve iki
hareketli faz pH degerinde (pH 4,0 ve 5,5) klotrimazol, lanokonazol ve klimbazollin alikonma zamanlari
(tr) ve k degerleri belirlenmigtir. Hareketli fazda metanoliin hacimce yuzdesiyle bilesiklerin kapasite
faktord deg@erinin dogrusal iligskisi dikkate alinarak farkli metanol yizdesi i¢in kapasite faktériu degerleri
tahmin edilmistir. Ayrica dogrusal fonksiyonlarin kesim degerlerinden bilesiklerin su ortamindaki kw
degerleri deney yapmadan tahmin edilmistir. Bu secilen G¢ bilesigin ayni anda analizine yonelik
optimum kosulun belirlenmesi icinde calisilan kromatografik kosullardaki k ve o degerleri
hesaplanmistir.

2. Materyal ve Metot
Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan klotrimazol, lanokonazol, klimbazol, urasil, o-fosforik asit, sodyum hidroksit ve
potasyum asit fitalat (KHP) Sigma-Aldrich ve Merck firmalarindan temin edilmistir. Hazirlanan stok
cozeltiler 4°C’de saklanmistir. Bilesikler oldukga hidrofobik olduklarindan calisilan metanol-su (%50,
%55 ve %60, viv) ikili karisimlarimda ¢ozillerek hazirlanmislardir. Kimyasallarin ¢ozeltileri guines
Isigindan uzak, 4°C’de ana stoklar saklanmis, gunliik olarak ara stoklar hazirlanmistir.

Kullanilan Cihazlar

Calisma Shimadzu HPLC cihazi kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kullanilan sistemde pompa (LC20AD),
UV dedektor (SPD-20A), degazer (DGU-20A3), kolon firini (CTO-20A) bulunmaktadir. Hareketli fazin
pH olgumleri icin Mettler Toledo pH analiz cihazi (Schwerzenbach, Switzerland) kullaniimistir. Hareketli
faz ve kimyasallarin ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan saf su Direct-Q3 UV cihazindan (Millipore,
Bedford, MA, USA) temin edilmisgtir.

Analizler i¢in Kromatografik Kosullar

Bilesiklerin sivi kromatografik analizleri karbon igerigi %4 ve pH ¢alisma arahdi 1-8 olan Zorbax SB-CN
kolon (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) tercih edilmistir. IUPAC kurallarina gére, metanol-su ikili
karisimlarinda pH elektrot kalibrasyonu igin referans standart c¢ozelti olarak KHP (0,05 mol/kg)
secilmistir. Hazilanan mobil fazin pH'I ayarlanirken sicaklik 25°C +0,1°C'de sabit tutulmustur. %50,
%55 ve %60 (v/v) metanol iceren metanol-su hidroorganik hareketli faza 30 mM o-fosforik asit ilave
edilmis ve istenilen pH degeri 1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilarak ayarlanmistir. Hareketli faz
pH'st pH 4,0 ve 5,5 degerlerine ayarlanarak klotrimazol, lanokonazol ve klimbazolun tr degerleri
belilenmistir.Urasil (kolonda tututnmayan tur) to marker olarak kullaniimis ve kapasite faktori
degerlerinin hesaplanmasinda kullaniimigtir. Bilesikler UV dedektoérle 210 nm’de analizlenmistir.
Kromatografik analizler 1 mL/dakika akis hizinda ve 37°C kolon sicakhiinda gergeklestiriimistir. Manuel
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olarak caligiimis ve enjeksiyon hacmi 20 yL'dir. Calisma Ug tekrarli olarak yapiimis ve bagil standart
sapma degerleri %1'in altinda kalmigtir.

3. Bulgular

Bu calismada, imidazol grubunu igeren klotrimazol, lanokonazol ve klimbazolun (Sekil 1) alikonma
davraniglari, hareketli fazin pH’si ve metanol derisiminin birlesik etkisi kullanilarak incelenmistir. Bu
asidik ve bazik fonksiyonel grup igceren bilesiklerin RPLC yéntemi kullanilarak analizienmesi, énemli
6lclde bu bilesiklerin iyonlagsma derecesine ve dolayisiyla hareketli fazin pH'ina baghdir.

A B C

Cl

Q \@

Sekil 1: Bilesiklerin kimyasal yapilari A) klotrimazol, B) lanokonazol C) klimbazol

Oldukga hidrofobik bilesikler olan klotrimazol (8,88.107 mg/mL), lanokonazol (3,56.10° mg/mL) ve
klimbazolun (9,63.10% mg/mL) suda ¢6zUnirligl oldukga azdir [19]. Bunun igin bu bilesiklerle yapilan
sivl kromatografik analizlerde su-organik ¢oziicu ikili karigsimlar tercih edilmektedir. Calismada suda
¢oziinebilen ve polar 6zellikteki organik ¢dziicl metanol tercih edilmistir. Hareketli fazdaki ¢oztictlerinin
polaritesi ayirmayi etkilemektedir. Daha polar ¢ozulculerin secilmesi RPLC’de kolonda alikonmayi
artirmaktadir [17]. Polar ¢6ziici metanolle yapilan bu analizlerde bilesiklerin kolonla etkilesiminin ¢ok
fazla olmamasi igin C18, C8 gibi klasik alkil zincirli kolonlar tercih edilmemistir. Bilesiklerin analizi igin
Ozellikle bazik yapidaki analitlerin kolonla az etkilesimini saglayan, kararli bag yapisina sahip siyano
kolon tercih edilmistir. Zorbax SB-CN kolon apolar yapida oldugu igin su-metanol veya su-asetonitril
ikili karisimlari en iyi hareketli faz bilesenleridir.

Sabit kolon sicakhgi 37°C ve 1 ml/dk akis hizinda, %50, %55 ve %60 (v/v) metanol iceren metanol-su
hidroorganik karisimlarini iceren hareketli fazlarda bilesiklerin tr degerleri ¢ tekrarli analiz sonucunun
ortalamasi alinarak belirlenmistir. Ayrica her bir kosulda kolonda tutulmayan tir urasil kullanilarak 6lG
zaman degerleri de belirlenmistir. Yapilan kalitatif analizler sonucu elde edilen veriler kullanilarak her
bir kosul icin bilesiklerin kapasite faktorii degerleri hesaplanmistir. Caligilacak hareketli faz pH degeri
bilesiklerin pKat1,5 araliginda secilmigtir. Bilesiklerin pKa degerine yonelik herhangi bir deneysel veri
olmadigindan bu fizikokimyasal parametrenin belirlenmesi icin tahmini hesaplama yapan Chemicalize
programi [20] kullaniimigtir. Bilesiklerin kimyasal yapilarinda bulunan imidazol grubunun bazik azot (1
nolu azot) atomuna ait pKa degeri 7 civarindadir (Sekil 1). Bunun i¢in analiz yapilacak pH degerleri pH
4 ve pH 5,5 olarak secilmistir. Analiz yapilan kolonun sinir pH degeri 8 oldugundan ¢alisma pH degeri
7'nin Uzerine ¢ikilmamistir. pH 7°de bilesiklerin pik simetrileri ve tekrarlanabilirligi iyi olmayacagindan
bilesiklerin pKa degerlerinin oldugu pH’da g¢alisma yapilmamistir [16, 17].

Hareketli fazda metanolin hacimce ylzdesiyle (¢, %50, %55 ve %60, v/v) bilesiklerin logaritmik kapasite

faktorl degerleri grafige gecirildiginde elde edilen dogrusal iliskiler pH 4 ve pH 5,5 igin sirasiyla Sekil 2
ve Sekil 3'te verilmistir.
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Sekil 2: pH 4’te elde edilen @-logk iligkisini gosteren grafikler
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Sekil 3: pH 5,5'ta elde edilen @-logk iliskisini gbsteren grafikler

Bu grafiklerden elde edilen dogrusal fonksiyonlarin kesim degeri Esitlik 1’e gore logkw degerini
vermektedir. Bu veriye gore herhangi bir deney yapmadan bilesiklerin kw degeri hesaplanmigtir.
Hesaplanan veriler Tablo 1’de verilmistir. Kromatografik analizlerde istenilen k degeri 1-5 arasindadir.
Hesaplanan bu verilere gore su ortaminda hesaplanan k degerleri ¢ok buyuktir. Bu degerlere gore tr
degerlerinin de ¢ok ylksek olacadl ve bu kosulda bu bilesiklerin su ortaminda analizienemeyecegi
sonucuna varilmistir. Ayrica bazik fonksiyonel gruba sahip bilesiklerin pH degisimine bagl olarak
iyonlasmakta ve pH degeri arttikca kolonda alikonma zamanlan da artmaktadir [16]. iki farki pH
degerinde elde edilen k ve kw degerleri bu durumu desteklemektedir.

Tablo 1: Galisilan bilesiklerin hesaplanan ky, degerleri

Bilesikler pH 4 pH 5,5
Klimbazol 215,30 570,80
Klotrimazol 471,20 3718,80
Lanokonazol 498,20 914,90

Sekil 1 ve Sekil 2'de verilen grafiklerin dogrusal fonksiyonlarinda (Esitlik 1) ¢ degeri yerine metanolln
deneysel galisma disindaki herhangi bir hacimce ylizde dederi konuldugunda bilesikler igin k degerleri
tahmin edilebilmektedir. Bunun i¢in yapilan deneysel ¢alisma araligi disindaki %5, %45 ve %70 (v/v)
metanol iceren metanol-su ikili karisimlari igin bilesiklerin k degerleri de herhangi bir deney yapmadan
hesaplanabilmistir (Tablo 2).

Tablo 2: Bilesiklerin hesaplanan k degerleri

Bilesikler pH 4 pH 5,5

%5 (V/V) %45 (VIvV) | %70 (VIv) | %5 (VIv) | %45 (vIv) | %70 (viv)
Klimbazol 136,70 3,60 0,37 344,95 6,14 0,49
Klotrimazol 281,45 4,56 0,35 2010,44 14,67 0,68
Lanokonazol 304,00 5,84 0,49 533,69 7,15 0,48

Tablo 2'deki verilere gore k degeri 1-5 arasinda olmasi gerektiginden pH 5,5'da %5, %45 ve %70 (v/v)
metanol iceren metanol-su ikili karisimlarinda bu bilesiklerin analizi mimkiin degildir. pH 4’te ise sadece
%45 (v/v) metanol iceren metanol-su ikili karisimlarinda klimbazol ve klotrimazolin tayinin mimkin
olabilmektedir.

@-logk iliskisine goére belirlenen dogrusal fonksiyonlarin egim degeri S hareketli fazda kullanilan
metanollin gicli ile ilgilidir. Bu deger bir hidrofobik parametre (logP) degerine alternatif olarak énerilmistir
[16]. Tayini yapilan analitlerin kolonun hidrofobik yiizey alani ile olan etkilesimini gostermektedir.
Grafigin egim degerinden elde edilen S degerleri Tablo 3’te verilmistir. Bu verilere gore Kolondan ilk
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elue olan bilesik klimbazol, en son elue olan bilesik klotrimazoldir. Ayrica hareketli faz pH degisimine
bagli olarak bazik bilesiklerin kolonla etkilesiminin fazla olmasi bu sonuglari desteklemektedir.

Tablo 3: Bilesikler igin hesaplanan S degerleri

Bilesikler pH 4 pH 5,5
Klimbazol 3,95 4,38
Lanokonazol 4,29 4,68
Klotrimazol 4,48 5,34

Bilesiklerin Swiss ADME programiyla hesaplanan logP degerleri sirasiyla klimbazol igin 3,69,
lanokonazol igin 4,08 ve klotrimazol i¢in 4,98°dir [19]. Bu degerler bilesiklerin hidrofobikligini gdsterdigi
gibi ayni zamanda kolondan elue edilme sirasini da géstermektedir. Bu sonuglara goére tahmin edilen
bu degerler, bilesiklerin S degerleriyle uyumludur.

Bu calismada hareketli fazda pH standardizasyonu [21] esas alinarak ¢alismaya uygun sabit kolon
sicakhigi 37°C secilerek hareketli faz bilegimi ve pH’si belilenmeye caligiimigtir. Bilesiklerin pH 4 ve pH
5,5’da %50, %55 ve %60 (v/v) metanol iceren metanol-su hidroorganik karisimlarinda hesaplanan k ve
o degerleri Tablo 4 ve Tablo 5'te verilmistir.

Tablo 4: Bilesiklerin farkli pH degerlerinde hesaplanan k degerleri

Bilesikler pH 4 (k degeri) pH 5,5 (k degeri)
%50 (V/V) | %55 (Viv) | %60 (v/v) | %50 (v/v) | %55 (v/v) | %60 (v/v)
Klimbazol 2,23 1,52 0,90 3,62 2,34 1,33
Klotrimazol 2,69 1,67 0,96 8,09 4,13 2,36
Lanokonazol 3,54 2,21 1,32 4,16 2,45 1,42
Tablo 5: Bilesiklerin hesaplanan segicilik faktéri degerleri
% viv pH 4 pH 5,5
Olklotrimazol/klimbazol Ollanokonazol/klotrimazol O lanokonazol /klimbazol Ol klotrimazol/ lanokonazol
%50 1,20 1,32 1,15 1,94
%55 1,10 1,32 1,05 1,69
%60 1,07 1,37 1,07 1,67

Tablo 4'teki verilere gore k degeri 1-5 arasinda olan hareketli faz icerigi %50 ve %55 (v/v) metanol iceren
metanol-su ikili karisimi igin bilesiklerin kalitatif tayini mimkindur. Esitlik 2 kullanilarak bilesik ciftleri igin
o degerleri hesaplanmistir. Tablo 5 incelendiginde a=1,15 olan kosul pH 4 ve pH 5,5 igin %50 (v/v)
metanol iceren metanol-su ikili karigimi icin mimkuinddr. Ancak hesaplanan ve tahmin edilen
hidrofobisite parametrelerine gére HPLC kolonundan sirasiyla klimbazol, lanokonazol ve klotrimazol
elue olmalidir. Bu kosulu saglayan hareketli faz pH degeri 5,5'dur. Bu optimum kosulda elde edilen
ayirmayi gosteren kromatogram Sekil 4'te verilmistir.

mAu

klimbazol

\ R
mokonazol klotrimazol
r J

T T T T T T
50 75 100 125 150 175 200 A
min

1004

o

T
00 25

Sekil 4: Optimum ayirma kosulunu gosteren kromatogram
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4. Tartisma ve Sonug

Bu cgalismada gunimuzde siklikla kullanilan antifungal ajanlardan klotrimazol, lanokonazol ve
klimbazolun ayni anda tayinine yonelik ters faz sivi kromatografik yéntem gelistirilmistir. Bu yontemin
optimizasyonu igin dncelikle bilesiklerin pKax1,5 aralidindaki hareketli faz pH degerleri ve ¢alisilacak
metanol-su ikili karisimlarindaki metanolin hacimce yuzdesi belirenmigtir. Hareketli fazda metanolin
hacimce ylUzdesiyle bilesiklerin tayin edilen kapasite faktori degerinin dogrusal iliskisi kullanilarak
deneysel calisma yapmadan farkli hacimdeki ikili karigimlar icin kapasite faktéri tahmin edilmistir.
Ayrica elde edilen dogrusal fonksiyonlarin egim degerinden bulunan hidrofobisite sabiti (S)
degerlerinden yararlanilarak bu ¢ bilesigin HPLC kolonundan elue edilme sirasida belirlenmisgtir.
Bilesiklerin Ug farkli yuzdesinde metanol iceren metanol-su ikili karisimlarinda hesaplanan kapasite
faktort degerleri kullanilarak bilegiklerin segicilik faktorl (o) dederleri hesaplanabilmistir. Bu degerler
kullanilarak G¢ bilesik icin optimum ayirma kosulu pH’si 5,5 olan %50 (v/v) metanol iceren metanol-su
ikili karisimi olarak belirlenmistir. Bu bilesiklerin ayni anda tayinine yonelik deneme yanilmadan uzak
olarak yapilan bu calisma literatirde bir ilktir. Son yillarda RPLC yodntemle yapilan calismalar
incelendiginde bu sekilde sistematik olarak gerceklestirilmis bir calisma yoktur. Ayrica bilesiklerin analizi
icin gogunlukla C18 kolonlar tercih edilmistir. Belirlenen bu kromatografik ayirma kogulu bilesiklerin ayni
anda tayini edilmesi glincel bir metot olarak bu alanda ¢alisma yapanlara katki saglayacaktir.
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