
GUAFENESİN İÇEREN FARMASÖTİK ŞURUP

PREPARATLARININ OPTİMİZASYON TEKNİKLERİ

KULLANARAK AŞIRI YÜKSEK BASINÇLI SIVI

KROMATOGRAFİSİ İLE

KANTİTATİF ANALİZİ

Ghazal ROUHANI

ANALİTİK KİMYA ANABİLİM DALI

DOKTORA TEZİ

DANIŞMAN

Prof. Dr. Erdal DİNÇ

ANKARA

2017

TÜRKİYE CUMHURİYETİ
ANKARA ÜNİVERSİTESİ

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ



TÜRKİYE CUMHURİYETİ
ANKARA ÜNİVERSİTESİ

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ

GUAFENESİN İÇEREN FARMASÖTİKŞURUP

PREPARATLARININ OPTİMİZASYON TEKNİKLERİ

KULLANARAK AŞIRI YÜKSEK BASINÇLI SIVI

KROMATOGRAFİSİ İLE

KANTİTATİF ANALİZİ

Ghazal ROUHANI

ANALİTİK KİMYA ANABİLİM DALI

DOKTORA TEZİ

DANIŞMAN

Prof. Dr. Erdal DİNÇ

ANKARA

2017



ii

Ankara Üniversitesi

Sa�l�k Bilileri Enstit�s� M�d�rl��� neo

Y�ksek Lisans/ Doktora tezi olarak haz�rlay�p sundu�u ‟Guaifenesin içeren farasötik

şurup preparatlar�n�n optiizasyon teknikleri kullanarak aş�r� y�ksek bas�nçl� s�v�

kroatografisi ile kantitatif analiziˮ başl�kl� tez; bilisel ahlak ve de�erlere uygun olarak

taraf�dan yaz�l�şt�r.Teziin fikir/hipotezi t��yle tez dan�şan� ve bana aittir.Tezde

yer alan deneysel çal�şa/araşt�ra taraf�dan yap�l�ş olupo t� c�leler o yorular bana

aittir.

Yukar�da belirtilen hususlar�n do�rulu�unu beyan ederi.

Ö�rencinin Ad� Soyad�: Ghazal Rouhani

Tarih: 13.06.2017

İza:



iii

Ankara Üniversitesi Sa�l�k Bilileri Enstit�s�

Analitik Kiya Doktora Progra�

Çerçevesinde y�r�t�l�ş olan bu çal�şao aşa��daki j�ri taraf�ndan

Doktora Tezi Olarak OY BİRLİĞİ/OY ÇOKLUĞU ile Kabul/ret ediliştir.

Tez Savuna Tarihi: 06 / 07 / 2017

İza

Unvan� Ad� ve Soyad�

Üniversitesi

J�ri Başkan�

İza İza

Unvan� Ad� ve Soyad� Unvan� Ad� ve Soyad�

Üniversitesi Üniversitesi

Raportör Üye

İza İza

Unvan� Ad� ve Soyad� Unvan� Ad� ve Soyad�

Üniversitesi Üniversitesi

Üye Üye

Tez hakk�nda al�nan j�ri karar�o Ankara Üniversitesi Sa�l�k Bilileri Sa�l�k Bilileri

Enstit�s� Yöneti Kurulu taraf�ndan onaylan�şt�r.

İza

Unvan� Ad� ve Soyad�

Sa�l�k Bilileri Ensit�s� M�d�r�



iv

İÇİNDEKİLER

Etik Beyan ...................................................................................................................... ii

Kabul ve Onay Sayfas� ................................................................................................... iii

İçindekiler ....................................................................................................................... iv

Önsöz .............................................................................................................................. ix

Sigeler ve K�saltalar.................................................................................................. x

Şekiller ............................................................................................................................ xi

Çizelgeler ........................................................................................................................ ii

1.GİRİŞ ...................................................................................................................... 1

1.1. Guafenesin .................................................................................................. 5

1.1.1. Kiyasal ve Fiziksel Özellikleri ................................................................. 5

1.1.2. Farakolojik Özellikleri ............................................................................. 7

1.2. Efedrin Hidroklor�r .................................................................................... 9

1.2.1. Kiyasal ve Fiziksel Özellikleri ................................................................. 9

1.2.2. Farakolojik Özellikleri ............................................................................. 11

1.3. Psödoefedrin Hidroklor�r ........................................................................... 14

1.3.1. Kiyasal ve Fiziksel Özellikleri.................................................................. 14

1.3.2. Farakolojik Özellikler............................................................................... 16

1.4. Guafenesin ve Efedrin ve Psödoefedrin Analizlerinde Kullan�lan Analitik

Yönteler İçin Literat�r Araşt�ras�........................................................... 19

1.4.1. Guafenesin İçin Uygulana Analiz Yönteleri........................................ 19

1.4.1.1. HPLC Yöntei............................................................................................ 19

1.4.2. Efedrin İçin Uygulanan Yönteler.............................................................. 25



v

1.4.2.1. HPLC Yötei.............................................................................................. 25

1.4.3. Psödoefedrin İçin Uygulana Analiz Yönteleri...................................... 29

1.4.3.1.

1.5.

HPLC Yöntei............................................................................................

Kroatografi Yönteleri ve Teorik Esaslar...............................................

29

40

1.6. Kroatografinin S�n�fland�ras�................................................................ 42

1.6.1. Ay�ra Mekanizalar�na Göre................................................................... 42

1.6.2. Faz tiplerine Göre....................................................................................... 46

1.6.2.1. S�v� kroatografisi...................................................................................... 46

1.6.2.2.

1.6.3.

Gaz kroatografisi......................................................................................

Uygulaa Biçilerine Göre.......................................................................

46

47

1.7. Y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografi (HPLC)................................................. 48

1.8. Cihaz şeas�................................................................................................ 50

1.9. Noral faz kroatograf�s� ve Ters faz kroatografisi............................... 51

1.9.1. Noral faz kroatografi............................................................................. 51

1.9.2. Ters faz kroatografisi............................................................................... 51

1.10. Dedektör...................................................................................................... 53

1.10.1. (UV) Gör�n�r bölge(UV/Vis) Dedektör�................................................. 53

1.10.2. Fotodiyod (Photodiode Array-PDA) Dedektör�......................................... 54

1.10.3. Floresan ( Fluorescence) Dedektör�........................................................... 57

1.10.4. İletkenlik (Conduct�v�ty) Dedektör�........................................................... 58

1.10.5 Refraktif İndeks ( Refract�ve Index) Dedektör�......................................... 59

1.10.6 Elektrokiyasal (Electrocheical) Dedektör�........................................... 59

1.10.7 K�tle Spektroetrisi Dedektör�................................................................. 60

1.11. Siste Uygunluk Paraetreleri.................................................................. 60

1.11.1. Teorik Tabaka (Plaka) Say�s� (N)............................................................... 61

1.11.2. Kuyruklana Faktör� (T) ve Asietri Faktör� (As).................................. 62

1.11.3. Kapasite Faktör� (k).................................................................................... 63

1.11.4. Seçicilik Faktör�......................................................................................... 64



vi

1.11.5. Ay�ra Faktör�........................................................................................... 64

1.12. Van Deeter denklei............................................................................... 66

1.13. Analitik Yönte Geçerlili�i (Validasyon)................................................. 68

1.13.1. Özg�nl�k..................................................................................................... 69

1.13.2. Do�rusall�k.................................................................................................. 70

1.13.3. Kesinlik........................................................................................................ 70

1.13.4. Do�ruluk...................................................................................................... 70

1.13.5. G�nler (Ölç�ler) aras� kesinlik................................................................. 71

1.13.6. Yakalaa S�n�r�........................................................................................... 71

1.13.7. Tayin s�n�r�................................................................................................... 72

1.13.8. Tutarl�l�k ve Sa�lal�k(Robustness)........................................................... 72

1.14. Deneysel Uzay Kavra�.............................................................................. 74

1.15. Cevap Y�zey Kavra�................................................................................ 77

1.16. Mateatiksel Modellee Kavra�............................................................. 79

1.17. Modellee................................................................................................... 80

1.18. Denklelerin Sistei.................................................................................. 81

1.19. İki Seviyeli Ta Faktöriyel Tasar�........................................................... 83

1.20. Çizelge Şeklinde Bir Çal�şan�n Sunulas�............................................... 85

1.21. Deney Sonuçlar�n�n Sunuu....................................................................... 87

1.22. Katsay�lar�n Hesaplanas�.......................................................................... 88

1.23. Çal�şan�n Aç�klaas�................................................................................ 89

1.24. İki Seviyeli iki faktörl� Ta faktöriyel Tasar�lar.................................... 92

1.25. Üç Seviyeli Tasar�lar (Cevap Yuzey tasar�lar�)..................................... 92

1.26. Kroatografik Cevap Fonksiyonu (ICRF).................................................. 94



vii

2. GEREÇ VE YÖNTEM............................................................................................. 97

2.1. Aş�r� Y�ksek Bas�nçl� S�v� Kroatografisi (UPLC)............................................ 97

2.2. Kullan�lan Cihaz.................................................................................................. 98

2.3. Kullan�lan Kiyasal Maddeler............................................................................ 99

2.4. Analizi Edilen Bileşikleri İçeren Ticari Preparatlar............................................. 99

3. BULGULAR.............................................................................................................. 100

3.1. Guafenesin - Efedrin Kar�ş��n�n UPLC Yönte ile Kantitatif Analizi......... 101

3.1.1. UPLC Yönteinin geliştiresinde keoetrik optiizasyon........................ 101

3.1.2. Optial Koşullar UPLC Yöntei ile GUA- EFE Kobinasyonunun
Kalitatif Analizi................................................................................................ 109

3.1.2.1
.

Optial Kroatografik Koşullar...................................................................... 109

3.1.2.2
.

3.1.2.3
.

Do�rusal Regresyon Denkleinin Hesaplanas�............................................

UPLC Analitik Yönte Validasyonu...............................................................

110

113

3.2. UPLC Analizinde Siste Uygunluk Paraetreleri.......................................... 118

3.3. UPLC Yönteinin Farasötik Preparatlara Uygulaas�................................ 120

3.4. Guafenesin - Psödoefedrin Kar�ş��n�n UPLC Yönte ile Kantitatif
Analizi.............................................................................................................. 122

3.5. UPLC Yönteinin geliştiresinde keoetrik Optiizasyonu..................... 122

3.6. Optial Koşullar UPLC Yöntei İle GUA- PS Kobinasyonunun
Kalitatif Analizi .............................................................................................. 131

3.7. Optial Kroatografik Koşullar ..................................................................... 131

3.8. Do�rusal Regresyon Denkleinin Hesaplanas�............................................ 132

3.9. UPLC Analitik Yönte Validasyonu .............................................................. 135

3.10. UPLC Analizinde Siste Uygunluk Paraetreleri......................................... 140

3.11. UPLC Yönteinin Farasötik Preparatlara Uygulaas�................................ 142



4. TARTIŞMA........................................................................................................ 145

5. SONUÇ VE ÖNERİLER................................................................................... 150

ÖZET............................................................................................................................... 152

SUMMARY..................................................................................................................... 153

KAYNAKLAR................................................................................................................ 154

ÖZGEMİŞ....................................................................................................................... 161



ix

ÖNSÖZ

Bu doktora tez çal�şas�nda Guafenesin ve Efedrin hidrokolor�r ve Psödoefedrin

içeren farasotik preparatlar�n kantitatif analizi hiçbir ay�ra işlei uygulanadan sinyal

işlee ve çok de�işkenli kalibrasyon yönteleri geliştirerek gerçekleştiriliştir. Bu çal�şa

kapsa�nda geliştirilen nuerik hesaplaaya dayanan keoetrik kalibrasyon ve grafik

işlelere dayanan keoetrik sinyal işlee yöntelerinin sonuçlar�o s�v� kroatografisi

yöntei ile yap�l�şt�r. Geliştirilen analitik yöntelerin Guafenesin ve Efedrin hidrokolorid

ve Psödoefedrin bileşiklerini içeren farasotik preparatlar�n kalite kontrol ve rutin

analizlerine uygulanabilece�io yöntelerin analitik validasyonu yaparak analiz sonuçlar�yla

ortaya konuştur. Bu tez kapsa�nda çal�şao aac�na ulaş�l�şt�r. Ayr�cao bu doktora

tezinin sonuçlar� Guafenesin ve Efedrin hidrokolorid ve Psödoefedrin analiziyle ilgili olarak

ilaç end�strisinde kullan�labilecektir.

Doktora tezideki konu seçiio çal�şalar��n planlanas�o y�r�t�lesi ile

sonuçland�r�las�nda yak�n ilgi ve deste�ini esirgeeyeno bilgi ve deneyilerini aktaran

dan�şan hoca Prof. Dr. Erdal Dinç e teşekk�r edero sonsuz sayg�lar�� sunar�.

Doktora progra� ders döneinde teorik bilgilerini ve deneyilerini esirgeeyen

Anabili Dal��z Hocalar�na sonsuz teşekk�r eder ve sayg�lar�� sunar�.

Hayat� boyunca ve tezi s�ras�nda desteklerini �zeriden eksik eteyen Ailee;

tezi esnas�ndaki destekleri için sevgili Üit G�niken ve Ceren Ertekin �e teşekk�r ederi.
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1. GİRİŞ

Analitik kiyada kalitatif ve kantitatif analiz işleleri analitik cihazlardan elde edilen

spektruo kroatograo voltaograo elektroferogra gibi foratlardaki sinyalerin

de�erlendirilesiyle gerçekleştirilektedir. Analitik analiz yöntelerinin geliştirilesi de

bu sinyallerin kullan��na dayanaktad�r. Dolay�s�ylao analiz işlelerinde enstruentasyon

son derece önelidir.

G�dao çevre analizlerinde oldu�u gibio ilaç aktif addelerinin biyolojik s�v�lardan ve

ticari preparatlardan kantitatif ve kalitatif analizleri çin Uv-Vis spektrofotoetrio infrared

spectrofotoetriovoltaetri (veya plorografi)okapiler elektroforezoy�ksek bas�nçl� s�v�

kroatografisi (veya aş�r� bas�nçl� s�v� kroatografisi)ogaz kroatografisi ve bu yöntelerin

kobine şekli olan y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi – k�tle spektroetri (Liquid

chroatography -ass spectroetry → LC-MS)ogaz kroatografisi – k�tle spectroetri

(Gas chroatography - ass spectroetry → GC-MS) ve kapiler elektroforez – k�tle

spektroetri (chapillary elechtrophoresis - ass spectroetry → CE- MS) yönteler

kullan�laktad�r. Bu yöntelerdeno özellikle Uv-Vis spektrofotoetry ile analiz edilen

bileşiklerin spektrular�n�n girişi yapas� veya nuune atriksinin analitlerin

spektrular� ile çak�şan spektral bandlar veresi nedeniyle analiz işleler ço�u zaan

başar�l� de�ildir.

Elektrokiyasal yönteler ile y�kseltgenen – indirgenen fonksiyonel grup içereyen

ilaç bileşiklerinin analizi �k�n de�ildir. Dolay�s�ylao ilaç analizi için elektrokiyasal

yönteler standart bir yönte de�ildir. Di�er taraftan kapiler elektroforez yönteinde

y�ksek ay�r� g�c�ne ra�eno analiz koşullar�n�n belirlenesi çok zor ve zaan al�c�

olas�yla birlikte tekraredilebilirlik probleleri nedeniyle ilaç analizde geleneksel

kullan�lan bir yönte olaa�şt�r.
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G�n��zdeo y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi (High perforance liquid

chroatography → HPLC) veya aş�r� y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi (Ultra-

perforance liquid chroatography → UPLC) yöntei ilaç analizlerinde yayg�n olarak

kullan�lan standart bir yöntedir. Ancako bu HPLC veya UPLC yönteinin uygulanas�nda

da optial kroatografik şartlar�n uzun deneysel çal�şalar� gerekti�i bir gerçektir. Baz�

durulardao HPLC veya UPLC yönteiyle analiz edilen bileşiklerin kroatografik

istenildi�i gibi olayabilir veya zay�f kroatografik ay�r� olabilir. Bu duruda

bileşiklerin istenen kroatografik ay�r��n� gercekleştirek için uzun deneysel çal�şalar

ve aş�r� reaktif t�ketii ile insan g�c� gerekektedir. Kroatografik çal�şalar�n ço�u

gösteriştir ki; analizlerdeo deneysel şartlar�n ;hareketli fazo ak�ş h�z�o kolon s�cakl���o

hareketli faz içerisindeki inorganik ve organik addelerin y�zdelerinin ve di�er

paraetrelerin keoetrik optiizasyonu k�sa zaan aral���nda iyi bir pik ay�r�� için

gerekli olabilir.

Analitik kiyadao genel bir strateji olarak tek de�işkenin optiizasyonu

kullan�laktad�r. Bu geleneksel optiizasyon yaklaş��ndao örne�in kroatografik yönte

geliştirilesinde sabit ak�ş h�z� ve sabit kolon s�cakl���nda obil faz içerisindeki tapon

y�zdesinin de�iştirilesi ve uygun tapon y�zdesinin belirlenesi şeklindedir. S�ras�ylao

ak�ş h�z� ve kolon s�cakl��� içinde yukardaki gibi tek de�işken optiizasyon yaklaş��

uygulanabilir.

Ancako optiize edileye çal�ş�lan faktörler aras�nda ki bir etkileşi kroatografik

ay�r�� etkiliyorsao bu duruda tek de�işken optiizasyon tekni�io deneysel koşullar�n

belirlenesinde yanl�şl��a karara sebep olacakt�r. Tek de�işken optiizasyon yaklaş��n�n

eliine etek için çok faktörl� ve faktör etkileşilerinide dikkate alan keoetrik

deneysel tasar� ve optiizasyon etodolojisini kullanak son derece isabetli olacakt�r. Bir

kroatografik analiz işleinde keoetrik optiizasyon tekni�i ile deneysel uzay

içerisinde ki ateatiksel odel ve çöz�� sayesinde k�sa zaan aral���nda y�ksek veya

istenen kroatografik ay�r� sa�laak �k�n olacakt�r. Dolay�s�ylao bu doktora tezi

çal�şas�nkaki söz konusu ilaçlar�n kroatografik analizlerinde keoetrik optiizasyon

tekni�i ile deneysel koşullar�n belirlenesine dayanan UPLC yönteinin geliştirilesi

aaçlan�şt�r.
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Bu doktora tez çal�şas�nda GUA-EFE ve GUA- PS şurup kobinasyonlar�n� içeren

iki farkl� farasötik preparat�n analizi tez konusu olarak seçildi. Bu doktora tez çal�şas�n�n

ana aac�o GUA-EFE ve GUA- PS kar�ş�lar�n�n kantitatif analizleri için çok de�işkenli

optiizasyon stratejisine dayanan yeni UPLC yöntelerinin geliştirilesidir. Bu hedefin

gerçekleştiresi için UPLC analizlerinde k�sa zaan aral���nda iyi bir kroatografik ay�r�

için 33 ta faktöriyel tasar�lar ve cevap faktör olarak ise kroatografik y�zey cevap

de�işkeni kullan�l�şt�r. Bu sayede k�sa zaan aral��� ve iyi kroatografik ay�r�

aras�ndaki dengeye dayanan optial kroatografik koşullar bulundu.

Yöntelerin keoetrik optiizasyon işlelerinden sonrao UPLC yöntelerinin

validasyonu için GUA-EFE ve GUA-PS kar�ş��n�n içeren ba��s�z test çözeltileri analizio

g�n içi ve g�nler aras� analiz çal�şalar� ve standart eklee teknikleri kullan�ld� ve

yönteleri valide edici sonuçlara ulaş�ld�. Validasyon işleinden sonra yönteler GUA-

EFE ve GUA-PS kobinasyonlar�n� içeren ticar� şurup preparatlar�n analizlerine başar�yla

uyguland�.

Özellikle GUAo EFE ve PS bileşikleri pek çok kobine farasötik preparat içerisinde

yer alaktad�r. Bu bak�dan geliştirilen UPLC yönteleri ilgili etkin addeleri

forulasyon öncesi ve forulasyon sonras� analizlerinde de kullan�labilecek olas�ndan

dolay� da önelidir.

T�rkiye ilaç piyasas�nda GUA içeren çok say�da farasötik preparat bulunaktad�r.

Ancako doktora tez çal�şas�n�n konusu olarak GUA-EFE ve GUA-PS kobinasyonlar�n�

içeren şurup forulasyonlar�n�n kantitatif analizleri için keoetrik optiizasyon

etodolojisi ile yeni UPLC yöntelerinin geliştirilesi olarak seçildi.
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Doktora tezi kapsa�nda GUA-EFE ve GUA-PS kar�ş�lar�n� ve bu kar�ş�lar� içeren

şurup preparatlar�n�n analizleri ve kalite kontorolleri için optiize ve valide ediliş iki

farkl� UPLC yöntei geliştirildi. Bu yönteler son derece ekonoik ve g�venilir

yöntelerdir. Ayr�cao yeni geliştirilen UPLC yöntelerio ilgili ilaç preparatler�n�n analizleri

bak��ndan AR-GE ve ilaç end�str�sinde de kullan�labilecek olas�o doktora çal�şan�n

öneini daha da art�raktad�r.
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1.1. Guafenesin

1.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Özellikler

Guafenesin � in kiyasal for�l� sekil 1.1 �de sunuluştur.

Şekil 1.1. Guafenesin formulu

Guafenesin � in kiyasal özellikleri aşa��da sunulaktad�r.

Molek�l For�l� C10H14O4

Mol a��rl��� 198.216 g/ol

CAS No 93-14-1

Aç�k for�l� (RS)-3- (2-ethoxyphenoxy) propane-1o2-diol

Erie noktas� 77- 81 °C
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Fiziksel Özellikleri:

Guafenesin in fiziksel özellikleri ile ilgili olarak beyaz renkte bir toz oldu�uo Pratik
olarak suda çöz�ledi�i ve Metanol gibi çözeltilerde çöz�n�rl��u (Michael M. Crowleyo
2003) raporlan�şt�r. GUA ilaç etkin addesinin MeOH ve 0.05 M HCl içerisindeki
absorbsiyon spektruu şekil 1.2 de sunulaktad�r.

Şekil 1.2. Guafenesin bileşi�inin (20 µg/L) MeOH ve 0.05 M HCl kar�ş�� (50:50oV/V)
içerisindeki UV spektruu.
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1.1.2. Farmakolojik özellikler

Guaifenesino ilaç olarak çok yayg�n bir şekilde kullan�laktad�r ve balga sökt�r�c�

ilaç olarak reçetelendirilektedir. Ancako etki ekanizas� ta olarak ayd�nlat�laa�şt�r

ve evcut bilgi s�n�rl�d�r. Ekspektoranlaro solunu yolu salg�lanas�n� artt�rarako öks�r�k

hafifletek için kullan�l�r. Dolay�s�ylao solunu viskozitesinin azalt�las� ile öks�r�k daha

etkin hale getirilir. Sökt�r�c� öks�r�k ilaçlar� alan�ndao klinik veriler nadirdir. Ayr�cao

öks�r�k ve ukus �retii veya at�� için objektif tahini sa�layan karaş�kl�k nedeniyle

araşt�ra zordur. Solunu ukus �retii sa�l�kl� kişilerde nispeten d�ş�k oldu�undano bu

alandaki araşt�ralar için başka bir engelo ukus nuune toplaa zorlu�udur.

Guaifenesino yayg�n olarak kullan�lan a��z balga sökt�r�c� ilaço 1952 y�l�ndao

Aerikan g�da ve İlaç İdaresi taraf�ndan onaylan�şt�r. İlaçlarda etken adde olarak

kullan�lan guafenesino so�uk alg�nl���nda ve hafif solunu yolu enfeks�yonlar�nda öks�r�k

tedavisi için kullan�l�r. Ancako guaifenesin klinikal kullan�lar� iyi belgeleniş de�ildir ve

klinik çal�şalar�n sonuçlar� tart�şal�d�r. Robinson ve ark. guaifenesino �st solunu yolu

enfeksiyonu nedeniyle öks�r�k s�kl��� ve şiddeti iyileştirilesi için plaseboya �st�n

oldu�unu bildirdiler.

Bunun aksineo Kuhn ve ark. taraf�ndan yap�lan araşt�ralara göreo bu durudao

guafenesin tedavisinden herhangi bir yarar bulunaaktad�r. Thoson et al. kronik bronşit

hastalardao öks�r�k �zerindeo ilac�n hiçbir etkisi olad���n� bildirdi.
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Ancako Parvez ve arkadaşlar� taraf�ndan daha yeni bir çal�şadao Kronik obstr�ktif

akci�er hastal��� olan hastalardao guaifenesin-plasebo karş�laşt�r�las�ndao öks�r�k ortalaa

yo�unlu�u daha b�y�k bir azala ile sonuçlanas� gösteriliştir. Benzer konuda raporlaro

di�er balga sökt�r�c� addeler için bulunabilir (yani broheksino asetilsistein).

Ekspektoranlar aksiyon ekanizas� ta olarak ayd�nlat�laa�şt�r. En az�ndan bir k�s�

içino ekspektoranlar aksiyonuo ide ukozas�n�n uyar�las� ile başlat�lan bir vagus

reflaksdan yararlanarak arac�l�k eder. Bu ekanizao 19. y�zy�lda öneriliştir ve balga

sökt�r�c� olarak kullan�lan ipecacuaulao y�ksek dozlarda verildi�inde kusaya neden

olas� gözleelere dayal�d�r. Bu hipotezi do�rulaak için farkl� hayvan odellerinde

yap�lan deneylerde baz� apirik veriler vard�r. Perry ve Boyd çal�şalar�ndao ipecacuanhao

y�ksek dozlarda idede solunu ç�k�ş yol s�v�s� art�r�las�na neden olas� gösteriliştir.

İntravenöz yolu uygulaas� ile karş�laşt���ndao ide t�p� yoluylao solunu yolu ç�k�ş

s�v�s�n�n daha h�zl� bir etkisini �retereko aonyu klor�r tavşanlarda uygulan�şt�r.
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1.2. Efedrin Hidroklorür

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri

Efedrin Hidroklor�r�n kiyasak for�l� şekil 1.3 de sunulaktad�r.

Şekil 1.3. Efedrin Hidroklor�r for�l�

FEF �nin kiyasal özellikleri aşa��da sunulaktad�r.

Molek�l For�l C10H15NO

Molek�l a��rl��� 165.23

Aç�k for�l� rel-(RoS)-2-(ethylaino)-1-phenylpropan-1-ol

Erie noktas� 86˚C

CAS No 299-42-3

PKa 10.3 (25 °C)
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Fiziksel Özellikleri:

FEF Kristal halinde parçac�k yap�s�ndad�r. Metanol ve klorofor ve eter gibi çözeltiler

içinde çöz�l�r. Kokusuz bir etken addedir. 218 � C� s�cakl�ktao sudao alkol içindeo eter ya

da klorofor da çöz�n�r. Efedrin hidroklor�r�n MeOH ve 0.05 M HCl içerisindeki UV

absorpsiyon spektru şekil 1.4 de sunulaktad�r.

Şekil 1.4.MeOH ve 0.05 M HCl kar�ş�� (50:50 V/V) içerisinde 20µg/L efedrin
hidroklor�r�n UV spektruu.
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1.2.2. EFE Farmakolojik Özellikler

EFE spinal anestezi s�ras�nda d�ş�k kan bas�nc� önleek için kullan�lan bir ilaçt�r.

Ayr�cao ast� ve narkolepsi için kullan�laktad�r. Fakato tercih edilen tedavi de�ildir. Bu

a��zdano daar veya kas içine enjeksiyonla al�nabilir. Başlang�çtao intravenöz kullan�� ile

h�zl�d�r. Aa bir kas içine enjeksiyon 20 dakika s�rebiliro a��z yoluyla etkisini gösterek

için 1 saat s�rebilir. Enjeksiyon yoluyla verildi�indeo yaklaş�k bir saat s�rer ve a��z yoluyla

al�nd���ndao dört saate kadar s�rebilir. Yayg�n gör�len yan etkilero uyku sorunlar�o anksiyeteo

baş a�r�s�o hal�sinasyonlaro y�ksek kan bas�nc�o kalp h�z�o iştah kayb� ve idrar yetersizli�i

say�labilir. Ciddi yan etkileri felço kalp krizi ve ide bulant�s�d�r. Ezire s�ras�nda

kullan�las� önerilez. Efedrin α ve β adrenerjik reseptörler �zerinde açarak çal�ş�r. Efedrin

ilk 1885 y�l�nda izole ediliştir. Efedrin genel bir ilaç olarak kullan�labilir. Gelişekte olan

d�nyada toptan aliyeti yaklaş�k 0.69 doz baş�na 1o35 USD etektir. Aerika Birleşik

Devletleri'ndeo çok pahal� de�ildir. Noral olarak Ephedra Çeşidi bitkilerde bulunabilir.

Efedrin içeren diyet takviyeleri Aerika Birleşik Devletleri'nde yasad�ş�d�r. Geleneksel Çin

t�bb�nda kullan�las� bir istisnad�r. Efedrino ide bulant�s�n� azalt�r. Kafein ve teofilin gibi

etilksantinlero kilo kayb� bak��ndano efedrin ile sinerjistik bir etkisi vard�r. Bu başka

�r�nlerin yarat�las�na ve pazarlaas�na yol aç�şt�r (Astrup ve arko 1995).

EFE: Norepinefrinin doku depolar�n� serbest b�rak�r ve böylece bir alfa ve beta-

adrenerjik sti�lasyon �retir; Epinefrinden daha uzun etkili ve daha az g�çl�d�r(Astrup ve

arko 1995).

GUA:Gastrik ukozay� tahriş ederek ve solunu yolu sekresyonlar�n� uyararak balga

sökt�r�c� olarak hareket edero böylece solunu s�v�s� hacilerini artt�r�r ve ukus

viskozitesini d�ş�r�r(Sas RA ve arko1984).
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EFE ve GUA kobinasyonu için etiketli endikasyonlar ast� hastal���nda

gösterilektedir. Ast� için (h�r�lt�l� solunuo gö��s s�k�şas�o nefes darl���) hafif derecede

septolar�n geçici olarak hafifletilesi ve balga�n (ukus) gevşetilesio kal�n bronşiyal

salg�laro bronşiyal t�plerin boşalt�las� ve öks�r�klerin daha verili hale getirilesini

sa�lar (Gaal M ve ark o 1997).

EFE ve GUA Kobinasyonu İçin İlaç Etkileşileri:

Alkalinize Ajanlar: Alfa / Beta-Agonistlerin seru konsantrasyonunu art�rabilir.

Alfa 1-Blokerleri: Alfa / Beta-Agonistlerin vazokonstriksiyon etkisini azaltabilir. Benzer

şekilde Alfa / β-Agonistler Alpha1-Blocker vazodilatasyonunu antagonize edebilir.

Atropin (Sisteik): Efedrinin (Sisteik) terapötik etkisini art�rabilir.

EFE/ GUA kullan� nedeni:

So�uk alg�nl���o grip veya saan nezlidi nedeniyle öks�r�ko bo�az ve hava yolu

tahrişlerini rahatlat�r. Efedrin / guaifenazo dekonjestan ve ekspektoran kobinasyonudur.

Kan daarlar�n� daraltarako burun kanallar�ndaki şişeyi azaltarak ve hava yolunda ukusu

inceltip gevşeterek çal�ş�r. Buo daha kolay nefes alan�z� sa�lar ve öks�r�kleri daha verili

hale getirir (Shuhua Deng ve arko 2016).
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EFE / GUA kullan�lad��� nedenler:

Efedrin / Guaifenesin içerisindeki herhangi bir addeye alerji oldu�undao Şiddetli

y�ksek tansiyono h�zl� kalp at�şlar veya di�er ciddi kalp problelerinde(örne�ino kalp daar

hastal���)o Son 14 g�n içinde furazolidon veya bir onoain oksidaz (MAO) inhibitör�

(örne�in fenelzin) kullan�ld���ndao bu kobinasyon kullan�� tavsiye edileektedir

(Brandon C ve arko 2006).
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1.3. Psödoefedrin Hidroklorür

1.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri

Psödoefedrin Hidroklor�r�n for�l� şekil 1.5� de sunuluştur.

Şekil 1.5. Psödoefedrin Hidroklor�r For�l�

Molek�l
For�l�

C10H15NO

Molek�l
a��rl���

165.23

Aç�k for�l� (So S)-2-ethylaino-1-phenylpropan-1-ol

Erie noktas� 86˚C

CAS No 90-82-4

Pka 5-11 (10.5°C)
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Fiziksel Özellikleri:

Psödoefedrino beyaz renkli kristalize bir tozdur. Alkolo eter veya suda çöz�l�r.

Psödoefedrinin MeOH ve 0.05 M HCl içerisindeki UV absorpsiyon spectru şekil 1.6 da

sunulaktad�r.

Şekil 1.6. MeOH ve 0.05 M HCl kar�ş�� (50:50 V/V) içerisinde 20µg/L Psödoefedrinin
UV spektruu.



16

1.3.2. Farmakolojik Özellikler

Psödoefedrin bir uyar�c�d�ro aa burun ukozalar�n k�ç�ltesi için belirlendi�ine

göreo bir dekonjestan olarak kullan�l�r. Genellikle so�uk alg�nl��� veya alerji ile ilişkili doku

hipereio öde ve burun t�kan�kl��� azalt�r. Di�er positive etkilero sin�s salg�lar�n drenaj

art�ras� ve t�kal� östaki borusu aç�las�n� içerektedir. Bu etkin adde vazokonstriksiyon

aksiyon ve y�ksek tansiyona neden olabiliro bu nedenle bir yan etki olarak tan�naktad�r. Bir

araşt�raya göreo psödoefedrin öks�r�k ilac� (öks�r���n bask�lanas�) olarak etkinli�ini

gösterebilir.Psödoefedrin tedavisi ile ilişkili yayg�n advers ilaç reaksiyonlar� (ADR)o erkezi

sinir sistei sti�lasyonuo uykusuzluko sinirliliko heyecanlanao baş dönesi ve anksiyete

say�labilir. Nadireno psödoefedrin tedavi idriyaziso hal�sinasyonlaro aritio hipertansiyono

nöbetler ve iskeik kolit ile ilişkili olabilir; psödoefedrino narkotik dahil di�er ilaçlar ile

kobine olarako paranoyak psikoz vakalar�n�n tedavisinde de bir rol oynayabilir. Ayr�cao

psödoefedrino di�er sipatoietik addeler aras�ndao felç oluşuu ile ilişkili oldu�u

rapor ediliştir (Endou ve arko2003).

Psödoefedrino diabetes ellituso kardiyovask�ler hastal�ko şiddetli veya kontrols�z

hipertansiyono ciddi koroner arter hastal���o prostat hipertrofisio hipertiroidizo kapal� aç�l�

gloko hastalar�nda veya haile kad�nlar taraf�ndan kontrendikedir. Eşlik eden veya yeni

(önceki ondört g�n) onoain oksidaz inhibitör kullan��o hipertansif krizlerˈde dahil

olak �zereo hipertansif reaksiyonlara neden olabilir. Metildopao ekailaino reserpin ve

veratru alkaloidler antihipertansif etkilerio sepatoietikler ile azalt�labilir. Beta-

adrenerjik antagonistlerio sepatoietikler ile etkileşeye girebilir (B. ABaldwina ve arko

1998)
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Psödoefedrino direkt ve indirekt sepatoietik aktiviteye sahiptir ve etkili bir �st

solunu yollar� dekonjestan�d�r. Psödoefedrino sistolik kan bas�nc�n�n y�kseltilesinde ve

taşikardi yarat�las�nda efedrinden öneli oranda daha az etkilidir ve erkezi sinir

sisteinin uyar�las�nda da etkisi daha d�ş�kt�r. Guaifenesino ekspektoran bir etkiye

sahiptir. Bu etkinin bronşiyal salg�n�n hacini ve su uhtevas�n� artt�rarak salya

vistozitesini azaltak ve böylece salyan�n ekspektorasyonunu sa�laak oldu�u

d�ş�n�lektedir ( Keri Wellington ve arko2001).

Psödoefedrin karaci�erde N-deetilasyon yoluyla aktif bir etabolit olan

norpsödoefedrine k�sen etabolize olaktad�r. Psödoefedrin ve etaboliti idrar ile at�l�ro

dozun %55 ile 75'i herhangi bir de�işikli�e u�raadan at�l�r. İdrar asitlendi�inde

psödoefedrinin idrar ile d�şar� at�la h�z� artar. Bunun tersine idrar pH'� artt�kça idrar ile

d�şar� at�la h�z� azal�r. Guaifenesin he oksidasyono he de deetilasyona u�rar. Sa�l�kl�

yetişkin gön�ll�lerdeo 60g psödoefedrinin verilesi yaklaş�k 2 saat sonra (Tax) yaklaş�k

180 ng/l'lik bir pik plaza konsantrasyonu (Cax) yarat�şt�r. Plaza yar�lana ör�

yaklaş�k 5.5 saattir (idrar pH'I 5.0 ile 7.0 aras�nda kal�r). Psödoefedrinin plaza yar�lana

ör� idrar�n asitleşesiyle öneli ölç�de azal�r ve alkalinizasyon ile artar. Sa�l�kl� yetişkin

gön�ll�lerde 600g guaifenesin verildikten sonra Cax yaklaş�k 1.4 μg/lo Tax ise ilac�n

verilesinden itibaren 15 dakikad�r. Guaifenesinin plaza yar�lana ör� yaklaş�k 1 saattir

ve 8 saat sonra kanda gör�lez ( Stanleyo N ve arko 1996).
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Psödoefedrino 4 saat s�ren dekonjestan etkisine 30 dakika içinde ulaş�r. Guaifenesin

ekspektoran etkisini 24 saat içerisinde gösterir. Psödoefedrin ve guaifenesin uzun s�reden

beri isteneyen etkiler gör�leden yayg�n bir şekilde kullan�laktaysa dao bunlar�n gebelik

s�ras�nda kullan�lar� ile ilgili spesifik veriler bulunaaktad�r. Bundan dolay�o gebe

kad�n�n bu ilaçtan sa�layaca�� yarar ile ilac�n gelişekte olan fetusa olabilecek tehlikeli

etkileri dengeleek şart�yla kullan��na karar verilelidir. Psödoefedrin anne s�t�ne az

iktarda geçero fakat bunun ezirilen bebeklerdeki etki derecesi bilineektedir. A��z

yoluyla tek doz psödoefedrin verilen annenin s�t�yle 24 saat içinde bunun %0.5 - 0.7'siflifl

at�laca�� tahin edilektedir. Guaifenesino bebek �zerinde hiçbir etkisi olad��� tahin

edilen k�ç�k iktarlarda anne s�t�nde at�laktad�r.
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1.4. Guafenesin ve Efedrin ve Psödoefedrin Analizlerinde Kullanılan Analitik

Yöntemler İçin Literatür Araştırması

1.4.1. Guafenesin İçin Uygulanan Yöntemler

1.4.1.1. HPLC Yöntem

Dinç ve ark.o2005 bir öks�r�k şuruptao Guafenesin ve Dekstroetorfanˈin eş zaanl�

tayini için yeni HPLC yöntei geliştiriliştir ve bu yönteio florietrik dedektör ile birlikte

uygula�şlard�r. Di�er addeler aras�ndao aktif bileşenlerin ayr�las� ve de�erlendirilesi

için geliştirilen yönteo basito do�ru ve h�zl� nuune haz�rlaa ad�lar� içerir. Dalgaboyu

bölgesinde floresan karaktere sahip olan Ailorid (AM)o iç standart olarak kullan�l�şt�r.

İki ilaç için iyi bir kroatografik ay�r�o bir Waters Syetry C18 kolonunda ® 5 u 4.6 x

250  ve obil faz olarak Fosfat tapon addesi ve Metil alkol ve Asetonitril de

yap�liştir. El�syono floresan dedektör ile 277 ve 588 n uyara ve eisyon dalga

boylar�nda izleniştir. Tarif edilen koşullar alt�ndao elde edilen kalibrasyon grafiklerio

Dekstroetorfan ve Guaifenesin içino 0.05-0.2 ve 1.2-2.4 g/ ML konsantrasyon aral���

�zerinde do�rusald�r ve regresyon katsay�lar� 0.999 dan fazla idi. Validasyon çal�şas�o yeni

analitik yöntein seçiciliko do�rusall�ko kesinliko do�ruluk ve hassasiyet de dahil olak

�zere teel kriterlere uygun oldu�unu kan�tlaak aac�ylao ICH kurallar�n� yerine getirek

için tespit ediliştir ( Dinç ve ark.o 2005)
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Hatai ve ark. o 2011 yap�lan bir çal�şadao bir basito h�zl� ve etkili bir yönteo

da��t�c� s�v�-s�v� ikroekstraksiyon (DLLME)o y�ksek perforansl� s�v� kroatografisi-

floresan dedektör� ile birlikteo insan idrar örneklerindeo guafenesin şurup for�lasyonunun

bir oral doz uygulaas�ndan sonrao guafenesin enantioerlerinin belirlenesi için

geliştirişlerdir. İdrar nuunelerio 0.0 - 2.0 o 2.0 - 4.0 ve 4.0 - 6.0 saat zaan aral�klar�nda

toplan�şt�r ve derişi ve iki enantiyoerin oran� tespit ediliştir. İdrardao R-(−) S-(+)

enantiyoer konsantrasyon oran�o 0.66o 2 saat ve 6 saat 2.23o R/S enantioerde zaanla bir

art�ş gösteriştir. Mikroekstraksiyonu bir işle içino ekstraksiyon Solvent kar�ş��

(Dikloroetano 100 uL) ve da��t�c� bir çöz�c� (THFo 1 l)o bulan�k bir çözelti oluşas� içino

5.0 L seyreltiliş idrar örne�i içine h�zla enjekte edildi ve CH2CI2 halinde enantiyoerler

elde ediliş. HPLC enantioselektif koşullarin optiizasyon sonras�o ekstraksiyon haci ve

t�r� ve da��t�c� çöz�c�lero ekstraksiyon s�resio s�cakl�ko pH ve tuz etkisi gibi en öneli

paraetrelero da��t�c� s�v�-s�v� ikroekstraksiyon işlei için optiize ediliştir. Optiu

ekstraksiyon koşullar� alt�ndao hedef analitler için 10- 2000 ng / l konsantrasyon

aral���ndao yönte deo kalibrasyon e�risi do�rusald�r. Her iki enantioer için LOD 3.00 ng

/ l oldu�u tespit ediliştir (Hatai ve ark. o 2011).

Dinç ve ark. o 2015 ticari bir öks�r�k şuruptao potasyu guaiacolsulfonate (PGS)o

guaifenesin (GUA)o difenhidrain HCl (DIP) ve carbepentane sitrat (SYR)o ayn� anda

de�erlendirilek için yeni ultra-perforansl� s�v� kroatografik (UPLC) yöntei

geliştirişlerdir. PGSo GUAo DIP ve ARAÇo dört bileşikler için kroatografik ay�rao

Asetonitril ve 0.1 M HCI oluşan bir hareketli faz (50: 50o hac / hac) kullanarako bir BEH

fenil s�tun �zerinde (100 × 2.1 o 1.7 ikron i.d.) gerçekleştirdi. Bununla birlikteo

kroatografik analizi için optiize koşullar�o 0.38 l / dak ak�ş h�z�o 30� C kolon s�cakl���o

220 n fotodiyot dedektör ile 1.2 uL enjeksiyon haci bulundular. Kalibrasyon e�rilerio 10–

98 µg/L konsantrasyon aral���nda PGS içino 5–80 µg/L aral�kta GUA içino 5–25 µg/L

aral���nda DIP ve CAR içino pik alan� �zerinde analit konsantrasyon regresyonu ile

hesaplan�şt�r. Yönte validasyon sonras�o önerilen UPLC yaklaş�o PGSo GUAo DIP ve ek

bileşikleri içeren ticari şurup for�lasyonu analizi için başar�l� bir şekilde uyguland� ( Dinç

ve ark. o 2015) .
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Grosa ve ark. o2006 guaifenesin (GUA)o etil p-hidroksibenzoat (MHB) ve propil

p-hidroksibenzoat (PHB) �çl� bir kar�ş� içeren ticari bir öks�r�k şurubu dozaj

forulasyonlar� için y�ksek perforansl� s�v� kroatografi işlei gösteren bir stabilite

geliştirişlerdir. Kroatografik koşullar� gösteren stabil bir yönteo GUAo MHBo PHB

ayr�las�n� sa�laak için seçiliştir. Kantitatif ve izokratik ayr�lao 17 dakika içindeo bir

eter-ba�l� fenil dura�an faz ile 150  kolonu �zerinde elde ediliştir. Analitlerin

saptanas� 254 ve 276 n' de yap�l�şt�r. Mobile faz Fosfat tapon : A (pH 3.0o 10 M)

ve Asetonitril ˈden :B 25/75 (v/v) oluşuştur. 95–285 ve 4–12 aral�klardao GUA–MHB–

PHB kar�ş�� için yönte iyi do�rusall�k gösteriştir. Korelasyon katsay�lar�n�n kares�

0.999ˈ dan b�y�kt�r. İnterday R.S.D. s�ras�yla GUAo MHBo ve PHP içino 1.17o 1.14 ve

0.91% idi. Gerçekten ortalaa geri kazan�o hedef deney konsantrasyonunun 100% ˈde o

100.3o 100.5 idi ve 0.8o 0.7 ba��l standart sapa ile 100.7% ve s�ras�ylao laboratuvarda

haz�rlanan örneklerden o GUA ve MHB ve PHB için % 0.4 oluştur. Yöntein

uygulanabilirli�io ticari dozaj for analizi için de�erlendiriliştir (Grosa ve ark. o 2006) .

Muhaad ve ark. o2007 bir çal�şadao h�zl� bir Eşli-iyon y�ksek bas�nçl� s�v�

kroatografik yönteo Guaifenesino Fenilpropanolain hidroklor�ro sodyu benzoat ve

kodein fosfat dörtlu kar�ş� içeren öks�r�k bir şurupta geliştirişlerdir. Heptan S�lfonik

Asito obil faz olarak kullan�l�şt�r. Sabit bir dalga boyu dedektör� (λ = 254 n) ve μ-

Bondapak fenil kolonu kullan�l�şt�r. T� aktif bileşenler için topla analiz s�resi 22

dakika oluştur Nasee (Muhaad ve ark. o 2007).
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Thresiana ve ark. o2005 öks�r�k ve tablet ve şuruptao basit ve h�zl� bir gaz

kroatografi (GC) yönteo Asetainofeno Fenilpropanolain Hidroklor�ro Guaifenesino

Psödoefedrin Hidroklor�ro Kafeino Klorfenirain Maleat ve Dekstroetorfan Hidrobro�ro

kobinasyonu ayn� anda tespit için geliştirişlerdir. Alkali Etil Asetat ile analit

ekstraksiyondan sonrao 2 uL öz�o bir CBP1-M25-025 silika k�lcal s�tun ile (fil kal�nl���

0.25 uo 0.22  x 25 ) donat�l�ş bir gaz kroatografa enjekte ediliştir (50 böle

oran�: 1). Kolon s�cakl���o 5 dakika boyunca 150� C'de tutuluştur ve 3�C / dakikada 175 �

C' ye ve 10 � C / dk'da 270 � C'ye y�kseltildi. Alev iyonizasyon detektör� ve enjektör�n

s�cakl�klar�o 300 � C'de uhafaza ediliştir. GC yönteio ucuzo h�zl�o do�ru ve hassas bir

yöntedir ve ilaç şirketlerinin kalite kontrol laboratuvarlar�nda tablet ve şurup analizi için

kullan�labilir (Thresiana ve ark. o 2005).

Abdelkawy ve ark. o 2011 �ç basit ve g�venilir yönteo Abroksol HCI (A) ve

Guafenesin (G)o Aˈn�n oksidative parçac�klar�n�n (AD) varl���nda ve gayakol(GD) ve G

safs�zl�ko �çl� kar�ş��n tespiti için geliştirişlerdir. Ao ADo G ve GD dört bileşenin

ayr�las� için ilk yönteo izokratik bir HPLC yöntei olarako C18 kolonu �zerindeo su:

etanol (80: 20o hac / haco o% 1 trietilaino pH 2.9) oranda kullanarako 1.5 L / dakikal�k

bir ak�ş h�z� ve 220n' de UV tespiti ile uyguland�. A ve G içino do�rusal bir ilişkio 5-80

μg/l ve 10-150 μg/l aral���ndao elde ediliştir. İkinci etoto bir ince tabaka

Kroatografisi-Spectrodensitoetric yöntei olarako silika jel 60F 254 plakalar �zerindeo

Klorofor: Metanol: Etil Asetat: Asetik Asit (70: 8: 12:10o haci olarak) bir obil faz

oluşturano ayr�las� için kullan�l�şt�r. Ayr�l�ş bölgelerin densitoetrik de�erlendirilesio

270 n' de yap�ld�. Kalibrasyon grafikleri için regresyon analizio s�ras�ylao A ve G içino 1-7

μg/ band ve 2-10 μg/band aral���ndao iyi bir korelasyon gösteriştir. Üç�nc� yönteo PCR

(Ana bileşen regresyon) ve PLS (k�s� en k�ç�k kareler yönteleri içeren çok de�işkenli

spektrofotoetrik kalibrasyon yönteo dört bileşenden Ao ADo Go ve GD belirlenesi için

kullan�l�şt�r (Abdelkawy ve ark. o 2011).
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Reddy ve ark. o 2011 bir kararl�l�k belirten gradyan ters faz s�v� kroatografik (RP-

LC) yönteo farasötik for�lasyonlardao guaifenesin ile ilgili addelerin kantitatif analizi

için geliştirişlerdir. Guaifenesin ve yabanc� addeler için teel ayr�o bir Water

Syetry C18 (150  × 4.6 ) 5 μ kolon ve gradyan el�syon yöntei kullanarak

başar�ld�. S�ras�ylao A obil faz 90 :10 v/v orandao 0.02 M KH2PO4 (pH 3.2) ve etanol ve

B obil faz 10:90 v/v orandao 0.02 M KH2PO4 (pH 3.2) ve Metanol içerektedir. Hareketli

faz�n ak�ş h�z�o 273 n' de saptaa dalga boyu ve bir 25 � C kolon s�cakl��� ile 0.8 l / dak

oluştur. Gelişiş yönte özg�ll�ko do�rusall�ko alg�laa ve ölç��o do�ruluko kesinlik ve

sa�lal�k s�n�r� ile ilgili belirli kurallara göre do�ruland� (Reddy ve ark. o 2011).

Bhattacharyya ve ark.o 2013 yap�lan bir çal�şadao kabulo yay�no istikrar veya

farakokinetik çal�şay� dikkate aladano g�venilir ve do�ru veri oluşturak içino

geliştiriliş ve istikrarl� bir yönte elde ettiler. UV spektro dao 200 n ile 400 n ve 273

aral���o eilii için aksiu dalga boyu olarak seçiliştir. Konsantrasyona ba�l�

absorbans lineer regresyono 0.991 bir regresyon katsay�s� (R2) ile y = 0.0155x - 0.0136

eşitli�i elde etti. Y�ksek oranda geri kazan� de�erio for�lasyonda bulunan ilave

addelerin hiçbir girişii olad���n� gösterilektedir. Stabilite çal�şas�o b�y�k oranda

de�işiklerio sadece bir ilacin UV �ş���o oksitleeo asitik hidroliz ve bazik hidroliz ile

etkileşesi halde gözleniştir. Böyleceo bu yönteo farasötik for�lasyonda guafenesin

belirleek için kullan�şl�d�r. Bir basito hassas ve stabilite gösteren UV spektrofotoetrik

yönteo haz�rlanan haci ve kat� dozaj foru (tablet) deo Guaifenesin kantitatif tayini için

geliştiriliştir. Yönte h�zl� ve ekonoik bir yöntedir ve ayn� zaanda belirlenen aral�k

için h�zl� ve hassas bir yöntedir. Stabilite çal�şas�o geniş bir PH aral��� boyuncao hidroliz

içino s�cakl�ko oksidasyono fotoliz ve duyarl�l�k etkisini içerektedir (Bhattacharyya ve ark.o

2013).
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Lopes ve ark. o 2012 desonido sorbik asito etilparabeno propil galat ayr�şt�ra ve

ayn� anda tayini için yeni ters fazl� s�v� kroatografik yönte uyguland� ve desonid’in

hidrofilik bir kredeki �r�n bozunas�o deneysel tasar�o çöz�n�rl�k kay�p fonksiyonlar�

ve keoetri yönteleri ile geliştirişlerdir. Bu yöntei kullanarako taraa aşaas� ve ta

faktöriyel tasar�� içeren bir stratejio en etkili kroatografik de�işkenleri (pH ve organik

çöz�c� içeri�i) ortaya ç�kar�şt�r. Arka te�et çöz�n�rl�k fonksiyonuo optiizasyon kayb�

fonksiyonu olarak beniseniştir. Bu de�işkenlero erkezi bir kopozit tasar�

kullan�larak daha da optiize ediliştir. Çok de�işkenli e�ri çöz�n�rl��� ve k�si en k�ç�k

kareler regresyonuo kroatografik çal�şa s�resini optiize etek için test ediliştir.

Ancak, Kesinlik aç�s�ndan �st�n oldu�u ortaya ç�kard� ve topla çal�şt�ra s�resi 3 kat daha

d�ş�k (yaklaş�k 8 dak) bir yöntein geçerlili�ine izin verdi. Desonid for�lasyonu için

optiu ay�ra koşullar�n�n tahinindeo deney tasar� ve keoetri odellerio zaan ve

kaynaklar�n etkin bir şekilde kullan�las�n� sa�lad�. Ortaya ç�kan yöntein evcut ICH

yönergelerine göre do�rulaas�o seçicili�inio do�rusall���n�o do�rulu�unu ve do�rulu�unu

teyit edildi (Lopes ve ark. o 2012).

Yehia ve ark.o 2015 �ç gelişiş keoetrik spektrofotoetrik yönteleri;

Konsantrasyon Kal�nt�lar� Art�r�l�ş Klasik En K�ç�k Kareler (CRACLS)o Çok De�işkenli

E�ri Çöz�n�rl��� - De�işen En K�ç�k Kareler (MCR-ALS) ve Teel Bileşen Analizi-

Yapay Sinir A�lar�y� (PCA-ANN) geliştiriş ve do�rula�şt�r ve PLS kalibrasyonu ile

de�erlendirişlerdir. Önerilen yöntelerin analitik perforans�o y�zde geri kazan�laro

kalibrasyonun kök ortalaa karesi hatas� ve tahini standart hata ile tan�lan�şt�r. Dört

çok de�işkenli kalibrasyon yönteio herhangi bir ön ay�ra basaa�� oladan do�rudan

kullan�labilir ve farasötik for�lasyon analizi için başar�yla uygulanabilir ve hiçbir

yard�c� addenin �dahalesi gözlenez (Yehia ve ark.o 2015).
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1.4.2. Efedrin İçin Uygulanan Yöntemler

1.4.2.1. HPLC Yöntem

İaoglu ve arko 2013 guafenesin ve Efedrin Hidroklor�r ikili kar�ş�� içeren

Farasötik for�lasyonlar� için yeni basit ve seçici tayin etodu yay�nla�şlard�r. Bu

yönte için Fosfat tapo – Metanol kobinasyonu (60: 40o h = h) izokratik obil faz

olarak seçiliş ve GUA ve EFE kobinasyonun eş zaanl� analizi için geliştiriliş bu s�v�

koroatografi için PH 3ˈe ayarland�. Bu yönte için konsantrasyon aral��� GUA için 30-

100 μg/ L ve EFE için 15-50 μg/L gözleniştir. 212 n' de yap�lan tespitleri için topla

çal�şa s�resi en az 10 dakikad�r. Bu çal�şadao geliştiriliş RP-HPLC yönteio s�v�-s�v�

ektre etedeno insan plaza ve şurub dozaj for nuunelerinde farasötik preparatlara

başari ile uyguland� ve bu yöntein istatistiksel karş�laşt�ras�o farasötik preparatlar ve

insan plaza örne�inde gerşekleştiriliştir ( İaoglu ve arko 2013).

Matthijs ve ark.o 2006 bir çal�şadao h�zl� taraa ve çeşitli optiizasyon ad�lar�n�

içeren bir stratejiyio farasötik ba�lar�n kiral olek�llerinin ayr�las� için polar organik

çöz�c� kroatografisiyle (POSC)o dört polisakarit esasl� sabit faz kullanarak önerdiler ve

noral fazda (NPLC) ve s�perkritik s�v� kroatografisinde (SFC) daha önce bildirilen

stratejilerle karş�laşt�rd�lar. Buradao optiizasyono deneysel alan� verili bir şekilde

haritalaak için deneysel tasar��n kullan��na dayan�r (Matthijs ve ark.o 2006).
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Stanaszek ve ark.o 2004 Saçtao etaedioksaetain (MDA)o

etilendioksietafetain (MDMA) ve etilendioksietilafetain (MDEA) afetaino

efedrin (EP)o etakainon (MTC)o paraetoksiapetain (PMA)o etafetain (MA)

belirleek için bir analitik prosed�r� optiizeo valide ve geliştireyi de�erlendirdiler.

Hedef addelero alkalin (İM NaOH) sindiriinden sonra 1-klorob�tan ile ekstrakte edildi ve

y�ksek perforansl� s�v� kroatografisi-atosferik bas�nçl� kiyasal iyonizasyon k�tle

spektroetresi (LC-APCI-MS) ile tesil edildi. K�lcal gerilio korona ak��o kuruta gaz�

s�cakl��� ve ak�ş h�z�o buharlaşt�r�c� s�cakl��� ve neb�lizör gaz� bas�nc� gibi APCI-MS

paraetreleri ak�ş enjeksiyon analizinin uygulanas� ile optiize ediliştir. Kantitasyono

çal�ş�lan ilaçlar�n protonlan�ş olek�ler iyonlar�n�n seçilen iyon izleesi kullan�larak

yap�ld� ve bunlar�n döteryulu analoglar� dahili standartlar olarak kullan�ld�. Alg�laa

liitleri MAo MDAo MDMA ve MDEA için 0.05 ng / g; EP ve AMP için 0.10 ng / g; Ve

MTC ve PMA için 0.20 ng / g idi. T� ilaçlar 0 ila 20 ng / g aras�nda do�rusal tepki

gör�ld�. Yönteo detoksifikasyon ve etadon tedavisi alan hastalardan elde edilen 93

orijinal saç örne�inde afetainlerin belirlenesinde uygulan�ş ve 0.17-17.28 ng / g

(EP)o 0.52-2.08 ng / g (MTC)o 0.15-62.52 (AMP)o 0.10-16.52 ng / g (MA)o 0.10-0.88 ng

/ g (MDMA) ve 0.10-0.16 ng / g (MDEA) elde ediliştir. MDA ve PMA hiç tespit

ediledi (Stanaszek ve ark. o 2004) .

Orsi ve ark .o 2006 nafazolino oksietazolino ksiloetazolin ve efedrin'in ters fazl�

HPLC kullan�larak kronolojik çöz�lerde belirlenesi için basito h�zl� ve do�ru bir yönte

geliştirdiler. Bu araşt�radao sabit faz olarak polibutadien ile kaplan�ş al�ino Asetonitril-

sulu 10-3 M NaOH (10: 90) başlang�ç obil faz� olarako 25 dakika içinde% 10 ila% 80

asetonitril içeren bir lineer gradyan ve 224 n'de saptaa kullan�l�şt�r. Sadece nuune

haz�rl���o su ile seyreltilesidir. Metodun do�rusall��� ve do�rulu�u de�erlendirildi. Çeşitli

for�lasyonlar için elde edilen deney sonuçlar� beyan edilen iktarlarla uyuluydu (Orsi

ve ark .o 2006) .
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Bagheri ve ark.o 2008 idrar nuunelerinde efedrin tayini için hassas bir yönte

olarak HPLC ve UV tespiti ile birlikte s�v�-s�v� ikro ekstraksiyon (LLLME) kullan�şt�r.

Efedrin önce 3.5 L idrar örne�inden (pH 12) tol�en / benzen ikrofil (50:50) içine

ekstrakte edildiler. Daha sonra analito organik fazda s�spansiyon haline getiriliş asidik bir

ikrodrop sol�syonu (pH 2) içinde geri ekstrakte edildi. Ekstrakt daha sonra do�rudan

HPLC sisteine enjekte edildi. 137 zenginleştire faktör� iyi örnek teizlee ile birlikte

optiize ediliş koşullar alt�nda elde edildi. Kalibrasyon e�risi 0o01-50 g / L aral���nda

do�rusall�k gösterdio regresyon katsay�s� 0o998'e karş�l�k geldi. 3 ve 10'luk bir S / N'ye

dayanan LOD'lar ve LOQ'ler s�ras�yla 5 ve 10 μg / L idi. Metodo sonunda 5 g'l�k tek ilac�n

oral yoldan verilesinden sonra idrar örne�inde efedrin tayini için uygulan�şt�r (Bagheri

ve ark.o 2008).

K. Ler ve ark.o 2006 yap�lan bir çal�şadao farkl� paraetrelerin etkisini (Mobil

faz kopozisyonu - pHo organik solvento tuz niteli�i ve konsantrasyonuo ak�ş oran�o enjekte

edilen iktar ve s�cakl�k) farakolojik aç�dan �ç öneli bileşi�in enantiyoerik ayr�las�

�zerineo Β-siklodekstrin sabit faz kullan�larak incelediler. Bu paraetrelerin etkisinin

de�erlendirilesio optik safl�k tespiti için şart�n optiize edilesine izin verir. Raseik

kar�ş��n ayr�las� için aşa��daki deney koşullar� seçildi: Sabit faz - ChiraDexo 5 μ; S�tun

- LiChroCart 250 x 4  I.D. ; Mobil faz - 500 ol trietilain / 1 su içinde H2SO4 ileo

PH = 3.5o ak�ş h�z� - 0.8 L / dak; Alg�laa - 206 n'de UV absorpsiyonu; s�cakl�k. K�ç�k

(% 1) enantiyoerin b�y�k bir iktar�n �zerinde ayr�las� oak�ş h�z� 0.2 L / dak ve

terostatl� kolon (Metafetain ve selegilin için 20 � Co efedrin için 5 � C) kullanarak

geliştirild (K. Ler ve ark.o 2006).
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Boberić-Borojević ve ark.o 1999 efedrin hidroklor�ro teofilino papaverin hidroklor�r ve

hidroksijin hidroklor�r içeren ithal antiasatik tabletlerin kalitesini kontrol edilişlerdir.

Analiz etodunun aac�o analiz için ayr�o tan�lana ve t� bileşiklerin iktar�n� ayn�

anda ölçektir. Progralanabilir bir dalga boyu dedektör�ne ba�l� ticari olarak paketleniş

bir Nucleosil C18 kolonu kullanarak bir RP-LC sistei uyguland�. Analizo su içindeki

asetonitril konsantrasyonunun artas� ile gradyan progra�nda gerçekleştirildi. Burada

Mobil faz�n pH'n�n etkisi belirleniştir. (Boberić-Borojević ve ark.o 1999).

HX ve ark.o 1991 yap�lan bir çal�şadao HPLC'de obil faz kopozisyonunu optiize

etek için Powell etodu başar�yla uygulan�şlard�r. KH2PO4 çözeltisi etanol obil faz

sisteio efedrin ve psödoefedrin'in Powell yöntei ile ayr�las� için optiize ettiler. Mobil

faz�n optiize bileşii: 0.01 ol / L KH2PO4 -MeOH = 94: 6 (V / V) olarak bulundu.

Powell yöntei kullanarako tablolar ve şekiller gerçekleştirildi ve 0.95 pik ay�ra

fonksiyonuna ulaş�ld� (HX ve ark.o 1991).
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1.4.3. Psödoefedrin İçin Uygulanam Analiz Yöntemleri

1.4.3.1. HPLC Yöntem

Carnevale ve ark.o 2008 Yap�lan bir çal�şadao bir grup parabenler ile birlikte (butil

etiloV-VIII) oAsetainofen (I)o Guaifenesin (II)o Psödoefedrin Hidroklor�r (III)o ve

Folkodin (IV)o öks�r�k kar�ş�� içino geliştirilen bir y�ksek perforans s�v� kroatografi bir

yönteio iyon eşleştire ajan asit oktans�lfonik içeren etanol-su-asetik asit bir hareketli

faz ile (45:55:2) birlikte ve kiyasal olarak ba�lan�ş oktadesilsilan hareketsiz faz

kullan�larak kan�tlad�lar. Aktif bileşkenler için desteklee hacilerio s�ras�ylao I-IV

bileşikler içino 3.8 Lo 5.4 Lo 9.4 Lo 15.6 l idi. Parabenler için d�zeltiliş al�kona

hacilerio [Metil (V) için 5.4 lo etil(VI) için 9.6 lo propil (VII) için 18.5 ilo ve butil

(VIII) için 37.9 l] esterlenesi alkollerin zincir uzunlu�una sahip bir �stel bir ilişki

gösteriştir. Aktif bileşenler ve labratuarda haz�rlanan nuunelerden parabenler için

ortalaa geri kazan�o s�ras�ylao 1.7o 0.3o 1.5o 0.3o 0.3o 3.3o 0.7o ve I-VIII için % 2.7o standart

sapalar� ile teorinin% 100'� idi (Carnevale ve ark.o 2008).

Shervington ve ark.o 1996 yap�lan bir çal�şadao birçok bileşenli bir farasötik

�r�nde aktif bileşenlerin ayn� anda belirlenesini bildirdiler. Bir şuruptao Psödoefedrin HCl

(I)o Guaifenesin (II) ve Dekstroetorfan HBr (III) kar�ş��n HPLC ile eşzaal� analizi için

izokratik ters fazl� bir kroatografik yönte geliştirildi. Kolono oktadesilsilan 5-ikron

sabit fazˈ dan oluşuştur. Hareketli fazo 45% (v/v) sulu etanol ve tapon olarak aonyu

forat (pH 4.3) ˈtan oluşuştur. S�ras�ylao (I)o (II) ve (III) için tutuna zaan�o 4.50o 7.30

ve 17.60 dakika olarak saptan�şt�r ( Shervington ve ark.o 1996).
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Rahul ve ark.o 2011 iki tekrarlanabiliro basito do�ruo hassaso önceden her hangi bir

ayr�laya ihtiyac� olayan ve ekonoik yönteo Guaifenesin ve Psödoefedrin

Hidroklor�r�n ayn� andao tablet dozaj forundao eş zaanl� olarak tayini için

geliştirişlerdir. Birinci yönte si�ltane denkle yöntei: bu yöntedeo s�ras�ylao

Guaifenesin ve Psödoefedrin Hidroklor�r absorbans� ölçek için 272 n ve 257 n seçildi.

İkinci yönteo 272 n ve 265.50 nˈ de (ISO-ee noktas� olarak) absorbans ölç��ne

dayal� bir Q-de�eri analizidir. Guaifenesin ve Psödoefedrin Hidroklor�ro aksiu dalga

boyu olarak 272n ve 257 n ˈde ve 265o50 n isoabsorptive noktadao 30-150 µg/L ve

300-1500 µg/L konsantrasyon aral���nda do�rusall�k gösterdi. Geri kazan� aral���o

si�ltane denkle etodu halindeo Guafenesin için >98.50% ve Psödoefedrin Hidroklor�r

için > 98.90%o ve önerilen yöntein do�rulu�unu teyit etek içino Q-analiz etodu halindeo

Guaifenesin için > 98o24% ve Psödoefedrin Hidroklor�r için > 98.09% o saptanaktad�r.

(Rahul ve ark.o 2011).

Riahi ve ark.o 2011 yap�lan bir çal�şadao farkl� keoetrik yöntelerin

do�rulu�unuo UV spektrular� ve birinci dereceden t�rev spektrular� �zerinde

uyguland���ndao karş�laşt�rd�lar. Ana bileşen regresyon (PCR) ve bir ba��l� de�işken ile

k�si en k�ç�k kareler (PLS1) ve iki ba��l� de�işken (PLS2)o Psödoefedrin (PDP) ve

Guaifenesin (GFN) içeren bir farasötik for�l�n spektral veriler �zerinde uygulan�şt�r.

Burada ört�şen spektrular�n derivitize derecesio herhangi bir kiyasal ön işle

kullanadano iki bileşenli kar�ş�lar�n analizi için çok de�işkenli yönteler ile

de�erlendiriliştir. Keoetri odelleri validasyon veri setleri �zerinde test ediliştir ve

son olarako ilaç analizi için uygulan�şt�r. Gerçek örneklerin analizindeo öneli avantajlar�o

t�rev spektrular�n kalibrasyon odelleri kullan�ld��� zaan bulundular. Önerilen yönteo

ön ay�r�la işlelerine ihtiyaci olayan basit ve h�zl� bir yöntedir ve özellikle kalite

kontrol laboratuvarlar�ndao bu bileşiklerin analizi için kolay bir şekilde kullan�labilir ( Riahi

ve ark.o 2011).
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Vignaduzzo ve ark.o 2012 broheksino Klorfeniraino Parasetaol ve

Psödoefedrino eş zaanl� tayini içino tablet ve ya şuruplarda basit ve etkili bir s�v�

kroatografik yönte geliştirdiler. Analitlerin ayr�las�o 10 dakika içindeo ( PH=4 )

Trietilain-Fosforik Asit tapon ve Metanoluo izokratik obil faz olarak kullan�ld���ndao

1.0 L in−1 ak�ş h�z� ile siyano kolonunda (5 u parçac�k b�y�kl���) yap�ld�. Analitler

215 n'de tespit ediliştir. İstatistiksel deneysel tasar�lar ve grafik gösteriio uygun

dalgaboyu secek için ve obil faz bileşii optiize etek ve yönte sa�lal���

de�erlendirilesi için kullan�ld�. Kalibrasyon için do�rusall�k (R> 0.99o n = 21)o ilgili

aral�klarda (for�lasyonlardao analitlerin beklenen konsantrasyonlar�n�n 130% kadar)o

yönte do�rulu�u (<% 2.0)o tekrarlanabilirlik (RSD <% 2.0) ve orta hassasiyet

do�rulan�şt�r. Ek olarako özg�ll�k ( fotodiot dedektör ile pik safl��� > 0o9997) ve yönte

sa�lal��� de�erlendiriliştir ve siste uygunluk paraetreleri belirleniştir.

De�erlendirilen etoto çeşitli ticari tabletin rutin analizleri ve tatin edici analit geri

kazan�� ve RSD (ba��l standart sapa) de�erleri gösteren so�uk alg�nl��a karş� şurup

farasötik preparatlar için kullan�l�şt�r (Vignaduzzo ve ark.o 2012).

Rostai ve ark.o 2015 bir çal�şadao anyetik nanopartik�l Fe3O4 �zerinde

iobilize olan Psödoefedrin vanadyu kopleksi [VO (Psödoefedrin ile birlikte)

@MNPs]o eleental analiz teknikleri ve UV–viso SEMo XRDo TGAo EDXo FT-IRo AGFM

ile haz�rlan�ş ve tan�lan�şlard�r. VO (psödoefedrin) @MNPso oda s�cakl���ndao çöz�c�

içereyen koşullar alt�ndao 8-25% enantiyoerik aş�r�l�klar� ile iyi verilerdeo Karbonil

bileşiklerinin cyanosilylation�n� katalize etek için bulundu. Katalizör aktivitesi ve

enantioselektiflikte az kay�p ile 15 kat kadar geri kazan�l�şt�r (Rostai ve ark.o 2015).
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Hadad ve ark. o 2009 parasetaolo Dantroleno Setirizin ve Psödoefedrino dörtl�

kar�ş��n tayini için bir stabilite gösteren ters fazl� y�ksek-perforansl� s�v� kroatografisi

geliştirdiler. Yönteo kalite kontrol (QC) laboratuvarlardao dört analitin stabilite çal�şalar�

aac�yla de�erlendiriliştir. Yönteo stabilite özelli�io bu dört analitin t� degradan

piklerden yeterli ayr�las� ile gösteriliştir. Mobil faz sisteio (A) 50 ol L-1o sodyu

dihidrojen fosfato 5 olo L-1 heptan s�lfonik asit sodyu tuzuo pH 4.2 ve (B) Asetonitril

ˈdan oluşuştur ve bu yöntedeo ters fazl� HS C18 analitik kolon (250  x 4.6  iç çapl�o

5 u partik�l boyutu) kullan�l�şt�r. Kantitasyono pik alan�na dayan�larako 214 n'de UV

tespiti ile elde ediliştir ve başar�l� bir şekilde farasötik for�lasyonlar ve iki-bileşenli

kobinasyonlar� içeren laboratuvar haz�rlan�ş kar�ş�lar analizi için uygulan�şt�r (Hadad

ve ark. o 2009).

Fang Feng ve ark. o 2016 bir hassaso basit ve son derece seçici s�v� kroatografisi /

tande k�tle spektroetrisi (LC / ϻs / ϻs) yönteo insan plazas�ndao Psödoefedrin ve

Setirizin belirlenesi için geliştirdiler ve de�erlendirdiler. Bu yöntedeo prosed�r olarak

sadece tek ad�l� bir protein çökelesi oldu�una göreo iniu örnek haz�rlaa en öneli

avantaj say�l�r. İki ilaç o bir C8 kolonu �zerinde ayr�l�şt�r ve pozitif elektrosprey

iyonizasyon (ESI) kullan�larak (LC / ϻs / ϻs) ile analiz ediliştir. Bu yönte için tutuna

zaani 12.0 dak idi ve psödoefedrin için 1.0–800 ng/l aral���nda bir kalibrasyon e�risi ve

setirizin için 1.0–400 ng/l aral�kta kal�brasyon e�risi de�erlendiriliştir. İki ilaç iktar�n�n

alt s�n�r�o s�ras�ylao 1.0 ng / l oluştur. Hassasiyet % 9o7 az idi. Burada tarif edilen yönte o

Psödoefedrin Hidroklor�r tablet ve Setirizin Dihidrokloridinin farkl� dozlar� sa�l�kl� Çinli

gön�ll�lerdeo Farakokinetik karakterleri ortaya ç�karak için kullan�l�şt�r ve standart bir

yeek etkisio kobinasyon tabletin eili iktar� ve oran� �zerinde de�erlendiriliştir

(Fang Feng ve ark. o 2016) .
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Andrighetto ve ark.o 2014 yapay ve gerçek ayr�lar� aras�ndaki �keel

uyululuk gör�ld���ndeo in-siliko iki boyutlu y�ksek perforansl� s�v� kroatografi�i (2D-

HPLC)o etafetain örneklerin ay�r�lar� için tarif ettiler. Model bileşiklerinin hedeflenen

analiz içino öneli ölç�de azalt�l�ş yönte geliştire s�resi ile taalan�şt�r. Bu ay�ra

işleio obil faz olarak Metanol ve asetonitril kullan�ld���nda ve C18 kolonda yap�l�şt�r.

Bu yönte geliştire protokol�o kiyasal olarak benzer kiyasal bileşiklerin ayr�las�n�

optiize ederkeno optiu deneysel şartlar� tan�laak için enjekte hatalar� ortadan

kald�ra nedenyle çok önelidir. Sadece dört enjeksiyonundan sonrao 2D-HPLC boyutlar�

için gradyan profilio 9.7 dakika içinde Diastereoer bazal çöz�n�rl�k (Efedrin ve

Psödoefedrin) sa�lanas� si�lasyonlar� yoluyla optiize edilebilir. Diastereoerin t�r�ne

ba�l� olarako potansiyel sentetik yolu kategorize edilebilir (Andrighetto ve ark.o 2014).

Xiaochen Gu ve ark.o 2009 H1-Antihistainik akrivastin ve dekonjestan

Psödoefedrin Hidroklor�r tayini için y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi (HPLC) kulland�lar.

Her iki bileşik 214 n dalga boyunda saptand�. Mobil faz etkisi ve dalga boyu belirlenesi

de�erlendirilipo optiize ediliştir. Bu yönteo ticari preparat Seprex®-D kaps�llerin

çeşitli örneklerinin de�erlendiresi için kullan�ld�. Bu yönteo rutin kalite kontrol analizleri

için do�ruo h�zl� ve seçici bulunuştur ( Xiaochen Gu ve ark.o 2009).
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Wang ve ark.o 2005 yap�lan bir çal�şadao 5-(4o6-dichloro-s-triazin-2-ylaino)

floresan ile derive edildikten sonrao Efedrin (E) ve Psödoefedrinin (PE) analizi için lazer

kaynakl� floresan dedektör ile bir isel elektrokinetik kroatografi yöntei geliştirdiler.

Optiu t�rete şartlar�o 0.05 M Na2CO3 / NaHCO3 (pH 9.5)o reaksiyon s�resi 45 �

C'de 30 dakikao E ve PE göreo DTAF ol oran�o 20: 1 aras�ndad�r. Teel ay�r�o 8 dakikada

ve tapon olarako 20 M borat + 20 M SDS +% 15 Asetonitril (hac / hac) (pH =9.8) ve

20 kV uygulanan voltaj ile yap�l�şt�r. Pik y�ksekli�i ve analitlerin konsantrasyon (2.5–50

ng L−1) aras�ndaki do�rusall�k ilişkilero (Korelasyon katsay�lar�: E için 0o 9906 ve PE için 0o

9941) elde ediliştir. S�ras�ylao E ve PE için tespit liitlerio 3.85 × 10−4 ve 1.41 × 10−4 ng

L−1 saptan�şt�r. Önerilen yönteo en az 103 kat saptaa s�n�r� aç�s�ndano di�er

kroatografik alternatifleri aş�şt�r. Yönteo Efedra bitkilerindeo iki Alkaloid analizi için

uygulan�şt�r (Wang ve ark.o 2005).

Sun ve ark.o 2005 psödoefedrin S�lfat (PES) ve Loratadin (LOR) ikili kar�ş� içeren

bir farasötik for�lasyonda (tablet) o y�ksek perforansl� s�v� kroatografisi-elektrosprey

iyonizasyon k�tle spektroetri yönteini (LC-MS)o insan plazas�ndao LOR ve PESˈ nin

ayn� anda tespiti için geliştirdiler. S�ras�ylao LOR ve PES için Diazepa (DP) ve

Phenylpropanolaine ( PPA) o iç standart olarak kullan�l�şt�r. Analitlero s�v� / s�v�

ekstraksiyon etil eter kullan�larako insan plazas�n�n alkal� halinden ekstere ediliştirler.

Kroatografik ay�rao ODS kolon �zerindeo 0.2 l/in ak�ş h�z� ile gerçekleştiriliştir.

Topla kroatografik çal�şa s�resi 10.5 ino tutuna zaan�o s�ras�yla LOR ve DP içino

7.1 in ve 6.2 in ve PES ve PPA için 2.2 in saptan�şt�r. LOR and PES içino LOQo 10

pg/l ve 50 pg/l de�erlendiriliştir. Bu yönte kendi aac� için hasas ve do�rudur (Sun

ve ark.o 2005).
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Aşçi ve ark.o 2010 şurup haz�rlanas�nda ibuprofeno psödoefedrin hidroklor�ro

klorfenirain aleat ve nipajan�n RP-HPLC kroatografik koşullar�n� optiize etek için

25-1 fraksiyonel faktöriyel tasar� uygulad�lar. Bileşenlerin belirlenesini etkileyen t�

faktörler ve bunlar�n etkileşilerini araşt�r�şlard�r. Üç basaakl� gradyan profili için pHo

ak�ş h�z� ve solvent oranlar� iki seviye içerisinde araşt�r�lacak faktörler olarak kabul

ediliştir. Çöz�o analitik tepki olarak seçiliştir. Kalitatif s�n�r� (10 s / ) s�ras�yla

ibuprofeno psödoefedrin hidroklor�ro klorfenirain aleat ve nipajen için 0.9o 1.0o 0.4 ve

0.12 μg / L olarak bulunuştu (Aşçi ve ark.o 2010) .

Wahba ve ark.o 2014 birleşik tabletlerinde askorbik asito psödoefedrin hidroklor�r

ve ibuprofen'in ayn� anda tespiti için do�ruo basito hassas ve seçici bir isel s�v�

kroatografi yöntei geliştirdiler. Ay�rao orta s�cakl���ndao 260 n'de UV tespiti ile bir

ODS C18 (150 x 4.6  id) paslanaz çelik s�tun kullan�larak gerçekleştiriliştir. 0.02 M

fosforik aside 30 M sodyu dodesil s�lfato% 8 1-propanolo% 0.3 tri-etilain'den oluşan ve

pH 3'e ayarlanan bir obil fazo 1 L / dak'l�k bir ak�ş h�z�nda kullan�l�şt�r. Kalibrasyon

e�rileri s�ras�yla askorbik asito psödoefedrin hidroklor�r ve ibuprofen için 1.5-18.0o 1.0-10.0

ve 3.0-30.0 μg / L konsantrasyon aral�klar� boyunca d�z çizgiseldi. An�lan ilaçlar�n

saptaa liitleri (LOD) s�ras�yla 1.0o 0.05 ve 2.2 μg / L idi ve iktar s�n�rlar� (LOQ)

s�ras�yla 1.4o 1.2 ve 3.2 μg / L idi. Elde edilen sonuçlaro karş�laşt�ra yönteiyle elde

edilenlerle iyi uyu içindedir. Ayr�cao içerik tayin için ilgili yönte uygulan�şt�r (Wahba

ve ark.o 2014).
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Aşç� ve ark.o 2011 tabletlerde parasetaol (PAR)o psödoefedrin hidroklor�r (PSE)

ve dekstroetorfan hidrobroidin (DEX) eşzaanl� olarak bulunas� içino diyot dizilii

alg�laa (DAD) ile y�ksek perforansl� kat� adde kroatografisini (HPLC) kullanan yeni

bir yönte geliştirdiler ve do�rulad�lar. Bu bileşiklerin spektrokroatogralar�o ciddi

ört�şen spektrokroatogra verdi. Buo tek de�işkenli kalibrasyonun kullan�las�n�

ikans�z hale getirdi. Bu nedenleo HPLC-DAD taraf�ndan kaydedilen �ç yönl� verileri

analiz etek için PLS ve PCR kullan�l�şt�r. Bu çok de�işkenli kalibrasyon yöntelerio

PARo PSE ve DEX'in sentetik kar�ş�lar�n� analiz ederek test etti. Geri kazan�lar

s�ras�yla% 96.1-100.2 ve% 97.1-100.4 aras�nda de�işirkeno s�ras�yla PLS ve PCR için% 0.5-

6.7 ve% 0.8-7.0 aral���nda tahinin göreli hatas� (REP) elde etti. Bu yöntelero �ç ilac�

içeren gerçek örneklere de uygulan�ş ve s�ras�yla PLS ve PCR için% 99.0-106.0 ve% 99.6-

106.3 aral���nda geri kazan�lar elde ediliştir. PLS ve PCR ile elde edilen sonuçlar

istatistiksel olarak klasik HPLC yönteiyle elde edilen sonuçlarla karş�laşt�r�l�şt�r. Çok

de�işkenli kalibrasyon yönteleri ve klasik yönte ile elde edilen sonuçlar�n ortalaalar�

ve ortalaalar� aras�nda anlal� fark bulunad��� bulunuştur. HPLC-çok de�işkenli

kalibrasyon yöntelerio klasik HPLC yönteine göre birkaç avantaja sahiptir. Bu avantajlaro

basit bir obil faz�n kullan�las� ve analiz s�resinin k�salt�las�d�r. Ayr�cao bu yönteler iç

standart ve gradient el�syon gerektirez (Aşç� ve ark.o 2011).
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Likar ve ark.o 2005 yap�lan bir çal�şadao derhal sal� için 10 g setirizin

dihidroklor�r (setirizin HC1) ve uzun s�reli sal�n� için 240 g psödoefedrin hidroklor�r

(psödoefedrin HC1) içeren g�nde bir kez kobine edilen tablet için bir çöz�ne testi

y�r�rl��e girdiler ve evcut ICH ve FDA yönergelerine göre do�rulad�lar. Setirizin HC1

tabletin d�ş tabakas�nda bulunurken sel�loz asetat ve polietilen glikol�n yar� geçirgen bir

ebran�o psödoefedrin HC1'nin tablet çekirdekten sal�n� h�z�n� kontrol eder. 50 dev /

dak'da dönen k�reklero çöz�ne orta� olarak 1000 l havas�z su ve kantitatif olarak ters

faz HPLC'nin kullan�ld��� USP aparat� 2'yi kullanan çöz�ne etodunun sa�lao ay�rdedici

ve devredilebilir oldu�u gösterildi. Bu test koşullar�o tabletin setirizin HC1 böl��n�n

fizyolojik olarak ilgili pH 1.1-7.5 aral���nda sulu ortada h�zla çöz�ld���n� ve

psödoefedrin HC1'in uzun s�reli sal� profilinin çöz�ne koşullar�ndan ba��s�z oldu�unu

gösterdikten sonra seçildi. (Yanio aparato pH ve ajitasyon) (Likar ve ark.o 2005).

Culzoni ve ark.o 2007 farasötik nuunelerdeo diyagra dizisi alg�laa

özelli�ine sahip bir pH gradyan ak�ş enjeksiyon analiz (FIA) sistei ile �retilen do�rusal

olayan ikinci dereceden veriler kullan�larak Loratadin (LOR) ve psödoefedrin s�lfat (PES)

tespit ett�ler. Her iki analitin tayinio her bir ilaç t�r�n�n asit-baz ve spektral özellikleri

aras�ndaki farklara dayanarak gerçekleştirildi. Kalitatif ve kantitatif ölçen araçlar kullanarak

do�rusal olayanl�klar tespit edildi. Do�rusal olayanl���n bir sonucu olarako son

zaanlarda bildirilen bir algoritao art�k bilinearizasyon (ANN / RBL) izleyen yapay sinir

a�lar�n�n daha tatin edici sonuçlar verdi�ini gösterdi. Beklenedik bileşenleri (farasötik

preparatlarda bulunan ola�an eksipiyanlar) içeren bir do�rulaa setini analiz ederkeno%

99.7 (LOR) ve% 95.6 (PES) iyileşeler elde edildi. Metodun dört replikasyonda

uygulanas�yla elde edilen ortalaa de�ero HPLC'ye dayal� bir referans yöntele elde

edilen de�erle karş�laşt�r�ld� (fark anlal� de�il; p> 0.05) (Culzoni ve ark.o 2007).
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Njaria ve ark.o 2016 Kenya'da yayg�n olarak sat�lan öks�r�k-so�uk şuruplarda

broheksino guaifenezino abroksolo salbutaol / terbutalino psödoefedrino triprolidin ve

klorfenirain aleat'�n ayn� anda tespiti için basito h�zl�o izokratik ve çok yönl� bir s�v�

kroatografi yöntei geliştirilişlerdir. Ayr�lao 40 � C'de uhafaza edilen bir Geini®

NX C18 kolonu (250 x 4.6 o 5 u) ve bir asetonitril-0.25 M sodyu heksan-s�lfonat-0.2

M aonyu asetat ve pH 3.0-sudan (35: 4:10:51o% v / v / v / v) 1.0 L dk-1'de tesli

edildi. Taş�y�c�lar 254 n'de UV deteksiyonuyla izlendi. Do�rulaa s�ras�nda yönte

do�rusall�ko hassasl�ko hassasl�ko do�ruluk ve sa�lal�k için Uluslararas� Uyulaşt�ra

Koitesi'nin kabul kriterlerini karş�lad�. Geliştirilen s�v� kroatografik yönteo Kenya

Nairobi Şehri İlçesinden elde edilen dokuz ticari nuunenin analizinde uygulan�şt�r.

Ekstraksiyon prosed�rleri örneklerin analizi s�ras�nda uygulanad�o böylece analiz s�resini

öneli ölç�de k�saltt� (Njaria ve ark.o 2016).

Hadad ve ark.o 2011 farasötik tablet for�lasyonlar�nda kafeino parasetaolo

psödoefedrino aspirino dekstroetorfan ve klorfenirain'in ayn� anda tespiti için yenio basito

h�zl� ve duyarl� bir s�v� kroatografik yönte geliştirildi ve konvansiyonel C18 ve

onolitik silis C18 kolonlar�nda gerçekleştirdiler. Kroatografik ayr�şt�rao 50: 50 haci /

hacio 40: 50'lik bir oranda 10 M NaH2P04o 3 M heptan s�lfonik asit sodyu tuzuo%

0.1 trietilaino pH 2.5 (hidroklorik asit ile ayarlan�ş) içeren bir tapon ve bir etanol

kar�ş�� kullan�larak gerçekleştirildi. S�ras�yla konvansiyonel C18 ve onolitik silis C18

kolonlar� için hacice 60 μg / v'dir. Kantitatif pik alan�na dayal� olarak 214 n'de UV

alg�laas�yla elde ediliştir. Nicelee pik alan�na dayal� olarak 214 n'de UV

alg�laas�yla elde ediliştir. Önerilen yönte onaylan�ş ve bu çok bileşenli

kobinasyonlar� içeren farasötik for�lasyonlar�n ve laboratuarda haz�rlanan kar�ş�lar�n

analizi için başar�yla uygulan�şt�r (Hadad ve ark.o 2011).
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Jing ve ark.o 2012 ephedra otundaki efedrin ve psödoefedrin tayini için bir k�lcal

elektroforez / �ş�k yayan diyot (LED) ind�klenen floresan dedektör sistei tasarlan�ş ve

yap�şlard�r. Efedrin ve psödoefedrin'in spektral ve kiyasal özelliklerine göre cihaz�n ana

parçalar� aşa��daki gibi seçildi: �ş�k kayna�� olarak avi bir LEDo eisyon �ş��� için BP 470

filtre ve BP 530 filtre dahil olak �zere iki bant geçiren filtre kullan�ld� ve fl�oresan�

kulland� ve foto�ltiför t�p� (PMT) alg�laa elean� olarak kullan�ld�. Tapon

konsantrasyonu ve ay�ra voltaj� optiize edildi. Etiket probu olarak floresein

izotiyosiyanat (FITC) seçildi ve çal�şa taponu olarak 10 ol / L Na2B4O7 (pH 9.3) +

16 ol / L SDS kullan�ld�. Optiu koşullar alt�ndao 12 kV ay�ra voltaj� alt�nda ephedra

otundaki iki bileşi�in teel ayr�� gerçekleştirildi. Yönteo korelasyon katsay�s� 0.99'dan

fazla olan iki bileşik için 0.25-10 g / L konsantrasyon aral���nda iyi do�rusall�k gösterdi.

Efedrin ve psödoefedrin için saptaa liitleri (S / N = 3) s�ras�yla 0.38 μg / L ve 0.29 μg / L

idi. Efedrin ve psödoefedrin için intra-day RSD'ler s�ras�yla% 2.0 ve% 2.2 ve RSD s�releri

s�ras�yla% 5.4 ve% 5.1 idi. Yönteo ephedral� bitkilerin analizinde ephedrin için% 94 ve

psödoefedrin için% 107'lik geri kazan�lar ile başar�yla kullan�l�şt�r (Jing ve ark.o 2012).
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1.5. Kromatografik Yöntemler ve Teorik Esasları

Kroatografio ilk kez 1903 y�l�nda Rus Botan�kçi Michael Tsvett taraf�ndan bitki

pigentlerini ay�ra aac�yla kullan�l�şt�r. Bu deney de ca kolon içerisine doldurulan

CaCo3 içersindeno bitkilerden izole etti�i bitki pigent ekstrelerini geçirdi�indeo klorofil ve

ksantrofil gibi birçok bitki pigentine ait renk ayr�lar�n� gözleleiştir. Tsvetto buna

dayanarak yöntein renk ayr��n�n ölç�lesi anla�na gelen Yunanca da ˝chroa˝ renk ve

yaza anla�na gelen ˝ graphein birleşii olan kroatografi ad�n� veriştir (J.F.K.Huber

ve arko1971) .

Kroatografio analizi yap�lan bir nuunedeki bileşiklerin ay�r��na dayanan bir

yöntedir. Kroatografik yönteler ile kalitatif ve kantitatif analizler geröekleştirilebilir.

Bu yöntede ay�r��n esas�o analiz edilen nuune de bulunan bileşiklerin sabit faza

(stationary phase) ve hareketli faza ( obil phase) olan kiyasal ve fiziksel ilgilerinin

farkl�l���na dayan�r (FrançoiseBressoll ve arko1969).

Hareketli fazo nuunedeki bileşikleri sabit faz (kolon) boyunca s�r�kleyen de�işik

fiziksel ve kiyasal özelliklere sahip çözeltilerdir. Kroatografik analizlerde ve ay�r�

işleindeo özellikle s�v� kroatografisinde kullan�lacak hareketli faz�n seçiindeo analizi

yap�lan nuunedeki addelerin kiyasal ve fiziksel yap�s�o kullan�lacak sabit faz ve

dedektör önelidir ( RogerCauson o 1997).
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Sabit faz (stationary phase)o hareketli faz içerisinde s�r�klenerek gelen nuune

içerisindeki bileşiklerin fiziksel ve kiyasal etkileşie girdikleri ve bu nedenle k�sen

al�konulduklar� faz denir. Kroatografik etodolojiye göre farkl� boyutlarda olan

ateryallerden ial edilen ve kroatografik kolon ad� verilen sabit fazlar ay�ra

işlelerinde kullan�laktad�r.

Nuune içerisindeki bileşiklerino hareketli faz içerisinde yer alan bileşikler ve sabit faz

ait dolgu addesiyle etkileşilerinin farkl�l��� nedeniyle kolon içerisinde farkl� s�relerde

al�konulur ve tutulurlar. Bu nedenle bileşikler birbiriden ayr�l�ş olarak kolonu farkl�

s�relerde terk ederler.

Bu kolonu farkl� zaanlar da terk eden bileşikler detektöre ulaşt���nda alk�lona

zaan�na (x-eksenine) karş� dedektör cevab�na (y-eksenine) çizilerek kroatogra ad�

verilen grafik elde edilir (Şekil1.7).

Şekil 1.7. Bir kroatogra örne�i
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1.6. Kromatografi ‘nin Sınıflandırılması

Kroatografik yönteler: 1- Ayr�la ekanizalar�na göreo 2- Uygulaa biçiine

göre ve 3- Faz tiplerine göre olak �zere s�n�fland�r�laktad�r.

1.6.1. Ayrılma Mekanizmalarına Göre:

(A) Adsorpsiyon kromatografisi:

Adsorpsiyono bir kar�ş�da bulunan s�v� veya gaz halindeki addelerin kat� faz

�zerine tutunas�d�r. Adsorpsiyon kroatografisi ise örnek bileşenlerinin dolgu addesinin

y�zeyinde farkl� olarak tutunalar� sonucu eydana gelen bir ay�ra işleidir.

Adsorpsiyon kroatografisinde; addeler kat� olan sabit faz ile s�v� veya gaz olan hareketli

faz aras�nda etkileşir ( Howard A.Chase ve arko 1994) .

Faz tiplerine göre adsorpsiyon kroatografisi:

1) s�v�-kat�

2) gaz-kat�k

Sabit faz: Durgun veya hareketsiz fazd�r. Hareketli faz : Sabit faz �zerinde hareket ederek

nuune bileşenlerinin ayr�las�n� sa�layan fazd�r
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Sabit faz özellikleri:

- Ayr�las� gereken addeleri parçalaaal�

- Ayr�las� beklenen addeler ile kiyasal reaksiyon vereeli

- Adsorpsiyon kapasitesi y�ksek olal�

- Adsorplad�klar� addeleri kolayl�kla geri vereli

B) Partisyon (Dağılma) kromatografisi:

Maddeler s�v� olan sabit faz ile s�v� veya gaz olan hareketli faz aras�nda da��l�r.

Birbiriyle kar�şayan iki s�v�dano yani iki fazdan oluşan bir faz sistei içine konulan adde

bu s�v�lardaki çöz�n�rl���ne ba�l� olarak iki faz aras�nda da��l�r ve dengeye ulaş�r. Böyle

bir sistede addelerin da��las� sabit olup da��la katsay�s� ile ifade edilir ve Kd ile

gösterilir. Böylece Kc de�erleri birbirinden farkl� olan addeler kroatografik siste

içersinde farkl� h�zlarda ilerleyerek birbirlerinden ayr�l�rlar. Böl�ş� oran� veya böl�ş�

katsay�s� olarak da adland�r�l�r ve Kc ile sebolize edilir.

Kc =
C
C

M

S (1)

Burada Cs örne�ini sabit fazdakio CM ise obil fazdaki olar konsantrasyonunu

sigeleektedir. İdealdeo K geniş bir örnek konsantrasyon aral���nda sabittir. Bu nedenle

Cs ve CM do�ru orant�l�d�r ve yukar�daki eşitli�in geçerli oldu�u kroatografiye d�zlesel

kroatografi denir. Do�rusal kroatografinino sietrik Gauss tipi pikler veresi ve

al�kona zaanlar�n�n enjekte edilen analit iktar�ndan ba��s�z olas� gibi özellikleri

vard�r.
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Faz tiplerine göre partisyon kroatografisi:

1) s�v� – s�v�

2) s�v� - gaz

C) İyon değiştirme kromatografisi

Çözeltideki iyonlar�no ters y�kl� destek kat�s� iyonlar�na olan ilgisine dayal� bir

ay�rad�r. Durgun faz zay�f ya da kuvvetlio katyon ya da anyon de�iştirici bir reçinedir.

Reçinenin sabit y�k� (-) ise buna ‘katyon de�iştirici reçine’o (+) ise de ‘anyon de�iştirici

reçine’ ad� verilir. Analiz s�ras�nda reçinenin taaen iyonlaş�ş duruda olas�

gerekektedir. Hareketli faz genellikle taponlan�ş: istenen iyonlar�n oluşas�na neden

olan belli bir pH de�erinde sulu çözeltidir ve y�k� kat�n�n sabit y�k�n�n tersi olan ‘z�t

iyonu’ içerir. Y�k�o hareketli faz�n z�t iyonlar� ile ayn� olan iyonik yap�daki örnek bileşenleri

kat�ya ba�lanak için z�t iyonlarla yar�ş�rlar. Z�t iyonu yerinden ederek kat�ya kuvvetle

ba�lanan –uygun y�kte- bileşenler kolonda uzun s�re kal�rkeno kat�ya zay�fça ba�lanano

uygun y�kte olayan veya y�ks�z olan bileşenler kolonu çabuk terk eder. İyon de�iştire

kroatografisio kullan�lan iyon de�iştiricinin anyon veya katyon aktaras�na göre s�ras�yla

anyon de�iştire kroatografisi veya katyon de�iştire kroatografisi olarak adland�r�l�r (

Alan Willias ve arko 2001).

İyon de�iştire kroatografisio kullan�lan iyon de�iştiricinin anyon veya katyon

aktaras�na göre s�ras�yla anyon de�iştire kroatografisi veya katyon de�iştire

kroatografisi olarak adland�r�l�r. Cl ve I kar�ş��n�n nitrat ba�lan�ş anyon de�iştirici

RNO3 ile bileşenlerine ayr�las�nda geçerli dengeler aşa��daki biçidedir:

+ RNO3 RCl + N

+ RNO3 RI + NO3
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D) Jel filtrasyon (Moleküler eleme) kromatografisi:

Kar�ş�daki olek�llerin olek�l b�y�kl�klerinde göre ayr�las� esas�na

analizlenecek addelere ait olek�ller boyutlar�na göre ayr�laktad�r. Bu işle için çok

de�işik por çaplar� içeren dolgu addesiyle dolduruluş kolonlar kullan�laktad�r. Böylece

de�işik çaplardaki porlar birer elek gibi davranarak addeleri boyut (çaplar�na) göre

al�koyaktad�r ( Lewis M.Siege ve arko1966).

E) İyon Çifti Kromatografisi:

Bu tekniko özellikle iyonlaşabilen asidik veya bazik addelerin ayr�las�nda kullan�l�r.

Hareketli faza ilave edilen iyon çifti reaktif sabit faz taraf�ndan adsorplan�r ve iyonize oluş

addeler bu iyon çiftleri ile iyonik etkileşie girerek birbirinden ayr�l�r.

F) Afinite kromatografisi

Afinite kroatografisio antijen ve antikoro enzi ve substrat veya reseptör ve ligand

aras�ndaki gibi oldukça spesifik bir etkileşie dayal� biyokiyasal kar�ş�lar�n ayr�las�

için bir yöntedir. Bir kar�ş�daki biyolojik olek�llerin olek�ler özelliklerden istifade

ederek saflaşt�r�las� için kullan�lan bir t�r kroatografik laboratuar tekni�idir. Enziler ve

di�er proteinler gibi biyolojik akroolek�llero birkaç farkl� ba� ve etkileşi vas�tas�yla

y�ksek özg�nl�kle di�er olek�llerle etkileşie girer.
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Hidrojen ba�lanas�o iyonik etkileşio dis�lf�r köpr�lerio hidrofobik etkileşi ve

daha fazlas�n� içeren bu t�r etkileşiler. Afinite kroatografisinin y�ksek seçicili�io arzu

edilen olek�l�n dura�an faz ile etkileşie giresine ve kolonda s�k�şt�nlarak etkileşie

gireyecek ve ilk önce el�e edilecek isteneyen ateryalden ayr�las�yla eydana gelir.

1.6.2. Faz Tiplerine Göre:

1.6.2.1. Sıvı kromatografisi

 S�v�-Kat� kroatografisi

 S�v�-S�v� kroatografisi

1.6.2.2. Gaz kromatografisi

 Gaz-Kat� kroatografisi

 Gaz-S�v� kroatografisi
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1.6.3. Uygulama Biçimine Göre:

- Ka��t kroatografisi

- İnce tabaka kroatografisi (TLC)

- Kolon kroatografisi

- Gaz kroatografisi (GC)
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1.7. Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC)

HPLC tekni�i son teknolojik ve ikro işleci gelişelerin sayesinde daha y�ksek

bas�nç ve yeni kolon sisteleri ile UPLC şeklinde kullan�laktad�r. Kroatografik

çal�şalarda Aş�r� Bas�nçl� S�v� Kroatografisi (Ultra High-Perforance Liquid

Chroatography-UPLC) UPLC’de fizikokiyasal özelliklerine göre ayr�lan olek�ller;

UV “photo diode array” (PDA) ve floresans dedektör sistei kullan�larak analiz edilir.

UPLC yöntei çok çeşitli alanlarda uygulanabilir. Bunlardan en yayg�n

olanlar�; farakokinetik çal�şalaro proteoiks/etaboloiks ve ilaç geliştire

çal�şalar�d�r. UPLC yayg�n olarak farasötiklerin farakokinetik çal�şalar�nda

kullan�l�r ve bu bak�dan biyolojik analizler aç�s�ndan çok s�kl�kla kullan�l�r. UPLC

bir ay�ra yönteidir. Bu yönte sayesinde kopleks bir kar�ş�daki bileşenleri

birbirinden ay�r�r. Şöyle kio her kopleks bir kar�ş� içindeki kiyasal ve fiziksel

özellikleri farkl� olan bileşiklerin hareketli ve sabit faz ile etkileşeleri birbirinden farkl�

oldu�u için kroatografik ayr� sa�lan�r. UPLC cihaz şeas� ve yönte ile bir analiz

işlei Şekil 1.8.’ de gösteriliştir. Bu kar�ş�da x o y ve z addesi X çöz�c�s�nde

çöz�n�şt�r. Örnek nuune UPLC cihaz�na enjekte edildi�indeo popa vas�tas�yla

hareketli faz kolon boyunca taş�n�r ve bölelere ayr�l�r. Hareketli faz örnekteki

bileşenleri kolon boyunca hareket ettirir. Nuunedeki x o y ve z bileşikleri s�tunun

içinden geçerek hareket eder.
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Kolon içerisinde y ve z sabit fazla x den daha fazla etkileşi halindedir.

Böylece y ve z kolonda x den daha uzun s�re tutulur. Sonuç itibar�yla xo kolondan y

ve z’ den önce ortaya ç�kar ve x’ n�n tutula zaan� y ve z’ den daha k�sad�r.

Kolondan ç�kan addeler detektörler (alg�lay�c�lar) vas�tas�yla kaydediciye

kroatogra olarak aktar�l�rlar (Şekil 1.8.). Detektör tepkilerinin zaana göre kayd�

sonucu bir kroatogra oluşur.

Şekil 1.8. UPLC sistei ve cihaz şeas
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1.8. Cihaz şeması:

1- Popa

2- Otoatik enjeksiyon sistei

2- Kolon

4- Dedektör

5- Kadedici şeklinde özetlenebilir.

Analiz s�resince kullan�lan obil faz�n içeri�inde gerçekleşen de�işi ve obil

faz� oluşturan çözgenlerin kar�şt�r�la prensibine göre HPLC siste t�rleri genel olarak

3 farkl� kategoride grupland�r�laktad�r. Bu kategorilerin teel hali olan izoktarik

sistede analiz s�resince obil faz�n içeri�i de�işezken di�er sistelerde de�işi

gerçekleşektedir.

İzokratik Sistem: Mobil faz içeri�inin veya oran�n�n analizi s�resince de�işedi�i

sistee izokratik siste denilir.

Gradient Sistem: Mobil faz içeri�inin veya oran�n�n analiz s�resince de�işti�i sistee
gradient siste denilir.
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1.9. Normal faz kromatografi ve Ters faz kromatografi

1.9.1. Normal faz kromatografi

Sabit faz polar (Silikajel-Polier ve �zerine ba�lan�ş –CNo -NO2 veya NH2

dolgu addeleri) addelerden ve obil faz non-polar yada d�ş�k polariteye sahip

( Etiletero Kloroforo Hekzan vb. çöz�c�ler ve kar�ş�lar�) addelerden oluşaktad�r.

D�ş�k polariteye sahip analit kolondan ilk ç�kar. Benzer özelliklere sahip addelerin

birbiri içinde da��la özelli�i y�ksek oldu�u için d�ş�k polariteye sahip analit obil

fazda çok iyi çöz�n�r ve kolondan ilk önce ç�kar. Ayr�ca yine ayn� özellik sebebiyle

apolar analit polar sabit fazla az etkileşti�inden dolay� kolonda k�sa s�re tutunabilir.

Al�kona zaan�n� k�saltak için obil faz�n polaritesi azalt�l�r. Al�kona zaan�n�

artt�rak için obil faz�n polaritesi art�r�l�r.

1.9.2. Ters faz kromatografi:

Sabit faz apolar ( Silikajel-Polier ve �zerine ba�lan�ş C18o oktil veya fenil gruplar�o

etilo etil ve –NH2 gruplu dolgu addeleri) addeler ve obilfaz polar (Metanolo

Asetonitrilo Tetrahidrofuran gibi g�çl� organik çöz�c�lerin zay�f çöz�c� olan sulu veya

taponlan�şo pH ayar� yap�l�ş kar�ş�lar�) addelerden oluşaktad�r.
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Y�ksek polariteye sahip analit kolondan ilk ç�kar. Benzer özelliklere sahip

addelerin birbiri içinde da��la özelli�i oldu�u için y�ksek polariteye sahip analit

obil fazda çok iyi çöz�n�r ve kolondan ilk önce ç�kar. Ayr�ca yine ayn� özellik

sebebiyle polar analit apolar sabit fazla az etkileşti�inden dolay� kolonda k�sa s�re

tutunabilir. Al�kona zaan�n� k�saltak için obil faz�n polaritesi azalt�l�r. Al�kona

zaan�n� artt�rak için obil faz�n polaritesi art�r�l�r. Genel olarako noral Faz

Kroatografideo d�ş�k polariteye sahip obil fazda al�kona zaanlar� uzuno

polaritesi artt�r�l�ş obil fazda al�kona zaanlar� k�sad�r. Ters Faz Kroatografideo

y�ksek polariteye sahip obil fazda al�kona zaanlar� uzuno polaritesi azalt�l�ş

obil fazda al�kona zaanlar� k�sad�r.
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1.10. Dedektör

Dedektör HPLC donan��nda 5 teel bileşenden birisidir. HPLC cihaz�nda kullan�lan

dedektör çeşitleri aşa��da aç�klanaktad�r.

1.10.1. UV/Görünür Bölge (UV/Vis) Dedektörü

Labert-Beer kanununa göre zaana karş� absorbans ölç�l�r. Genellikle tek veya

en fazla iki farkl� dalga boyunda eş zaanl� ölç� yap�labilektedir. Ekonoik olas�

ve geniş uygulaa alan�na sahip olas� nedeniyle en s�k kullan�lan dedektörd�r. Di�er

dedektörlerin sahip olduklar� uygulanabilirilik k�s�tlaalar� nedeniyleouygulanabilen

adde grubu say�s� bak��ndan en iyi perforansa sahiptiro ayr�ca bak� ve

kullan��n�n kolay olas� da tercih nedenlerindendir. UV absors�yon dedektörleri 180

ile 350 n dalgaboyu aras�ndaki �ş��� absorbe eden addeler için kullan�l�rlar.

Ortaklana�ş elektron çiftine sahip olanlar ve çift ba� yap�ş olan addeler gibi ço�u

adde bu dalga boylar� aras�ndaki �s��� absorblarlar. UV dedektör sensor� 1µL ile

aras�nda kapasiteye sahiptir. UV �ş��� bu gözden geçip bir foto-elektrik göze d�şecek

şekilde ayarlan�r. Fotoselden ç�kan yan�t odifiye bir aplifikatöre ordanda bir kay�t

aleti ile data sisteine kaydedilir.
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1.10.2. Fotodiyod (Photodiode Array-PDA) Dedektörü

Diyot detektörleri (ayr�ca bir DAD dedektör� veya daha spesifik olarak HPLC

PDA dedektör� olarak an�l�r)o olek�ler kar�ş�lardan veya kroatografik olarak

ayr�l�ş örneklerden spektral profiller elde etek için kullan�l�r. Bir ak�ş h�cresio statik

sol�syon veya kat� adde içerisindeki olek�lleri analiz etek için kullan�l�ş olsunlaro

ultra h�zl�o d�ş�k g�r�lt�l� spektru analizi sa�lar; rezol�syono belirli bir dalga boyu

aral���nda da��t�lan diyot say�s�na göre de�erlendirilir. Bir HPLC foto diyot dizisi

detektör�o olek�l a��rl���o hidrofobiklik (ters faz) veya iyonik y�k ile ayr�şt�ra

ayg�tlar�n�n eluatlar�na birleştirilir ve böylece onlar� HPLC için öneli hale getirir. Belli

HPLC PDA dedektörlerio 190 n'lik UV'den 1 ikron'a kadar Yak�n IR'ye kadar t�

spektruu idare ederkeno di�erleri özellikle çöz�n�rl�k ve ço�ullaa aç�s�ndan en �st

d�zeyde esneklik sa�laak için 2048 ö�eye kadar UVo görsel veya yak�n IR'yi hedef al�r.

Bu akineler 190 Hz'e kadar y�ksek örneklee h�zlar� sa�lar ve g�r�lt�y� s�n�rlaak

için sensörlerin tero elektrik (Peletier) s�cakl�k kontrol� sa�lar. HPLC foto diyot dizisi

dedektör� dedektörlerio bileşen tan�laa ve çoklu spektral gör�nt�ler için spektral

k�t�phaneler kullanarak spektrular� işlee için progralanabilirlik sunar. Fotodiyot

�ş���o çal�şa oduna ba�l� olarako ak� veya gerilie dön�it�rebilen bir foto

dedektörd�r. Yeterli kitenik enerjiye sahip bir �ş�k fotonu fotodiyot y�zeyine çarpt���nda

bir elektronu uyararak serbest bir elektron ve boş bir orbital oluşuuna neden

olaktad�r. Birleşe y�zeyine �ş�k gelinceo bu �ş���n verdi�i enerji ile kovalan ba�lar�n

k�ran P bölgesi elektronlar�o gerili kayna��n�n pozitif kutbunun çeke etkisi nedeniyle

N bölgesine ve oradan da N bölgesi serbest elektronlar� ile birlikte kayna�a do�ru

akaya başlar. Di�er taraftano kayna��n negatif kutbundan kopan elektronlaro diyodun P

bölgesine do�ru akar. Böylelikle gelen �ş���n şiddetiyle orant�l� olarak oluşan ak�

elektronik çeviricilerde çevrilerek absorbans şiddeti olarak kroatograda

göterilir( Paul D ve arko 2000).
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Şekil 1.9. Elektroanyetik Spektru

Şekil 1.10. Fotodiyod (Photodiode Array-PDA) Dedektör�



56

Şekil 1.11. Foto Diyod Çal�şa Prensibi
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1.10.3. Floresans ( Fluorescence) Dedektörü

Floresan dedektörlero uhteelen evcut odern HPLC bulucular� aras�nda en

duyarl� olanlard�r. Ak�ş h�cresinde tek bir analit olek�l�n�n varl���n� bile tespit etek

�k�nd�r.Tipik olarako fl�oresan duyarl�l��� g�çl� UV eici alzeeler için UV

detektör�nden 10-1000 kat daha fazlad�r. Floresan dedektörler di�erleri aras�nda çok

spesifik ve seçici optik dedektörlerdir.

Buo noralde nuunelerde spesifik fl�oresan t�rlerinin ölç�lesinde bir avantaj

olarak kullan�l�r. Spesifik fonksiyonel gruplara sahip olan bileşikler daha k�sa dalga boyu

enerjisi ile uyar�ld���nda ve fl�oresan denilen y�ksek dalga boylu radyasyon yayarlar.

Genellikleo eisyon uyar�ya dik aç� ile ölç�l�r. T� bileşiklerin yaklaş�k% 15'i do�al

olarak fl�oresan� haizdir. Özellikle aroatik bileşenlerde konjuge pi elektronlar�n

varl��� en yo�un fl�oresan aktivitesini verir. Ayr�cao karbonil gruplar�na sahip alifatik ve

alisiklik bileşikler ve y�ksek oranda eşlenik çift ba� içeren bileşikler fl�oresano ancak

genellikle daha d�ş�k bir dereceye kadar. Ço�u ikae edileiş aroatik

hidrokarbonlaro halka say�s�o yo�unlaşa dereceleri ve yap�sal kat�l�klar�yla birlikte artan

kuantu veriiyle fluoreserleşirler. Fl�oresan yo�unlu�u he uyara he de eisyon

dalga boyuna ba�l�d�ro di�erlerinin eisyonunu bast�r�rken baz� bileşenlerin seçici olarak

tespit edilesine izin verir. Herhangi bir bileşenin alg�lanas�o seçilen dalga boyuna

ba�l�d�r ve e�er bir bileşen 280 ve 340 e'de alg�lanabilirseo bir di�eri kaç�r�lacakt�r.

Modern dedektörlerin ço�u uyar� ve eisyon dalga boyunun h�zl� bir şekilde

de�iştirilesine izin veriro bu da kar�ş�daki t� bileşenleri alg�laa ikan� sunar.

Örne�ino çok öneli polin�kleer aroatik krootogradao uyara ve eisyon dalga

boylar� ilk 6 bileşen için s�ras�yla 280 ve 340 n idi ve daha sonra 305 ve 430 n
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de�erlerine de�iştirildi; Son de�erlero bileşiklerin hassas alg�lanas�na izin verek için

en iyi uzlaşay� tesil eder ( Sreeant bas ve arko 2007).

1.10.4. İletkenlik (Conductivity) Dedektörü

Katharoeter olarak da bilinen teral iletkenlik detektör� (TCD)o gaz

kroatografisinde yayg�n olarak kullan�lan bir y���nsal özellik detektör� ve kiyasala

özg� bir detektörd�r. Bu dedektöro kolon at���n�n teral iletkenli�inde eydana gelen

de�işiklikleri alg�lar ve referans bir taş�y�c� gaz ak�ş�yla karş�laşt�r�r. Ço�u bileşiko

helyuun veya hidrojenin ortak taş�y�c� gazlar�n�nkinden daha d�ş�k bir teral

iletkenli�e sahip oldu�undano bir analit kolondan ak�t�ld���ndao at�k su iletkenli�i azalt�l�r

ve saptanabilir bir sinyal �retilir. TCDo s�cakl�k kontroll� bir h�crede elektrikle �s�t�lan

bir filaentden oluşur. Noral koşullar alt�nda filaentten dedektör gövdesine sabit bir

�s� ak�ş� vard�r. Bir analit elute edildi�inde ve kolon at���n�n �s�l iletkenli�i azalt�ld���ndao

filaent �s�n�r ve direnci de�iştirir. Bu direnç de�işikli�i genellikle ölç�lebilir bir gerili

de�işikli�i �reten bir Wheatstone köpr�s� devresi taraf�ndan alg�lan�r. Kolon at���o

dirençlerden birinin �zerine akarkeno referans ak�ş� dört direnç devresindeki bir ikinci

direnç �zerindedir.
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1.10.5. Refraktif İndeks ( Refractive Index) Dedektörü

Refraktif indeks (RI) detektör� HPLC'de tek evrensel detektörd�r. Alg�laa

ilkesio ak�ş h�cresi içinden geçen kolon at���n�n refraktif indeksindeki de�işiin

ölç�lesini içerir. Nuune ve obil faz aras�ndaki RI fark� ne kadar b�y�k olursa

dengesizlik o kadar b�y�k olur. Böyleceo nuune ile hareketli faz aras�ndaki RI'daki

y�ksek fark için duyarl�l�k daha y�ksek olacakt�r. Öte yandano karaş�k kar�ş�lardao

nuune koponentleri geniş bir refraktif indeks de�erlerini kapsayabilir ve baz�lar� da

obil faz�nkiyle yak�ndan eşleşebilir ve detektör için gör�nez olur. RI dedektör� saf

bir diferansiyel enstr�and�r ve eluent bileşiindeki de�işiklikler dedektör�n yeniden

dengelenesini gerektirir. Bu faktöro ay�ra işleini gerçekleştirek için analiz

s�ras�nda obil faz kopozisyonunun de�iştirildi�i gradiyent el�syonunu gerektiren

analizlerde RI detektör uygulaas�n� ciddi ölç�de s�n�rlaaktad�r. RI dedektörlerinin iki

teel t�r� bug�n piyasada. Her ikisi deo nuune içeren taraf�n nuune içereyen

referans taraf�yla s�rekli olarak karş�laşt�r�ld��� iki yollu bir h�crenin kullan�las�n�

gerektirir ( K. Carlsson ve arko 1991).

1.10.6. Elektrokimyasal (Electrochemical) Dedektör

Elektrokiyasal dedektöro ayn� zaanda pop�ler bir s�v� kroatografik

detektörd�r. Baz� bileşikler için ek seçicilik ve duyarl�l�k nedeniyle kroatograf ile

de�erlendirilelidir. Bu dedektöro analitin uygun bir elektrotda oksidasyon / indirgee
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reaksiyonundan kaynaklanan ak� ölç�lerine dayan�r. Ak� seviyesi do�rudan analit

konsantrasyonu ile orant�l� oldu�u içino bu dedektör nicelee için kullan�labilir ( Aylin

Aytaç ve arko 2011).

1.10.7. Kütle Spektrometri Detektörü

K�tle detektör�o y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi ile karbonhidrat ve lipid

analizleri için RI saptaas�na alternatif olarak araşt�r�l�şt�r. Enstr�an ço�u RI

dedektör�nden daha duyarl� bulundu ve gradyan ayr�şt�ra işlei de

gerçekleştirilebildi�inden ortaya ç�kan kroatogralar iyileştiriliş çöz�n�rl�k gösterdi.

1.11. Sistem Uygunluk Parametreleri

Kroatografik yöntelerin bir parças�d�r. SUT yöntein kabul edilebilir

do�ruluk ve kesinlikte oldu�unu belirtir. Gerekli işle ve hesaplaalar yönte

geliştirilesi ve validasyon işlelerinin taalanas�ndan sonra veya işleler

s�ras�nda yap�l�r.
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1.11.1. Teorik Tabaka (Plaka) Sayısı (N)

Kolonun en öneli paraetresidir. Kolondan ç�kan pikin sivri ve dar olas� ve

piklerin birbirlerinden iyi ayr�las� ile ilgilidir. N'nin say�sal de�erio analizi yap�lan

addenin cinsine ba�l� oldu�u gibio deney koşullar�na örne�ino ak�ş h�z�o s�cakl�ko kolon

kalitesio doluun tek biçilili�i gibi çeşitli faktörlere de ba�l�d�r (Da-WeiWang ve ark o

2009) .

N = 16
2










w
t R (2)

Tavsiye edilen de�er N > 2000 dir.

tR =Maddenin al�kona zaan�

W = Elde edilen pikin taban genişli�i
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1.11.2. Kuyruklanma Faktörü (T) ve Asimetri Faktörü (As):

Bu faktör pikin sietrik olas� ile ilgilidir. Çal�şalarda daia sietrik pikler

seçilelidir. Sietrik olayan piklerden

1. Do�ru olayan tabaka say�s� ve ay�r� g�c� sonuçlar�o

2. Kararl� olayan iktar tayinlerio

3. Gözleleneeyen pik kuyruklanalar�o

4. Al�konan�n tekrarlanabilirli�inin d�ş�k olas� gibi sorunlarla karş�laş�l�r.

Pik asietrisi (As) taban y�ksekli�inin %10'u civar�ndao kuyruklana faktör� (T)

de %5'i civar�nda ölç�l�r. Bu durularla karş�laşaak için As'nin 0o95-1o2 aras�nda;

T'nin de T < 2 olas� istenir.

(öne yönelek) (Kuyruklana)

Asietri Faktörleri =
A
B

Şekil 1.12. Asietri Faktörleri
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1.11.3. Kapasite Faktörü (k):

Al�kona faktör� de denir ve k ile sebolize edilir. Kolonda çöz�nen örne�in göç

h�z�n� aç�klaada s�kça kullan�lan öneli bir teridir. Kapasite faktör�n�n saysal de�eri

1’ den çok k�ç�k olursa el�syon çok h�zl� olaca��ndan al�koa zaan�n tayini zorlaş�r.

Tersi durudao kapasite faktör�n�n 20-30’dan b�y�k olas� duruundaysa el�syon

zaan� aş�r� uzun olur. İdealdeo kroatografik analizler kapasite faktör�n�n 2≤ k’≤10

oldu�u durularda gerçekleştirilir.

Kroatogra

Şekil 1.13. Kroatograa ait genel de�işiler ve biriler
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k’ =
t
tt R

0

0 (3)

1.11.4. Seçicilik Faktörü

Relatif al�kona (relative retention) olarakta adland�r�l�r ve α ile sebolize edilir.

Sistein birbirini takip eden 2 addeyi ay�ra g�ç�n�n bir göstergesi olupo kapasite

faktörlerinin oran�d�r. Mobil ve sabit faz�n özelliklerinden ve s�cakl�ktan etkilenir.

α =
k
k

1

2 (4)

1.11.5. Ayırma Faktörü:

Ay�ra faktör� (Resolution Factor) R ile sebolize edilir. Birbirini takip eden

iki adet bileşene ait piklerin birbirinden ay�r�lar�n�n başar�s�n� (oran�n�) gösterir.Takip

eden piklere ait aksiallar aras� esafenin iki pik’e ait genişliklerin (birii dakika)

topla�na böl�nesiyle hesaplan�r.
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R=   
ww
tt RR

21

12
2



 (5)

t� : 1. Maddenin al�kona zaan�

t2: 2. Maddenin al�kona zaan�

W�: 1. Maddenin taban genişli�i

W2: 2. Maddenin taban genişli�i

Takip eden pikler için iyi bir çöz�n�rl�kten bahsedebilek için hesaplanan R de�erinin
1-1.5 civar�nda olas� istenir.

R1=0.8 R2=1.0 R3=1.25

Şekil 1.14. Ay�ra g�c�ne göre kroatogralar
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1.12. Van Deemter denklemi

Kroatografide Van Deeter denkleio bir ay�ran�n fizikselo kinetik ve

terodinaik özelliklerini göz ön�ne alarak bir ay�ra kolonunun biri uzunlu�undaki

varyans� do�rusal obil faz h�z� ile ilişkilendirir. Bu özellikler s�tun içerisindeki yollar�o

dif�zyonu (eksenel ve uzunlaas�na) ve sabit ve hareketli fazlar aras�ndaki k�tle transfer

kineti�ini içerir. S�v� kroatografisinde hareketli faz h�z�o ç�k�ş h�z�o yani l / saniyedeki

ak�ş oran�n�n 'kolon-ç�k�ş ak�ş yolunun kesit alan�na oran� olarak al�n�r. Paketleniş bir

s�tun içino kolon ç�k�ş ak�ş yolunun kesit alan� genellikle kolonun kesit alan�n�n 0o6 kat�

olarak al�n�r. Alternatif olarako do�rusal h�zo s�tun uzunlu�unun öl� zaana oran� olarak

al�nabilir. Mobil faz bir gaz iseo bas�nç d�zeltesi uygulanal�d�r. Kolonun biri

uzunlu�u baş�na varyanso kolon uzunlu�unun kolon verilili�ine teorik plakalar içindeki

oran� olarak al�n�r. Van Deeter denkleio biri s�tun uzunlu�u baş�na iniu

varyans�n olaca�� ve dolay�s�yla aksiu bir etkinli�in olaca�� konusunda bir

optiu h�z oldu�unu öngören hiperbolik bir işlevdir. Van Deeter denkleio h�z

teorisinin kroatografi el�syon işleine ilk uygulaan�n sonucudur ( Walter L ve arko

1961).

Van Deeter denkleio bir kroatografik kolonun çöz�n�rl���n� (HETPo teorik

bir plakaya eşde�er y�kseklik) aşa��daki gibi pik genişleeye neden olan çeşitli ak�ş ve

kinetik paraetrelere ilişkilendirir:

HETP = A + B + ( C8+C) . u (6)
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HETP = kurasal bir plakaya eşit y�ksekliko kolonun çöz�le g�c� ölç�s� []

A = İdeal olayan bir paketlee yoluyla kanalizasyon ile ilgili Eddy-dif�zyon
paraetresi []

B = Sal�na parçac�klar�n�n uzunlaas�na yöndeki dif�zyon katsay�s�o da��l� ile
sonuçlan�r [2 s-1]

C = Analitin seyyar ve dura�an faz aras�ndaki k�tle transfer katsay�s� direnci [s]

U = Do�rusal H�z [ s-1]

Mobil faz�n ortalaa do�rusal h�z� ile plaka y�ksekli�i:

Şekil 1.15 .Mobil faz ak�ş h�z�na karş� teorik tabaka y�ksekli�i
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Bu gibi çizilero optiu hareketli faz ak�ş oran�n�n belirlenesinde öneli

iktarda kullan�laktad�r.

Van Deeter denkleinin foruo HETP'nin belirli bir ak�ş h�z�nda iniu bir

de�ere ulaşaca�� şekildedir. Bu ak�ş h�z�ndao pratikte el�syon s�resinin pratik

olayaca�� d�ş�n�lse deo kolonun çöz�le g�c� en �st d�zeye ç�kar. Van Deeter

denkleini h�zla ilişkili olarak farkl�laşt�rako elde edilen ifadeyi s�f�ra eşit ayarlaak

ve optiu h�z için çözek aşa��daki hususlar� ortaya ç�kar�r:

u =
tM
L (7)

L: kolon uzunlu�u

tM : Al�kona s�resi(retention tie)

1.13. Analitik Yöntem Geçerliliği (Validasyonu)

Kroatografik yönteler için validasyon deneylerine aito belirleniş bir paraetre

önceli�i veya s�ralaas� evcut de�ildiro dolay�s�yla optiu s�ralaa daha çok

kullan�lan etoda göre oluşturulaktad�r. Ancak literat�rde benzer konuda at�f alakta
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olan akalelere göreo bir s�v� kroatografik etod içino aşa��daki tablodaki s�ralaan�n

uygun olabilece�i ve s�kça kullan�lakta oldu�u bildiriliştir.

1.13.1.Özgünlük

Özg�ll�ko evcut olas� beklenen bileşenlerin varl���nda analiteyi aç�kça

de�erlendirebile yetene�idir. Tipik olarak bunlaro yabanc� addelero parçac�klaro

atris vb. içerebilir.Bireysel analitik prosed�r�n özg�ll���n�n olaas�o di�er

destekleyici analitik prosed�r (ler) taraf�ndan telafi edilebilir ( NOTE FOR GUIDANCE

ON VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES:TEXT AND METHODOLOGYoJune

1995 CPMP/ICH/381/95 ).

Bu tan� aşa��daki sonuçlar� içerir:

Tan�laa: bir analitin kili�ini sa�laak.

Safl�k Testleri: Gerçekleştirilen t� analitik prosed�rleri oBir analitin yabanc� adde

içeri�inin do�ru bir şekilde ifade edilesine izin verir.

Deney (içerik veya etki): Kesin bir sonuç sa�laak için bir nuunedeki analitin içeri�i

hakk�nda do�ru bir aç�klaa yap�las�na olanak tan�r.
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1.13.2. Doğrusallık

Bir analitik prosed�r�n do�rusall���o nuunedeki analit konsantrasyonu ile do�ru

orant�l� olan test sonuçlar�n� elde ete yetene�idir (belirli bir aral�kta) (NOTE FOR

GUIDANCE ON VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES: TEXT AND

METHODOLOGYoJune 1995 CPMP/ICH/381/95 ).

1.13.3. Kesinlik

Test için ve kirliliklerin nicel tayinine yönelik testlerin geçerlili�io hassasl���n

araşt�r�las�n� içerir (NOTE FOR GUIDANCE ON VALIDATION OF ANALYTICAL

PROCEDURES: TEXT AND METHODOLOGYoJune 1995 CPMP/ICH/381/95 ).
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1.13.4. Doğruluk

Kör örnek çözeltisine 3 farkl� konsantrasyonda analit eklenir (spiking). Gerçek

de�erler kullanarak valide edilecek HPLC etodu ile elde edilen sonuçlar�n sapas�

hesaplan�r.

1.13.5. Günler (ölçümler) arası kesinlik

Standart farkl� konsantrasyonlarda 15 g�n boyunca enjekte edilir. Bu işle 3 farkl�

öperator taraf�ndan ayn� partiden 3 farkl� analitik kolon kullanarak gerçekleştirilir.

Miktarlar�n kesinli�i ölç�l�r.

1.13.6. Yakalama Sınırı

Yakalaa s�n�r� ( liit of detection   LOD) bir nuunede ölç�lebilen de�ilo

alg�lanabilen bir analitin en d�ş�k konsantrasyonu olarak tan�lan�r. Bir analitin belirli
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bir de�erin �st�nde veya alt�nda olup olad���n� belirleyen bir s�n�r testidir. Belirtilen

bir sinyal / g�r�lt� oran�nao genellikle 3: 1'e konsantrasyon olarak ifade edilir.

1.13.7. Tayin Sınırı

Tayin s�n�r� ( quantitation liit  LOQ), nuunedeki bir analitino etodun

belirtilen operasyonel şartlar� alt�nda kabul edilebilir hassasiyet ve hassasl�kla

saptanabilen en d�ş�k konsantrasyonu olarak tan�lan�r.

Bazeno LOQ'yu saptaak için 10: 1'lik bir sinyal / g�r�lt� oran� kullan�l�r. Bu

sinyal-g�r�lt� oran� iyi bir kurald�ro ancak LOQ'nun belirlenesinin konsantrasyon ile

gerekli hassasiyet ve do�ruluk aras�nda bir uzlaş� oldu�u unutulaal�d�r. Yanio LOQ

konsantrasyon seviyesi d�şt�kçe hassasiyet artar.
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1.13.8. Esneklik (Ruggedness) ve Sağlamlık (Robustness)

Esneklik (Ruggedness)o farkl� örnekler gibi çeşitli koşullar alt�nda ayn� nuunelerin

analizi ile elde edilen test sonuçlar�n�n tekrarlanabilirlik derecesi olarak tan�lan�r.

Örnek olarak :

- Laboratuarlar;

- Aletler;

- Reaktif partileri;

- Geçen deney s�releri;

- Deney s�cakl�klar�; ve

- G�n.

Geleneksel olarak sa�lal�k (Robustness)o en kat� şekilde bir do�rulaa

paraetresi olarak d�ş�n�leiştiro ç�nk� yönte genellikle en az�ndan k�sen

optiize edildi�inde yönte geliştire s�ras�nda araşt�r�l�r. Bu ba�lada

d�ş�n�ld���ndeo yöntei etkileyen paraetreler seçicilik veya optiizasyon aaçlar�

için anip�le edildi�inde kolayl�kla tan�lanabildi�inden gelişe s�ras�ndaki

sa�lal���n de�erlendirilesi ant�kl� olur. Resi yönte do�rulaa s�recinin

başlaas�ndan önce ya da baş�nda sa�lal��� de�erlendirek "şu an bana para

ödeyebilirsiniz" ya da daha sonra ödeyebilirsiniz kategorisine girer.
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1.14. Deneysel Uzay Kavramı

Bir araşt�ay� gerçekleştiren araşt�rac� her deneyi ölçen bir de�işkenle

ilgilenir. Bu de�işken (b�y�kl�k) cevap olarak adland�r�l�r. Bu cevab�n de�eri bir çok

de�işkene ba�l�d�r. Deneysel tasar� ve optiizasyon terinolojisindeo de�işken terii

yerine faktör keliesi kullan�l�r. Bu cevap de�işkenio bir veya bir çok faktöre ba�l�

olacakt�r. Bir faktör ölç�l� bir eksen ile tesil edilebilir (Şekil 1.16).

D�ş�k seviye ve y�ksek seviye aras�ndaki faktör� kapsayabilen b�t�n

faktörlerin hepsi faktör�n de�işi alan� veya basit olarak faktör alan� olarak adland�r�l�r.

Sonra her zaan d�ş�k seviye -1 ile y�ksek seviye +1 ile gösterilir.

Faktör Uzay�

Faktör 1

D�ş�k Seviye
Y�ksek Seviye

Şekil 1.16. Faktör�n alt seviyesi -1 ile �st seviyesi +1 ile gösterilir. Faktör�n de�işi alan� d�ş�k
ve y�ksek seviyeler aras�n� kapsayan b�t�n de�erlerden oluşur.
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E�er ikinci bir faktör varsa o da ölç�l� ve yönlendiriliş bir eksen ile tesil

edilebilir. Birinci faktörde oldu�u gibi ikinci faktör�n de d�ş�k seviyesio y�ksek seviyesi

ve onun de�işi alan� ayn� şekilde tarif edilir. İkinci eksen birinci eksene dik olarak

d�zenleniştir. Böylece iki boyutlu öklidyen “euclidean” uzay� olarak tarif edilen

koordinat sistei elde edilir. Bu uzayo deneysel uzay (alan) olarak adland�r�l�r (Şekil

1.17)

Şekil 1.17. Her faktör ölç�l� ve yönlendiriliş bir eksenle tesil edilir. Bu faktörlerin
eksenleri kendi aralar�nda birbirine diktir.

Faktör 1’in seviyesi x1 ve faktör 2’nin seviyesi x2 o deneysel uzay�n bir

noktas�n�n koordinatlar� gibi dikkate al�n�r (Şekil 1.17). Öyleyse verilen deney eksenleri

bu siste içinde bir noktayla tesil edilebilir. Ayr�ca deneylerin bir plan� veri

noktalar�n�n k�esiyle tesil edilebilir.
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Şekil 1.18. Deneysel uzayda faktörlerin seviyeleri deneysel noktalar ile tarif edilir.

Faktörlerin alanlar�n�n grupland�r�las� çal�şa alan� ile tan�lan�r. Bu çal�şa

alan�o deneyleri gerçekleştirek için araşt�rac� taraf�ndan seçilen deneysel uzay�n

bölgesidir. Bir araşt�rao deneysel alan�ndaki hareket noktalar� ile tesil edilir (Şekil

1.18). Uzay koordinat sisteinde noktalar ile bir deneyin tesilio deneyin geoetrik

gösteriidir. Araşt�ran�n di�er bir gösterii sonraki böl�de aç�klanaktad�r.

Şekil 1.19. Deneysel noktalar bir araşt�rac� taraf�ndan tan�lanan incelee alan�nda
d�zenlenir.
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Daha önce yap�lan tan�lar s�rekli de�işkenlere de uygulanabilir. Fakat

de�işkenlerin di�er çeşitleri de evcuttur.

1.15. Cevap Yüzeyi Kavramı

Deneysel tasar� ve optiizasyon etodolojisindeo Xi seviyeleri deneysel bir

noktan�n koordinatlar� ile tesil edilir ve y de�eri bu noktadaki cevab�n de�eridir. Bu

noktao deneysel uzaya dik olan bir eksen ile tan�lan�r ve cevapla ilişkilidir. Deneysel

tasar� ve cevab�n geoetrik sunuu deneysel uzaydan ziyade birden fazla boyuta

sahip olan bir uzay gerektirir. İki faktörl� bir deneysel tasar� �ç boyutlu bir uzay�

kullan�r. Şöylekio cevap için bir boyuto iki faktör için de iki boyut kullan�l�r.

Çal�şa alan�n�n t� noktalar�n�n bir dizisi cevap y�zeyi ad� verilen bir y�zey

�zerinde lokalize olan cevaplar�n taa�d�r (Şekil 1.20).

Deneysel noktalar�n say�s� ve konuu deneysel tasar��n teelini

oluşturaktad�r. Deneylerin say�s�n�n s�n�rland�r�las� ise cevap y�zeyinin en iyi

do�rulukla elde edilek isteniyor olas�d�r.
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Şekil 1.20. Çal�şa alan�n�n noktalar� ile ilgili cevaplar cevap y�zeyini oluşturur.

Deneysel tasar��n noktalar�nda ölç�len baz� cevaplaro y�zey cevab�n�n

denkleinin hesaplanas�na olanak tan�r.
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1.16. Matematiksel Modelleme Kavramı

Önceo faktörlerin cevab� ile ilgili bir ateatiksel fonksiyon seçilir. Örne�in

ikinci dereceden polinoiyal bir fonksiyon aşa��daki gibi sunulabilir.

y= b0 + Σ bi xi +Σ bij xi xj + ... + Σ biixi2 + bij...z xi xj...xz (8)

Bu denklede yo cevap veya ilgili b�y�kl�kt�r. Bu y de�eri deney esnas�nda

ölç�l�r ve belirli bir do�ruluk ile elde edilir. Xio bir deneyi gerçekleştirek için

araşt�rac� taraf�ndan bir i faktör� ile ilgili seviyeyi tesil eder. Bu de�er taaen

bilinen bir de�erdir. Ayn� şekilde bu seviyenin hatas�z bir şekilde tayin edildi�i kabul

edilir. b0o bio bijo bii bunlar katsay�lard�r. Önceden kabul edilen ateatiksel odelin

katsay�lard�r. Bunlar�n de�eri bilinez ve deney sonuçlar�ndan hareketle de�erleri

hesaplan�r.

Bir tasar� ve optiizasyon işleinde faktörler ile cevab� odelleenin

faydas�o deneyleri yapak zorunda kaladan çal�şan�n b�t�n cevaplar�n�

hesaplayabilektir.
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1.17. Modelleme

Yukar�da aç�klanan odele iki eklee yapak gerekir. Bunlardan birincisi

uyu eksikli�idir. Bu ifadenin anla�o incelenen olaya etki eden gerçek odelin daha

önce önerilen bir odelden farkl� oldu�u gerçe�ini yans�tas�d�r. Bu iki odel aras�nda

bir fark vard�r. Bu fark uyu eksikli�idir. İkinci ekleeo cevab�n rastgele yap�s�n�n

dikkate al�nas�d�r. Gerçekte ayn� deneysel noktada cevab�n birçok kez ölç�lesinde

taa�yla ayn� sonuçlar elde edileektedir. Sonuçlar bir de�ere etraf�nda saç�l�r. Bu

saç�lalar deneysel hatalar olarak adland�r�l�r.

Bu iki gözlenen fark yani uyu eksikli�i ve deneysel hatao ço�u zaan e ile

ifade edilen odel hatas� içerisinde birleştirilir.

y = b0 + Σ bi xi +Σ bij xi xj + ... + Σ biixi2 + bij...z xi xj...xz + e (9)
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1.18. Denklemlerin Sistemi

Her bir deneysel noktao bir cevap de�erinin elde edilesine ikan tan�r. Bu

cevapo katsay�lar�n�n bilinedi�i ancak tayin edilesi gereken bir polino ile

odellenir.

Deneysel tasar��n sonunda p pilineyenli n say�da denkle sistei elde edilir.

Burada n deney say�s�o p odeldeki katsay�lar� gösterir. Bu siste atris notasyonunda

basit bir biçide aşa��daki gibi yaz�l�r;

y= xb + e (10)

y cevap vektör�o x ise tasar�� ve ön odeli için seçilen deneysel noktalara

ba�l� atriso b katsay�lar�n vektör�o e ise hatalar�n vektör�d�r.

Bu siste denkle say�s�ndan daha çok bilineyen say�s�na sahiptir. Yani n

denkle say�s� iken p+n kadar bilineyen söz konusudur. Bu denle sisteini çözek

için en k�ç�k karelere dayanan regresyon yöntei kullan�l�r. Böylece katsay�lar�n

de�erlendirilesi yap�l�r. Bu hesab�n sonucu;

b= (x'x)-1 x�y (11)
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x' atrisi x’in traspozudur. Birçok yaz�l� bu hesaplaay� gerçekleştirede

kullan�labilir ve katsay�lar�n de�erleri do�rudan bulunur. Aşa��daki iki atris deneysel

tasar� teorisine s�rekli olarak kat�l�r;

bilgi atrisi x'x

saç�la atrisi (x'x)-1

Daha önce klasik deneysel tasar�lardaki notasyon ve özellikleri şidi

uygulayabiliriz.
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1.19. İki Seviyeli Tam Faktöriyel Tasarım

Bu planlar (tasar�lar) her bir faktör için iki seviye ile s�n�rl�d�r. Seviyelerin

b�t�n kobinasyonlar� deney s�ras�nda gerçekleştirilir. Bu tasar�lar s�rekli de�işkenler

ve ayr�k de�işkenler için birbirinin yerine kullan�labilir.

İki Faktörl� Tasar�

Bu tasar�lar her faktör için iki seviye ile s�n�rl�d�rlar. Seviyelerin b�t�n

kobinasyonlar� deney esnas�nda gerçekleştirilir. Yukar�da da ifade edildi�i gibi bu

tasar�laro s�rekli de�işkenler ve kesikli ayr�ş�k de�işkeler için birbirlerinin yerine

kullan�labilirler.

İki faktörl� tasar�lar için çal�şa alan� bir karedir. Örne�in Şekil 1.21’de iki

seviyeli bir tasar� sunulaktad�r. Uygulanan ateatiksel odel her faktöre göre

birinci dereceden bir odeldir.
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Bu denklede y cevapo x1 ve x2 faktörlero b0 çal�şa alan�n�n erkezindeki

cevab�n de�erio b1 faktör 1’in etkisi (yada teel etkisi)o b2 faktör 2’nin etkisi (yada teel

etkisi)o b12 faktör 1 ve 2’ler aras�ndaki etkileşi ve “e” ise odel hatas�n� gösterektedir.

Deney noktalar�n�n en iyi bölgelerio çal�şa alan�n�n doruklar�nda yer ald���

gör�lektedir.

Şekil 1.21. Uygulanan odel birinci dereceden oldu�u zaan deneysel noktalar�n en iyi
oldu�u bölgeler (yerler) çal�şa alan�n�n doruklar�d�r.
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1.20. Çizelge Şeklinde Bir Çalışmanın Sunulması

Geoetrik sunularo son derece uygun ve kullan�şl�d�r. Ancak faktör say�s�

3’ten fazla oldu�u durularda kullan�şl� de�ildir. Çok boyutlu uzay için çizelge

şeklindeki bir sunu kabul edilebilir. Geoetrik ve çizelge şeklindeki iki sunu

aras�ndaki ilişkiyi gösterek için Şekil 1.21’de iki seviyeli iki faktörl� bir tasar��n

çizelgesinin oluşturulas� sunulaktad�r. Bu çizelge iki kolondan oluşaktad�r. Bu

kolonlardan birincisi deneyi tan�laaktao ikincisi ve �ç�nc�s� deney noktalar�n�n

koordinatlar�n� gösterektedir. Birinci deney incelenen iki faktör�n 20 0C (yada

kodlaa ile -1) ve 5 gra (yada kodlaa ile -1) ile d�ş�k seviyeleridir. Bu birinci deney

Şekil 2.14’teki A noktas�na karş�l�k gelir. Deney 2 ise birinci faktör 80 0C (yada kodlaa

ile +1) y�ksek seviye ve ikinci faktör 5 gra (yada kodlaa ile -1) d�ş�k seviyedir.

İkinci deney B noktas�na karş�l�k gelir. E�er al�ş�l�ş fiziksel biriler ile oluşturuluyor

ise (Çizelge 1.1) bu çizelgeye deney çizelgesi ad� verilir ve e�er kodlaas�nda biriler

kullan�l�yorsa (Çizelge 1.2) deneysel tasar� ad� verilir. Bu durudao çizelgenin en

alt�nda al�ş�l�ş fiziksel birilerde her faktör için kodlan�ş birilerin anla�

hat�rlat�l�r.

Çizelge 1.1. Deney çizelgesi (genel birilerde)

Deney No S�cakl�k (1) (0C) A��rl�k (2) (gr)

1 (A) 20 5

2 (B) 80 5

3 (C) 20 10

4 (D) 80 10
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Kodlan�ş birileri kullanan sunuo al�ş�l�ş fiziksel birileri kullanan

sunudan daha geneldir. Bu kodlan�ş çizelge aşa��daki biçidedir.

Çizelge 1.2. Deneysel tasar� (kodlan�ş birilerle)

Deney No Faktör 1 Faktör 2

1 (A) -1 -1

2 (B) +1 -1

3 (C) -1 +1

4 (D) +1 +1

Seviye -1 20 5 gr

Seviye +1 80 10 gr

Geoetrik sunular ve Çizelge ile sunular birbirine eşde�erdir. Çizelgeler

(yada atrisler)o faktörlerin say�s� ne olursa olsun yani deneysel uzay�n boyutlar�n�n

say�s� ne olursa olsun kullan�labile avantaj� sunarlar.

Deneysel tasar�lar�n sonuçlar�n� iyi yorulayabilek için bir sunudan

di�erine geçişi iyi bilek faydal�d�r.
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1.21. Deney Sonuçlarının Sunumu

Her deneyde araşt�rac�o seçilen cevab� ölçer. Örne�ino birinci deneyin cevab�

y1’dir. İkinci deneyin cevab� y2 ve böyle deva eder. Bu cevaplar her deneyin karş�s�nda

gösterilir ve sonuç s�tununda toplan�r (Çizelge 1.3).

Çizelge 1.3. Deneysel tasar� ve deneysel sonuçlar

Deney No Faktör 1 Faktör 2 Cevap

1 -1 -1 y1

2 +1 -1 y2

3 -1 +1 y3

4 +1 +1 y4

Seviye -1 20 5 gr

Seviye +1 80 10 gr
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1.22. Katsayıların Hesaplanması

Dört noktal� bir deney dört denkle gerektirir.

Bu sistein çöz�� katsay�lar�n de�erlerini verir.

Katsay�lar�n bilinesi ile tahinler yapabilen regresyon odeli yaz�labilir.
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1.23. Çalışmanın Açıklanması

Üretiin verilili�ini art�rak isteyen bir �reticio do�al bitkilerden hareket

ederek bir ilaç haz�rlaakta ve aktif bileşi�in ekstraksiyon veriini art�raya

çal�şaktad�r. Ekstraksiyon konsantrasyonu 50 g/L olan NaCl varl���nda ve 70 0C

s�cakl�kta gerçekleştirilir. Çal�şadao noral çal�şalar civar�nda seviyelerde bu iki

faktör�n incelenesine karar verilir.

Faktör 1: 40 ve 50 g aras�nda NaCl konsantrasyonu

Faktör 2: 60 ve 80 0C aras�nda s�cakl�k

Çal�şadao cevap faktör�o fabrikada �retilen �r�n�n kalitesidir. Üretici 22 olan

bir faktöriyel tasar� gerçekleştirir. Bu tasar� Çizelge 1.4’te verilektedir.

Çizelge 1.4. Deneysel tasar� ve deneysel sonuçlar

Deney No Faktör 1 Faktör 2 Cevap (gra)

1 -1 -1 y= 115

2 1 -1 y= 185

3 -1 1 y= 104

4 1 1 y= 156

Seviye -1 40 60

Seviye +1 60 80

Hesaplaro 4 nolu denkle kullan�larak gerçekleştirlir.
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Çizelge 1.5. Etkilerin çizelgesi

Ortalaa 140 g

Faktör 1'in etkisi 30.5 g

Faktör 2'nin etkisi -10 g

Etkileşi -4.5 g

Bu deneyin yoruundao konsantrasyonun etkisio NaCl de 10 gral�k bir

de�işi için 30.5 grad�r (Şekil 1.22). Böylece NaCl’nin konsantrasyonunu art�rarak

�reti artt�r�labilir. S�cakl���n etkisio s�cakl�ktaki 10 0C’l�k bir de�işi için -10 dur.

Bunun sonucu şudur ki �retii artt�rak için s�cakl��� d�ş�rek gerekir.

Şekil 1.22. Etkin �r�n verii �zerine NaCl ve s�cakl���n etkileri.

Sonuçlar�n genel gör�n��n� elde etek için çal�şa alan�ndaki izoverililik

e�rileri çizilir (Şekil 1.23).
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Şekil 1.23. Ür�n�n verii �zerine NaCl konsantrasyonu ve s�cakl���n etkilerini gösteren
izocevap e�rileri.
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1.24. İki Seviyeli k Faktörlü Faktöriyel Tasarımlar

Faktörlerin say�s� artt�r�labilir. Deneysel uzayo faktörlerin boyutlar� kadard�r ve

ateatiksel odel 2 nuaral� ba��nt�ya karş�l�k gelir.

İki seviyeli k faktör� kapsayan bir tasar� 2k ile gösterilir.

ko faktörlerin say�s�n� gösterir

2 ise faktör�n seviyesini gösterir

Bu notasyon ayn� zaanda gerçekleştirilecek deneyin say�s�n�da belirtektedir.

Bu say� son derece önelidir. 2 seviyeli bir tasar�da 7 faktörl� bir deney için 27

oldu�ndan 128 deney gerçekleştirek gerekir. Deney say�s�n� d�ş�rek için kesirli

faktöriyel tasar�lar kullanak gerekir.

1.25. Üç Seviyeli Tasarımlar: Cevap Yüzey Tasarımları

Cevaplar ve faktörler aras�ndaki ilişkiyi kantitatif olarak aç�klayabilek için

aşa��da ekanik (fizikokiyasal) yada deneysel odeller örne�in polinoiyal

odelleri kullanaca��z.

Bu ateatiksel odeller he do�rusal ve he kavisli cevap y�zeyleri

tan�laak için eşit olal�d�r. E�er faktör seviyeleri en az �ç seviyede olursao kavisli

ba��l�l�k odellenebilir.
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Üç seviyeli faktöriyel tasar�lar “cevap y�zey tasar�lar”’� olarak bilinir. Ta

faktöriyel �ç seviyeli tasar�laro iki seviyeli tasar�larda oldu�u gibi foralize edilebiliro

örne�in bir 3k tasar��o �ç faktör seviyeli k faktörl� bir tasar� anla�na gelir. Şekil

1.24’de bir 32 tasar��na örnek verilektedir.

Şekil 1.24. İki faktör için ta faktör için ta faktöriyel 32 tasar�.

Ta faktöriyel �ç seviyeli tasar�lar�no paraetrelerin de�erlendirilesindeki

istatiksel özellikleri iki seviyeli tasar�lar�nkinden daha az tercih edilesine ra�eno bu

ta faktöriyel �ç seviyeli tasar�lar bazen ikio bazen de �ç faktör� araşt�rak için

kullan�laktad�r. Ayn� sorun iki faktörl� tasar�larda da olabilir. Örne�ino deneylerin

say�s�n�n fazla olas�d�r. Bu tasar�lar�n dezavantajlar� çok öneli olan “erkezi

bileşenli tasar�” ve “Box-Behnken” tasar�� olarak adland�r�lan optial tasar�lar�n

geliştirilesine neden oluştur.
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1.26. Kromatografik Cevap fonksiyonu (ICRF)

Analitik perforans�n öneli ölç�tlerine duyarl� bir kroatografik yan�t

fonksiyonu inceleniştir: Seçiciliko do�ruluko kesin = aç�k ve ay�ra işleini

gerçekleştirek için gereken s�re. Bu fonksiyono bilineyen çöz�nen kar�ş�lara

uygulanabilir ve fonksiyonun kroatogradaki say�sal de�erini de�erlendirek için

çaba gösterek gerekiyor. Y�ksek perforansl� s�v� kroatografisinde iyi ay�ralar ile

ayn� anda iniu el�syon s�releri veren el�syon kuvvetlerinde iyi tan�lan�ş

optia gösterir. Beklenen perforans� karakterize eden daha önce herhangi bir

kroatografik bilgi yok bir sistein gerekli olas� gerekir. Bir sistein beklenen

perforans�n� karakterize eden daha önce herhangi bir kroatografik bilgi gerekli

de�ildir. Bu işlevio aç�klayan ekanik bir odel oladan kullanak �k�nd�r.

E�er deneysel de�işkenleri tan�lan�rsao analitik kiyadaki optiizasyon

yönteleri b�y�k fayda sa�l�yor. Bununla birlikteo optiu de�erler her zaan

benzersiz bir şekilde kurulabilir de�ildir ve laboratuvarlar aras�nda aktar�labilir de�ildiro

ayr�ca bireysel deneysel kurulular ve zaanlar aras�nda da yoktur. Prensip olarak buo

ço�u analitik prosed�r için geçerli oldu�una ra�eno obil faz�n k�ç�k de�işiklikleriyle

elde edilebilen seçicilik aral��� ve sabit faz�n öz�n�rl��� ve y�zey kiyas� gibi s�tun

paraetrelerinin bazen yetersiz tekrarlanabilirli�i nedeniyleo Özellikle y�ksek

perforansl� s�v� kroatografisinde sinir bozucudur. Uygulaada buo her zaan daha

önce yay�nlan�ş bir prosed�r�n uygulanas� rutin bir laboratuarda deneneye
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çal�ş�ld���ndao ay�ra işleini en verili şekilde etkileyen deneysel de�işkenlerin

optiize edilesine ihtiyaç duyulas�na neden olur.

Son birkaç y�ld�r analitik kiyasal problelere uygulanan çok boyutlu

optiizasyonda kaydedilen ilerleelere ra�eno halen az say�da uzan bir aland�ro

Analitik kiyan�n ço�unlu�uo Geleneksel fakat g�venilez tek faktörl�-zaanl�

yöntelere dayanarako Kantitatif olarak ay�ra niteli�ini karakterize ete girişileri

kroatografinin kendisi kadar eski olas�na ra�eno 1975'e kadaro Morgan ve

Deing'in pik ayr�� kavra�n� genelleştirdi�i zaano bir kar�ş�daki t� bileşenlerin

ayn� iktarda ayr�las�n�n nicel olarak tan�land��� anlaş�lad�.

Deneysel yöntedeo kroatografik optiizasyon yaklaş�� içino analizi yap�lacak

bileşiklerin kroatogra�ndao k�sa runtie ile verili kroatografik pik ayr�şas�

sa�laak için deneysel tasar� ve optiizasyon çal�şas�ndao yeni geliştiriliş

kroatografik fonksiyonu (ICRF) kullan�laktad�r. ICRF aşa��daki denklee göre

hesapland�:

ICRF = (25)

Buradao N tahin edilen zirve noktalar�yla say�s�n� tesil edero tf son pik el�syon

s�recio topt seçilen optial el�syon s�recio a denklein katsay�s�o başlang�çta zirve

genişli�ini tekab�l eder. θsol pik ört�şe fonksiyonu ve çöz�n�rl�k kriteri aşa��daki

denklee göre tan�lan�şt�r:
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= (26)

HS ve Hi piklerin y�ksekli�idiro Hv vadi y�ksekli�io tRos ve t RoL piklerin tutuna s�resio

tRov zaan konuudur. Çizelge 1.4� de 33 ta faktöryel tasar�lar dikkate al�narako

tasar� duruuna göre 27 adet çal�şa örneklerinin kroatogralar� kaydedildi.

Kroatogralar şekil 1.17 ve 1.18 ve 1.19 da gösteriliştir. ICRF say�sal de�erlerio

(26) denkleinden hesapland�.θ için gerekli paraetler şekil1.25 �de sunuldu.

Şekil 1.25. θ için gerekli paraetler
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2. GEREÇ VE YÖNTEM

2.1. Aşırı Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (UPLC)

Klasik y�ksek bas�ncl� s�v� kroatografisinin (High perforance liquid

chroatography (HPLC)) yeni bir versiyon olan aş�r� y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi

(Ultra perforance Liquid chroatography (UPLC))o bir kar�ş� içerisindeki

bileşenlerin biri sabit (stasiyoner) ve di�eri hareke (obil) olan iki faz aras�ndaki

da��l� dengelerinin farkl�l��� tieline dayal� bir ay�ra yönteidir. Aş�r� y�ksek

bas�nçl� s�v� kroatografisinde iç çeperi sabit faz� dolgu ateryal� bulunan kolon

sisteinden de�işik çöz�c� sistelerio popa yardiiyla çok y�ksek bir bas�nçla kolon

sisteinden geçirilir. Enjeksiyon sisteiyle hareketli faz içine edilen nuunede bulunan

addeler kolon sisteinde sabit ve hareketli fazlarla etkileşeleri farkl� oldu�undan

kolon iç�nde farkl� hizlarda hareket ederler ve analiz edilen kolon içinde farkl� hizlarda

hareket ederler ve analiz edilen addelerin tutula zaanlar� farkl� oldu�u için kolonu

terk ete s�ralar�na göre dedektör sisteinde yakalanarak kroatogra olarak

kaydedilir. Asl�nda yöntein esas� klas�k YBSK yönteinde oldu�u gibidir. UPLC

yönteinde klasik YBSK yönteinden farkl� olarak daha y�ksek bas�nç ve daha k�sa

kolonlar�n kullan�las�yla daha az zaanda analiz işleinin gerçekleştrilesi

aaçlanaktad�r.
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2.2. Kullanılan Cihaz

- Water Acquity Series UPLC sistei (water corporation 34 Maple street Milfordo
MA 01757 USA) (PDA sistei birlikte)

- Waters BEH® C18 (2.1 ⃰ 50 o 1.7 µ) UPLC kolonu

- Epower UPLC software prograi

- Vial

- Kuvartz k�vet

- Hassas teraz�

- Pipet (1-10 l)

- Sartorius Minisart ebrane filter ( çap�= 0.2 µ)

- Balon joje (25-250 l)

- Beher
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2.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler

- Methanol (Merck)

- Acetonitrile (Merck)

- H3PO4 (0.1M) (Merck )

- Psedöefedrin (Glaxo Sith Kline İlaçlar� San.Ve Tic.A.Ş)

- Efedrin (Mustafa Nevzat İlaç Sanayi A.Ş.)

- Guafenesin (Mustafa Nevzat İlaç Sanayi A.Ş.)

2.4. Analizi Edilen Bileşikleri İçeren Ticari Preparatlar

No. Ticari Formülasyon Etiket Değerleri İlaç Firma

1 SUDAFED ® (Şurup) 100 g GUA + 30 g PS/ 5l
Agen İlaç Tic. Ltd.

Şti

2 BROKSIN ® (Şurup) 100 g GUA + 6o66 g EF/ 5l
Abdi İbrahi İlaç
Sanayi ve Ticaret

A.Ş
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3. BULGULAR

Bu doktora tez çal�şas�nda GUA-EFE ve GUA-PS kobinasyonlar�n� içeren

ticari faröstik preparatlardaki aktif bileşiklerin kalite kontrol ve rutin analizlerine

yönelik ters- faz aş�r� y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi (reversed- phase ultra-

perforance liquid kroatografi > RP- UPLC) yönteleri geliştirildi. Bu kroatografik

yöntelerin geliştirilesinde optial kroatografik deneysel koşullar�n belirlenesinde

keoetrik optiizasyon etodolojileri kullan�ld�.
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3.1. Guafenesin - Efedrin Karışımının UPLC Yöntem ile Kantitatif Analizi

Guafenesin – Efedrin kobinasyonunu içeren ticari şurup for�lasyonun kantitatif
analizi için yeni bir UPLC yöntei geliştirildi. Deneysel kroatografik şartlar�n
saptanas�nda ta faktöriyel �ç seviyeli bir tasar� odeli kullanarak gerçekleştirildi.

3.1.1. UPLC Yönteminin geliştirmesinde kemometrik Optimizasyon

Bir ticari şurup forulasyonundaki GUA ve EFE bileşiklerinin UPLC yönte ile

analiz edilebilesi için deneysel tasar� ve optiizasyon tekni�i ile bileşiklerin

kroatografik ayr�� �zerine etki eden faktörlerin optial deşerleri ateatiksel odel

ile hesapland�.

Keoetrik optiizasyon işleinde önce bileşiklerin ay�r�� �zerine etki

edebilecek farkl� kolon s�cakl���o de�işik ak�ş h�zlar�o hareketli faz içerisindeki organik

ve inorganik solvent sistelerinin de�işik % bileşileri test edildi. Çal�şalar��zdao

hareketli faz ak�ş h�z� ( X1) o hareketli faz içerisindeki 0.1 M H3PO4 y�zdesi (%)( X2) ve

kolon s�cakl��� (X3) faktörleri kroatografik ayr� �zerine etki eden faktörler olarak

seçildi. Bu faktörler �zerinde yap�lan ön çal�şalardan faktörlerin seviyeleri belirlendi

ve sonuçlar� çizelge 3.1� de sunuldu.
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Deneysel tasar� ve optiizasyon çal�şalar�nda �ç farkl� seviye; d�ş�k (-1) o orta

(0) ve y�ksek (+) olarak saptand�. Ak�ş h�z� (X1) ; 0.16 (-) o 0.26 (0) ve 0.36 (+) L/dak

olarako 0.15 M H3PO4 (X2) ; 30 (-)o 50 (0) ve 70 (+) olarak ve kolon s�cakl��� (X3) ;

30 (-)o 45(0) ve 60 (+)�C olarak belirlendi.

Çizelge 3.1. Araşt�r�lan faktörlerin deneysel aral�klar�

Ak�ş H�z� (L/dak) 0.10 M H3PO4 (%) S�cakl�k (oC)

Seviye X1 X2 X3

-1 0.16 30 30

0 0.26 50 45

1 0.36 70 60

D�ş�k (-1)o Orta (0) and Y�ksek (+1)
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Optiizasyon çal�şalar�n�ndaki seçilen faktörler ve seviyelerine göreo 33 ta

faktöriyel tasar� odeli için haz�rlanan tasar�atrisi çizelge 3.2 de sunulaktad�r. Bu

çizelge 3.2 deki tasar� atrisinden de gör�ld��� gibi 27 de�işik koşulda enjeksiyonla

kroatogralar� çizdirildi ve bilgisayar haf�zas�na kaydedildi. Bu 27 de�işik koşulda

çizdirilen tasar� atrisinin kroatogralar� şekil 1.16 da sunuldu.

Tasar� atrisinin kroatogralar�o şekil 3.1 den de gör�ld��� gibi 0.0 - 3.0

dakika aras�nda de�işen kroatogralard�r. Bu kroatogralar haf�zadan ça�r�larako

cevap fonksiyono böl��nde aç�klanan teorik esaslara göre ICRF de�erler hesapland� ve

ölç�len koşulara göre çizelge 3.2 de yerine yaz�ld�. Kroatografik faktörlero (ak�ş h�z�

(X1)o 0.15 M H3PO4 %(X2) ve kolon s�cakl��� (X3)�C) ile faktör etkileşileri ve ICRF

aras�nda regresyon analizi yap�larak ikinci dereceden polinoinal kuadradik odel

hesapland�. Bu odelde de faktörler X1o X2 ve X3 ba��s�z de�işkenler ve ICRF ba��l�

de�işken olarak odel de yerald�. Tasar� atrisi ve ICRF için bulunan odel aşa��da

sunuldu.

Y= 0.928+0.050X1-1.185X2+0.415X3-0.069X12+1.239X22+0.148X32-0.107X1X2-0.049X1X3-0.640X2X3 (27)
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Bu denklede X1oX2 ve X3 faktörleri s�ras�ylao ak�ş h�z� ( L/ dak)o 0.1 M H3PO4

(%) ve s�cakl�k (�C) olupo faktörlerin karesio X1X2o X1X3 ve X2X3 ise faktör

etkileşilerine karş�l�k gelektedir.

GUA-EFE kobinasyonu içeren ticari şurup forulasyonunun analizi için

geliştirilen UPLC yöntei için regresyon analizi ile hesaplanan eşitlik 27 deki ikinci

dereceden polinoiyal kuadratik odel paraetrelerinin ( katsay�lar�n�n) anlal� olup

olad��� hususunu görebilek için istatistiksel testler yap�ld�. İstatistiksel analiz

sonuçlar� çizelge 3.3 de sunuldu. Test sonuçlar�ndan odel katsay�lar�n�n tablo

de�erinden daha b�y�k t- de�erleri ve p- hesaplanan< p = 0.05 oldu�u için anlal�

oldu�u gözlendi.

Faktör etkileşilerini görek için �ç boyutlu y�zey – cevap grafikleri ile eş

y�kseltli e�rileri çizdirildi. Şekil 3.2. a-c den y�zey- cevap grafikleri ve eş y�kselti

e�rileri görebilir. Şekil 3.2 a da kroatografik cevaba karş� ak�ş h�z� 0.1 M H3PO4 için

y�zey- cevap ve eş y�kselti e�rileride; d�ş�k ak�ş h�z� ve 0.1 M H3PO4 � �n y�ksek %

aral���nda y�ksek kroatografik cevap elde edildi. Şekil 3.2 b de ise y�ksek

kroatografik cevaplar k�sen d�ş�k ak�ş h�z�nda ve y�ksek s�cakl�klarda elde edildi�i

gör�lektedir. Şekil 3.2 c deki �ç boyutlu cevap- y�zey grafikleri ile eş y�kselti

e�rilerio y�ksek s�cakl�k ve y�ksek % 0.1M H3PO4 de�erlerinde y�ksek kroatografik

cevap de�erleri gözleniştir.optiizasyon işleleriizde kroatografik cevap ile ifade

edilen ICRF de�erleridir. Şekil a-c deki y�zey grafikleri ve eş y�kselti e�rileri o

kroatografik cevap �zerine kuvvetli faktör etkileşilerinin oldu�unu gösterektedir.
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Çizelge3.2. Üç faktörl� ve �ç-seviyeli ta faktöryel tasar� ile ICRF de�erleri

Ak�ş h�z�
0.1 M
H3PO4 (%) S�cakl�k ICRF

No. X1 X2 X3 Ölçulen Tahin
1 -1 -1 -1 2.1335 2.1699
2 0 -1 -1 2.4267 2.4455
3 1 -1 -1 2.5762 2.5823
4 -1 0 -1 0.5991 0.4930
5 0 0 -1 0.7092 0.6614
6 1 0 -1 0.7503 0.6910
7 -1 1 -1 1.2526 1.2950
8 0 1 -1 1.2950 1.3561
9 1 1 -1 1.2302 1.2786
10 -1 -1 0 3.0773 3.1255
11 0 -1 0 3.2662 3.3521
12 1 -1 0 3.4513 3.4400
13 -1 0 0 0.8492 0.8084
14 0 0 0 0.9393 0.9278
15 1 0 0 0.9210 0.9085
16 -1 1 0 0.9875 0.9701
17 0 1 0 0.9917 0.9823
18 1 1 0 0.8870 0.8558
19 -1 -1 1 4.4050 4.3779
20 0 -1 1 4.7337 4.5555
21 1 -1 1 4.5733 4.5944
22 -1 0 1 1.3370 1.4205
23 0 0 1 1.3882 1.4909
24 1 0 1 1.3310 1.4226
25 -1 1 1 0.9612 0.9420
26 0 1 1 0.9268 0.9052
27 1 1 1 0.7826 0.7297
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Şekil 3.1. 33 ta faktöryel tasar�a karş�l�k gelen 27 adet örneklerin UPLC
kroatogralar�
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Çizelge 3.3. İkinci dereceden polino kuadratik odelin paraetlereleri için
istatistiksel t ve P testleri

Katsay� T- de�eri P-de�eri

Kesi noktas� 0.9278 23.49 0.00

x1 0.0500 2.74 0.01

x2 -1.1849 -64.80 0.00

x3 0.4148 22.68 0.00

x2

1 -0.0693 -2.19 0.04

x2

2 1.2394 39.13 0.00

x2

3 0.1484 4.68 0.00

xx 21
. -0.1072 -4.79 0.00

xx 31
. -0.0490 -2.19 0.04

xx 32
. -0.6402 -28.59 0.00
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Şekil 3.2. Y�zey grafikleri ve ilgili plotlaro y�zey grafi�i hakk�ndao ak�ş h�z� d�ş�k
seviyede y�ksek ICRF ve y�ksek seviyede 0.10 M H3PO4 (a)o d�ş�k seviyede
ak�ş h�z� ve s�cakl�k için y�ksek ICRF (b) d�ş�k seviyede s�cakl�k ve y�ksek
seviyede 0.10 M H3PO4 için ICRF(c)
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3.1.2. Optimal Koşullar UPLC Yöntemi İle GUA- EFE Kombinasyonunun Kalitatif

Analizi

Keoetrik optiizasyon tekni�i ile saptanan optial kroatografik şartlarda

UPLC yöntei ticari şurup for�lasyonundeki GUA ve EFE analizlerine uyguland�.

3.1.2.1. Optimal Kromatografik Koşullar

GUA-EFE kar�ş��n�n UPLC yönteiyle analiz işleleri için Waters UPLC

BEH C18 (50  * 2.1 i.do 1.7 µ) kolonu seçildi. Yap�lan deneelerde 1.0 µL

enjeksiyon hacinin uygun oldu�u ve kroatogralar�n çizilesinde dedeksiyon dalga

boyu olarak 215 n belirlendi.

Keoetrik optiizasyon etodolojisi ile bulunan optial faktör de�erleri:

Ak�ş h�z�: 0.36 L/dak

Kolon s�cakl���: 60� C

Hareketli faz bileşiindeki 0.1 M H3PO4 iktari: % 56
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3.1.2.2. Doğrusal Regresyon Denkleminin Hesaplanması

UPLC yönteinde kalibrasyon için 6.0-96.0 µg/L konsantrasyon aral���nda GUA ve

4.0-64.0 µg/L konsantrasyon aral���nda EFE kar�ş��n� içeren 25 adet çözelti

haz�rland�. Bu kalibrasyon çözeltilerinin GUA için 215.0 n’de ve EFE için 215.0

n’de PDA dedeksiyonu ile UPLC kroatogralar� kayd� yap�larak bilgisayar

haf�zas�na al�nd�. Bu UPLC kroatogralar�ndan GUA ve EFE için s�ras�yla al�kona

zaanlar� 1.754 dakika ve 1.043 dakika olarak rapor edildi. Kroatografik analizde

GUA ve EFE bileşiklerinin kroatogralar�ndan integrasyonla bulunan do�ru denklei

elde edildi. Do�rusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuçlar Çizelge 3.4 de

sunuluştur.
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Çizelge3.4. GUA ve EFE için do�rusal regresyon analizi ve istatistiksel
sonuçlar

Paraetreler EFE GUA

 1.32×10-1 2.41×10-1

n 4.12×10-2 4.95×10-3

r 0.9998 0.9999

SD () 5.8 ×10-4 7.61×10-4

SD (n) 1.92 ×10-2 3.77×10-2

SD ( r ) 9.14×10-4 6.60×10-4

LOD 0.43 0.47

LOQ 1.45 1.57

 = Regresyon denkleinin egiio

n = Regresyon denkleinin kesi noktas�o

r = Regresyon denkleinin korelasyon katsay�s�o

SH () = Egiin standart hatas�o

SH (n) = kesi noktas�n�n standart hatas�o

SH (r) = Korelasyon katsay�s�n�n standart hatas�o

LOD (g/L) = Yakalaa S�n�r�o

LOQ (g/L) = Tayin s�n�r�o
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Kalibrasyon set çözeltilerindeki GUA ve EFE analizi için UPLC yönteinin

geliştirilesinde deneysel tasar� ve optiizasyon yönteinden faydalan�larak bulunan

optial kroatografik şartlara göre çizdirilen kalibrasyon nuunelerine ait

kroatogralar Şekil 3.3 de gösterildi.

Kalibrasyon setinde GUA ve EFE bileşiklerini içeren çözeltilerin

kroatogralar�n�n verileri UPLC-H-Class Epower2 progra� vas�tas�yla Microsoft

Excell olarak transferi gerçekleştirildi. Sonra Matlab 7.0 progra�nda “-file” yaz�l��

kullan�larak GUA için 215 n’de EFE için 215n’de pik alanlar� ile konsantrasyon

aras�ndaki ateatiksel ilişkiye dayal� do�rusal regesyon analizi ile do�runun e�iio

kesiio korelasyon katsay�lar� ve istatistiksel sonuçlar� hesapland� ve Çizelge 3.4.� da

sunuldu.

Şekil 3.3. GUA (a) ve EFE (b) bileşikleri için kalibrasyon nuunelerine (CS nuber)
optial kroatografik şart�n uygulanas� ile elde edilen kroatogralar
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3.1.2.3. UPLC Analitik Yöntem Validasyonu

Bu doktora tez çal�şas�nda keoetrik optiiizasyon tekni�i ile geliştririlen

UPLC yönteinin analitik validasyonu için etanol içerisinde GUA için 6.0-96.0

µg/L ve EFE için 4.0-64.0 µg/L çal�şa aral���nda farkl� konsantrasyonlar içeren 11

adet kar�ş� çözeltisini içeren validasyon seti haz�rland�. UPLC yönteinin kesinlik ve

do�rulu�unu test etek için bu validasyon setindeki kullan�ld�. Geri kazan� de�erleri

GUA için % 99.2o EFE için % 101.1 olarak bulundu. Ba��l standart sapa de�erleri

GUA için % 2.210ve EFE için % 2.27 olarak bulundu. Validasyon set çözeltilerinin

analizi için optiize edilen UPLC yönteinin validasyon setine uygulanas� ile elde

edilen sonuçlar Çizelge 3.5 da verildi.

Deneysel tasar� ve optiizasyon etodolojisiyle geliştirilen UPLC

yönteinin kesinli�i ve do�rulu�unu çek etek için di�er bir validasyon işlei olarak

g�n içi ve g�nler aras� ölç�ler için GUA için �ç farkl� konsantrasyonda (10.0o 40.0 ve

70.0µg/L) ve EFE için �ç farkl� konsantrasyonda (20.0o 40.0 ve 60.0 µg/L) Çizelge

3.6’de gösterildi�i biçide çözeltiler haz�rland�. G�n içi ve g�nler aras� nuunelerin

ayn� g�n 1’er saat aral�klar ile ve g�nler aras�nda birbirini izleyen 6 g�nde olak �zere

3’er tekrarl� kroatogralar� al�narak yap�lan alan okualar� kullan�larak analiz edildi.

Analiz sonuçlar� y�zde geri kazan� (%)o ba��l standart sapa (%) ve ba��l standart hata

(%) Çizelge 3.6’da sunuldu.
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Çizelge 3.5. RP-UPLC yönteinin GUA- EFE ikili yapay kar�ş�lar�na uygulanas�yla elde edilen
geri kazan� sonuçlar�

Konulan
(µg/µL)

Bulunan
(µg/L)

Geri kazan�
(%)

No. EFE GUA EFE GUA EFE GUA

M1 4 90.0 4.2 88.8 104.6 98.7

M2 8 90.0 7.8 88.2 98.1 98.0

M3 16 90.0 16.0 90.1 100.1 100.1

M4 32 90.0 32.1 89.6 100.4 99.5

M5 64 90.0 64.1 89.3 100.2 99.2

M6 6 6 6.2 6.3 103.7 104.3

M7 6 12 6.0 11.5 100.3 96.2

M8 6 24 6.1 23.2 101.8 96.8

M9 6 48 6.2 47.9 103.4 99.7

M10 6 96 5.9 95.0 98.0 99.0

M11 6 90 5.9 95.0 98.0 105.6

x 101.1 99.2

SD 2.27 2.21

RSD 2.25 2.23

No = Kar�s� nuaras� o

x = Ortalaa o

SS = Standart Sapao

BSS = % Ba��l Standart Sapao



115

Çizelge 3.6. G�n içi ve g�nler aras� nuuneler için deney sonuçlar�

Konulan
(µg/µL)

Bulunan
(µg/µL)

Geri kazan�
(%)

BSS
(%)

BH
(%)

EFE GUA EFE GUA EFE GUA EFE GUA EFE GUA

G
ün

iç
i

20 10 20.08 10.00 100.4 100 0.66 0.88 0.41 0.04

40 40 40.15 39.72 100.4 99.3 0.27 0.21 0.38 -0.70

60 70 59.91 68.48 99.9 97.8 0.57 0.4 -0.15 -2.18

G
ün

ar
as
ı 20 10 19.56 9.76 97.8 97.6 1.32 1.19 -2.18 -2.4

40 40 40.06 39.68 100.2 99.2 0.86 0.55 0.15 -0.81

60 70 59.95 68.55 99.9 97.9 0.66 0.42 -0.09 -2.07

BSS = % Ba��l Standart Sapa
BH = % Ba��l hata
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Keoetrik optiizasyon ile bulunan kroatografik koşullarda GUA ve EFE

bileşiklerini içeren ticari şurup preparat�n yard�c� addelerin aktif bileşiklerin analizi

�zerine etkisini de�erlendirek için standart eklee tekni�i uyguland�. Bu deneysel

işlede L’sinde 100 g GUA ve 6.66 g EFE içeren ticari preparat için 1 L

al�narak 10 L’lik balon jojeye transfer edildi ve haci etanol ile taaland�. Üç

farkl� konsantrasyon için bu çözeltilerden 2.L’lik k�s� 10 L’lik balon jojeye

aktar�ld� ve nuune içeri�inin �zerine 6.0o 12.0 ve 16.0 µg/L GUA ve 8.0o 30.0 ve

40.0µg/L EFE olacak şekilde stok çözeltilerden ilave edilerek standart ekleeli

çözeltiler haz�rland�. Bu çözeltilerin keoetrik optiizasyon koşullar�nda GUA için

215.0 n’de ve EFE için 215.0 n’de PDA dedeksiyon ile kroatogralar elde edildi.

Bu kroatogralardan okunan pik alanlar� kalibrasyon denklelerinde yerine konularak

nuune içeri�indeki GUA ve EFE içerikleri hesapland�. Standart ekleeli nuuneleri

içeren çözeltilerin analiz s�nuçlar� Çizelge 3.7’de gösterildi.

Standart ekleeli çözeltilerden bulunan topla GUA ve EFE iktarlar�ndan

for�lasyon ilavesi ç�kar�larak eklenen GUA ve EFE iktarlar� hesapland�. Buna göre

ilave edilen standart iktalar için GUA ve EFE için bulunan ortalaa % geri kazan�

ve ba��l standart sapa de�erleri hesaplanarak sunuldu (Çizelge 3.7). Bu standart

ekleeli deneylerde �ç farkl� konsantrasyon seviyesi için �ç tekrar yap�larak ortalaa

sonuçlara ulaş�ld�.
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Çizelge 3.7. Standart eklee teknigi kullan�larak elde edilen % geri kazan�
Sonuçlar�

Konulan
(µg/µL)

Bulunan
(µg/µL)

Geri kazan�
(%) BSS (%)

EFE GUA EFE GUA EFE GUA EFE GUA

Forulasyon 20 20 20.8 20.2 103.8 101.0 0.41 0.21

Forulasyon 40 40 43.0 41.9 107.4 104.8 1.73 1.56

Forulasyon 60 60 61.0 61.0 101.7 101.7 0.37 1.32

BSS= % Ba��l Standart Sapa
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3.2. UPLC Analizinde Sistem Uygunluk Parametreleri

Analiz işlelerinde kroatografik sisteino dedeksiyon duyarl�l���o ay�ra

faktör�o seçiciliko teorik tabaka say�s�o kuyruklana faktör� gibi paraetrelerin say�sal

de�erlerine dayal� olarak do�rulanas� kroatografik analizin gereklerindendir. Bu

doktora tez çal�şas�nda seçiciliko rezol�syono pik asietrio kuyruklana faktör� ve

teorik tabaka say�s� paraetrelerinin GUA ve EFE bileşiklerini içeren bir nuunenin

UPLC kroatogra�nda hesaplanan de�erleri Çizelge 3.8’de listelendi. GUA ve EFE

kar�ş��n�n UPLC yönteiyle analizinde bu de�erlerin istenen liitler içerisinde oldu�u

gözlendi.
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Çizelge 3.8. Siste uygunluk paraetreleri
Kapasite
faktör�

Seçicilik Resol�syon Kuyruklana Sietri
faktör�

Teorik
tabaka
say�s�

EF 20.78 - - 1.41 1.41 1190
GUA 35.88 1.73 5.66 1.27 1.27 2728
Referans
de�er

>2 >1 >2 <2 <2 >2000
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3.3. UPLC Yönteminin Farmasötik Preparatlara Uygulaması

Optiize edilen UPLC yönteinin ticari oftalik preparatlara uygulanas�ndao 1

L BROKSİN 50 L’lik balonjojeye aktar�ld�ktan sonra haci etanolle taaland�.

Balonjojede haz�rlanan stok kar�ş� anyetik kar�şt�r�c� ile 35 dakika kar�şt�r�ld� ve

ebran filtre (Sartorius Minisart ф= 0o20 µ)’den s�z�ld�. Bu stok çözeltiden 4.5 L

al�n�p 10 L’lik balon jojeye aktar�ld�ktan sonra haci etanolle taaland�.

Haz�rlanan çözeltileri “vial” lere konuldu ve optial kroatografik şartlardaki

kroatogralar� elde edildi. GUA ve EFE kroatogralar�ndan hesaplanarak elde

edilen kalibrasyon grafikleri ile göz dalas� nuunesinin içerisindeki GUA ve EFE

iktarlar� hesapland�. Elde edilen kroatogra Şekil 3.4� de sunuluştur.

Şekil 3.4. GUA (a) ve EFE (b) bileşikleri için ticari şurup preparat�n nuulerine
optial kroatografik şart�n uygulanas� ile elde edilen kroatogralar .

Yukar�da aç�klanan kroatografik analiz işlei BROKSİN ®ticari şurup
preparat�na uygulan�şt�r. BROKSİN®ticari şurup sonuçlar� Çizelge 3.9� da sunuldu.
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Çizelge 3.9. RP-UPLC yönteiyle şurup nuunelerinin analiz sonuçlar� (100 g GUA
+ 6.66 g EF/5l )

No. g/L

No. EFE GUA

1 6.1 91.3

2 6.0 94.6

3 5.8 92.5

4 6.0 93.5

5 5.8 94.4

6 6.0 93.6

7 6.1 93.0

8 5.7 92.1

9 5.9 94.1

10 5.8 88.5

Mean 5.93 92.76

SS 0.14 1.81

BSS 2.39 1.96

x = Aritetik Ortalaa

SS = Standart Sapa

BSS= % Ba��l Standart Sapa
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3.4. Guafenesin - Psödoefedrin Karışımının UPLC Yöntem ile Kantitatif Analizi

Guafenesin – Psödoefedrin kobinasyonunu içeren ticari şurup for�lasyonun
kantitatif analizi için yeni bir UPLC yöntei geliştirildi. Deneysel kroatografik
şartlar�n saptanas�nda ta faktöriyel �ç seviyeli bir tasar� odeli kullanarak
gerçekleştirildi.

3.5. UPLC Yönteminin geliştirmesinde kemometrik Optimizasyonu

Bir ticari şurup forulasyonundaki GUA ve PS bileşiklerinin UPLC yönte ile

analiz edilebilesi için deneysel tasar� ve optiizasyon tekni�i ile bileşiklerin

kroatografik ayr�� �zerine etki eden faktörlerin optial deşerleri ateatiksel odel

ile hesapland�.

Keoetrik optiizasyon işleinde önce bileşiklerin ay�r�� �zerine etki

edebilecek farkl� kolon s�cakl���o de�işik ak�ş h�zlar�o hareketli faz içerisindeki organik

ve inorganik solvent sistelerinin de�işik % bileşileri test edildi. Çal�şalar��zdao

hareketli faz ak�ş h�z� ( X1) o hareketli faz içerisindeki 0.1 M H3PO4 y�zdesi (%)( X2) ve

kolon s�cakl��� ( X3) faktörleri kroatografik ayr� �zerine etki eden faktörler olarak

seçildi. Bu faktörler �zerinde yap�lan ön çal�şalardan faktörlerin seviyeleri belirlendi

ve sonuçlar� çizelge 3.10 ��de sunuldu.
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Çizelge 3.10. Araşt�r�lan faktörlerin deneysel aral�klar�

Flow rate
0.10 M

H3PO4 (%) Tep

D�zey x1 x2 x3

-1 0.18 30 32

0 0.28 50 45

1 0.38 70 58

D�ş�k (-1)o Orta (0) and Y�ksek (+1)
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Deneysel tasar� ve optiizasyon çal�şalar�nda �ç farkl� seviye; d�ş�k (-1) o

orta (0) ve y�ksek (+) olarak saptand�. Ak�ş h�z� (X1) ; 0.16 (-) o 0.26 (0) ve 0.36 (+)

L/dak olarako 0.15 M H3PO4 (X2) ; 30 (-)o 50 (0) ve 70 (+) olarak ve kolon s�cakl���

(X3) ; 30 (-)o 60 (0) ve 60 (+)�C olarak belirlendi.

Optiizasyon çal�şalar�n�ndaki seçilen faktörler ve seviyelerine göreo 33 ta

faktöriyel tasar� odeli için haz�rlanan tasar�atrisi çizelge 3.11 �de sunulaktad�r.

Bu çizelge 3.10 �deki tasar� atrisinden de gör�ld��� gibi 27 de�işik koşulda

enjeksiyonla kroatogralar� çizdirildi ve bilgisayar haf�zas�na kaydedildi. Bu 27

de�işik koşulda çizdirilen tasar� atrisinin kroatogralar� şekil 1.28 de sunuldu.

Tasar� atrisinin kroatogralar�o şekil 3.5 den de gör�ld��� gibi 0.0 - 5.0

dakika aras�nda de�işen kroatogralard�r. Bu kroatogralar haf�zadan ça�r�larako

cevap fonksiyono böl��nde aç�klanan teorik esaslara göre ICRF de�erler hesapland� ve

ölç�len koşulara göre çizelge 3.11� de yerine yaz�ld�. Kroatografik faktörlero (ak�ş h�z�

(X1)o 0.1 M H3PO4 %(X2) ve kolon s�cakl��� (X3)�C) ile faktör etkileşileri ve ICRF

aras�nda regresyon analizi yap�larak ikinci dereceden polinoinal kuadradik odel

hesapland�. Bu odelde de faktörler X1o X2 ve X3 ba��s�z de�işkenler ve ICRF ba��l�

de�işken olarak odel de yerald�. Tasar� atrisi ve ICRF için bulunan odel aşa��da

sunuldu.

Y = 0.9278 + 0.05 x1 - 1.1849 x2 + 0.4148 x3 - 0.0693 x12 +1.2394 x22 + 0.1484 x32 – 0.1072 x1x2 - 0.0490

x1x3 – 0.6402 x2x3
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Bu denklede X1oX2 ve X3 faktörleri s�ras�ylao ak�ş h�z� ( L/ dak)o 0.1 M H3PO4

(%) ve s�cakl�k (�C) olupo faktörlerin karesio X1X2o X1X3 ve X2X3 ise faktör

etkileşilerine karş�l�k gelektedir.

GUA-EFE kobinasyonu içeren ticari şurup forulasyonunun analizi için

geliştirilen UPLC yöntei için regresyon analizi ile hesaplananeşitlik 27 deki ikinci

dereceden polinoiyal kuadratik odel paraetrelerinin ( katsay�lar�n�n) anlal� olup

olad��� hususunu görebilek için istatistiksel testler yap�ld�. İstatistiksel analiz

sonuçlar� çizelge 3.12 �de sunuldu. Test sonuçlar�ndan odel katsay�lar�n�n tablo

de�erinden daha b�y�k t- de�erleri ve p- hesaplanan< p = 0.05 oldu�u için anlal�

oldu�u gözlendi.

Faktör etkileşilerini görek için �ç boyutlu y�zey – cevap grafikleri ile eş

y�kseltli e�rileri çizdirildi. Şekil 3.6 a-c den y�zey- cevap grafikleri ve eş y�kselti

e�rileri görebilir. Şekil 3.6 a da kroatografik cevaba karş� ak�ş h�z� 0.1 M H3PO4 için

y�zey- cevap ve eş y�kselti e�rileride ; d�ş�k ak�ş h�z� ve 0.1 M H3PO4 � �n y�ksek %

aral���nda y�ksek kroatografik cevap elde edildi. Şekil 3.6 b de ise y�ksek

kroatografik cevaplar k�sen y�ksek ak�ş h�z�nda ve y�ksek s�cakl�klarda elde edildi�i

gör�lektedir. Şekil 3.6 c deki �ç boyutlu cevap- y�zey grafikleri ile eş y�kselti e�rilerio

d�ş�k s�cakl�k ve d�ş�k % 0.1M H3PO4 de�erlerinde y�ksek kroatografik cevap

de�erleri gözleniştir. Optiizasyon işleleriizde kroatografik cevap ile ifade

edilen ICRF de�erleridir.
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Şekil a-c deki y�zey grafikleri ve eş y�kselti e�rilerio kroatografik cevap

�zerine kuvvetli faktör etkileşilerinin oldu�unu gösterektedir.

Keoetrik optiizasyon ile ticari şurup for�lasyonundan GUA ve PS

bileşiklerinin UPLC yönteiyle kantitatif analizleri için kolon s�cakl���n�n 60� Co ak�ş

h�z�n�n 0.38 L/ dak ve hareketli faz bileşiindeki 0.1 M H3PO4 oran� % 56.3 saptand�.
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Çizelge 3.11. Üç faktörl� �ç-seviyeli ta faktöryel tasar� ve ICRF ile
tahin de�erleri

Ak�ş h�z�
(L/in)

0.10 M H3PO4
(%)

S�cakl�k
(oC)

No. X1 X2 X3

1 -1 -1 -1
2 0 -1 -1
3 1 -1 -1
4 -1 0 -1
5 0 0 -1

6 1 0 -1
7 -1 1 -1
8 0 1 -1

9 1 1 -1

10 -1 -1 0

11 0 -1 0
12 1 -1 0
13 -1 0 0
14 0 0 0
15 1 0 0
16 -1 1 0
17 0 1 0
18 1 1 0
19 -1 -1 1
20 0 -1 1
21 1 -1 1
22 -1 0 1
23 0 0 1
24 1 0 1
25 -1 1 1
26 0 1 1
27 1 1 1
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Şekil 3.5. 33 ta faktöryel tasar�a karş�l�k gelen 27 adet örneklerin UPLC
kroatogralar�
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Şekil 3.6. Y�zey grafikleri ve ilgili plotlaro Y�zey grafi�i hakk�nda o d�ş�k seviyede
ak�ş h�z� ve 0.1 M H3PO4 y�ksek ICRF (a) o Y�ksek seviyede ak�ş h�z� ve
s�cakl�k için y�ksek ICRF (b) d�ş�k seviyede s�cakl�k ve 0.1 M H3PO4 için
ICRF(c) .
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Çizelge 3.12. İkinci dereceden polino kuadratik odelin paraetlereleri için
istatistiksel t ve P testleri

katsay� t -de�eri P-de�eri

Kesi noktas� 1.1200 31.2 0.000

x1 -0.1322 -7.9 0.000

x2 -1.2610 -75.8 0.000

x3 0.2488 15.0 0.000

x2

1 -0.1016 -3.5 0.002

x2

2 1.2724 44.2 0.000

x2

3 -0.0651 -2.3 0.037

xx 21
. 0.1881 9.2 0.000

xx 31
. -0.1188 -5.8 0.000

xx 32
. -0.3820 -18.7 0.000
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3.6. Optimal Koşullar UPLC Yöntemi İle GUA- PS Kombinasyonunun Kalitatif

Analizi

Keoetrik optiizasyon tekni�i ile saptanan optial kroatografik şartlarda

UPLC yöntei ticari şurup for�lasyonundeki GUA ve EFE analizlerine uyguland�.

3.7. Optimal Kromatografik Koşullar

GUA-PSkar�ş��n�n UPLC yönteiyle analiz işleleri için Waters UPLC BEH

C18 (50  * 2.1 i.do 1.7 µ) kolonu seçildi. Yap�lan deneelerde 1.0 µL

enjeksiyon hacinin uygun oldu�u ve kroatogralar�n çizilesinde dedeksiyon dalga

boyu olarak 215 n belirlendi.
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Keoetrik optiizasyon etodology ile bulunan optial faktör de�erleri:

Ak�ş h�z�: 0.38 L/dak

Kolon s�cakl���: 60� C

Hareketli faz bileşiindeki 0.1 M H3PO4 iktari: % 56

3.8. Doğrusal Regresyon Denkleminin Hesaplanması

UPLC yönteinde kalibrasyon için 5.0-80.0 µg/L konsantrasyon aral���nda

GUA ve 10.0-90.0 µg/L konsantrasyon aral���nda PS kar�ş��n� içeren 25 adet çözelti

haz�rland�. Bu kalibrasyon çözeltilerinin GUA için 215.0 n’de ve PS için 215.0 n’de

PDA dedeksiyonu ile UPLC kroatogralar� kayd� yap�larak bilgisayar haf�zas�na

al�nd�. Bu UPLC kroatogralar�ndan GUA ve PS için s�ras�yla al�kona zaanlar�

1.03 dakika ve 1.90 dakika olarak rapor edildi. Kroatografik analizde GUA ve PS

bileşiklerinin kroatogralar�ndan integrasyonla bulunan do�ru denklei elde edildi.

Do�rusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuçlar Çizelge 3.13 �da sunuluştur.
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Çizelge 3.13. GUA ve PS için do�rusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuçlar

Paraetreler PS GUA

 (n)

 0.1182 0.1973

n -0.0304 0.0929

r 0.9990 0.9996

SD () 1.08E-03 1.10E-03

SD (n) 6.19E-02 4.54E-02

SD ( r ) 1.90E-03 1.16E-03

LOD 1.57 0.69
LOQ 5.23 2.30

 = Regresyon denkleinin egiio

n = Regresyon denkleinin kesi noktas�o

r = Regresyon denkleinin korelasyon katsay�s�o

SH () = Egiin standart hatas�o

SH (n) = kesi noktas�n�n standart hatas�o

SH (r) = Korelasyon katsay�s�n�n standart hatas�o

LOD (g/L) = Yakalaa s�n�r�o

LOQ (g/L) = Tayin s�n�r�o
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Kalibrasyon set çözeltilerindeki GUA ve PS analizi için UPLC yönteinin

geliştirilesinde deneysel tasar� ve optiizasyon yönteinden faydalan�larak bulunan

optial kroatografik şartlara göre çizdirilen kalibrasyon nuunelerine ait

kroatogralar Şekil 3.7� de gösterildi.

Kalibrasyon setinde GUA ve PS bileşiklerini içeren çözeltilerin

kroatogralar�n�n verileri UPLC-H-Class Epower 2 progra� vas�tas�yla Microsoft

Excell olarak transferi gerçekleştirildi. Sonra Matlab 7.0 progra�nda “-file” yaz�l��

kullan�larak GUA için 215 n’de PS için 215n’de pik alanlar� ile konsantrasyon

aras�ndaki ateatiksel ilişkiye dayal� do�rusal regesyon analizi ile do�runun e�iio

kesiio korelasyon katsay�lar� ve istatistiksel sonuçlar� hesapland� ve Çizelge 3.13� da

sunuldu.

Şekil 3.7. GUA (a) ve PS (b) bileşikleri için kalibrasyon nuunelerine (CS nuber)

optial kroatografik şart�n uygulanas� ile elde edilen kroatogralar
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3.9. UPLC Analitik Yöntem Validasyonu

Bu doktora tez çal�şas�nda keoetrik optiiizasyon tekni�i ile geliştririlen

UPLC yönteinin analitik validasyonu için etanol içerisinde GUA için 5.0-80.0

µg/L ve PS için 10.0 - 90.0 µg/L çal�şa aral���nda farkl� konsantrasyonlar içeren 11

adet kar�ş� çözeltisini içeren validasyon seti haz�rland�. UPLC yönteinin kesinlik ve

do�rulu�unu test etek için bu validasyon setindeki kullan�ld�. Geri kazan� de�erleri

GUA için % 97.8 o PS için % 99.5 olarak bulundu. Ba��l standart sapa de�erleri GUA

için % 1.42 ve PS için % 2.42 olarak bulundu. Validasyon set çözeltilerinin analizi için

optiize edilen UPLC yönteinin validasyon setine uygulanas� ile elde edilen

sonuçlar Çizelge 3.14� da verildi.

Deneysel tasar� ve optiizasyon etodolojisiyle geliştirilen UPLC

yönteinin kesinli�i ve do�rulu�unu çek etek için di�er bir validasyon işlei olarak

g�n içi ve g�nler aras� ölç�ler için GUA için �ç farkl� konsantrasyonda (20.0o 40.0 ve

60.0µg/L) ve PS için �ç farkl� konsantrasyonda (30.0o 50.0 ve 70.0 µg/L) Çizelge

3.15’de gösterildi�i biçide çözeltiler haz�rland�. G�n içi ve g�nler aras� nuunelerin

ayn� g�n 1’er saat aral�klar ile ve g�nler aras�nda birbirini izleyen 6 g�nde olak �zere

3’er tekrarl� kroatogralar� al�narak yap�lan alan okualar� kullan�larak analiz edildi.

Analiz sonuçlar� y�zde geri kazan� (%)o ba��l standart sapa (%) ve ba��l standart hata

(%) Çizelge 3.14’da sunuldu.
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Çizelge 3.14. RP-UPLC yönteinin GUA- PS ikili yapay kar�ş�lar�na uygulanas�yla
elde edilen geri kazan� sonuçlar�

Konulan
(µg/µL)

Bulunan
(µg/L)

Geri kazan�
(%)

No. PS GUA PS GUA PS GUA

M1 10 60.0 10.4 60.3 103.9 100.5

M2 30 60.0 30.2 59.5 100.7 99.1

M3 50 60.0 48.8 59.1 97.6 98.6

M4 70 60.0 68.7 58.8 98.2 97.9

M5 90 60.0 89.7 58.9 99.7 98.2

M6 18 5 4.8 6.3 102.9 96.3

M7 18 10 9.7 11.5 100.1 97.4

M8 18 20 191 23.2 97.4 95.7

M9 18 40 38.7 47.9 96.6 96.6

M10 18 80 78.2 95.0 98.2 97.8

M11 18 60 57.9 95.0 98.1 96.5

Ortalaa 99.5 97.8

SS 2.42 1.42

BSS 2.43 1.45

No = Kar�ş� Nuaras�

= Ortalaa

SS = Standart Sapa

BSS = % Bag�l Standart Sapa
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Çizelge 3.15. G�n içi ve g�nler aras� nuuneler için deney sonuçlar�

konulan
(µg/µL)

Bulunan
(µg/µL)

Gerikazan�
(%) BSS % BH %

PS GUA PS GUA PS GUA PS GUA PS GUA

G
ün

iç
i 30 20 29.84 19.81 99.48 99.04 1.69 2.99 -0.52 -0.96

50 40 48.59 39.11 97.18 97.77 0.18 1.64 -2.82 -2.23

70 60 68.36 57.92 97.65 96.53 1.43 0.87 -2.35 -3.47

G
ün

ar
as
ı 30 20 31.00 19.82 103.33 99.08 4.54 2.44 3.33 -0.92

50 40 49.20 38.95 98.39 97.39 0.73 0.96 -1.61 -2.61

70 60 66.15 57.79 94.50 96.31 1.01 1.19 -5.50 -3.69

SS = Standart Sapa

BSS = % Bag�l Standart Sapa

BH%= Ba��l hata
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Keoetrik optiizasyon ile bulunan kroatografik koşullarda GUA ve PS

bileşiklerini içeren ticari şurup preparat�n yard�c� addelerin aktif bileşiklerin analizi

�zerine etkisini de�erlendirek için standart eklee tekni�i uyguland�. Bu deneysel

işlede L’sinde 100 g GUA ve 30 g PS içeren ticari preparat için 1 L al�narak 10

L’lik balon jojeye transfer edildi ve haci etanol ile taaland�. Üç farkl�

konsantrasyon için bu çözeltilerden 2.L’lik k�s� 10 L’lik balon jojeye aktar�ld� ve

nuune içeri�inin �zerine 20.0o 40.0 ve 60 .0 µg/L GUA ve 20.0o 40.0 ve 60.0µg/L

PS olacak şekilde stok çözeltilerden ilave edilerek standart ekleeli çözeltiler haz�rland�.

Bu çözeltilerin keoetrik optiizasyon koşullar�nda GUA için 215.0 n’de ve PS için

215.0 n’de PDA dedeksiyon ile kroatogralar elde edildi. Bu kroatogralardan

okunan pik alanlar� kalibrasyon denklelerinde yerine konularak nuune içeri�indeki

GUA ve PS içerikleri hesapland�. Standart ekleeli nuuneleri içeren çözeltilerin analiz

sonuçlar� Çizelge 3.16’de gösterildi.

Standart eklee çözeltilerden bulunan topla GUA ve PS iktarlar�ndan

for�lasyon ilavesi ç�kar�larak eklenen GUA ve PS iktarlar� hesapland�. Buna göre

ilave edilen standart iktalar için GUA ve PS için bulunan ortalaa % geri kazan� ve

ba��l standart sapa de�erleri hesaplanarak sunuldu (Çizelge 3.17). Bu standart ekleeli

deneylerde �ç farkl� konsantrasyon seviyesi için �ç tekrar yap�larak ortalaa sonuçlara

ulaş�ld�.
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Çizelge 3.16. Standart eklee teknigi kullan�larak elde edilen % geri kazan� sonuçlar

Konulan
Bulunan

(µg/µL)
Geri kazan�

(%) BSS %

PS GUA PS GUA PS GUA PS GUA

Forulasyon 20 10 19.66 10.04 98.3 100.4 0.73 0.19

Forulasyon 40 20 39.10 19.95 97.8 99.7 0.61 0.87

Forulasyon 60 40 62.66 40.79 104.4 102.0 0.37 0.66

BSS = % Bag�l Standart Sapa
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3.10 UPLC Analizinde Sistem Uygunluk Parametreleri

Analiz işlelerinde kroatografik sisteino dedeksiyon duyarl�l���o ay�ra

faktör�o seçiciliko teorik tabaka say�s�o kuyruklana faktör� gibi paraetrelerin say�sal

de�erlerine dayal� olarak do�rulanas� kroatografik analizin gereklerindendir. Bu

doktora tez çal�şas�nda seçiciliko rezol�syono pik asietrio kuyruklana faktör� ve

teorik tabaka say�s� paraetrelerinin GUA ve PS bileşiklerini içeren bir nuunenin

UPLC kroatogra�nda hesaplanan de�erleri Çizelge 3.18’de listelendi. GUA ve PS

kar�ş��n�n UPLC yönteiyle analizinde bu de�erlerin istenen liitler içerisinde oldu�u

gözlendi.
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Çizelge 3.17. syste uygunluk paraetreleri

Kapasite
faktör�

Seçicilik Resol�syon Kuyruklana Sietri
faktör�

Teorik
tabaka
say�s�

PS 15.58 - - 1.28 1.28 762
GUA 28.02 1.80 4.71 1.20 1.20 1802
Referans
de�er

>2 >1 >2 <2 <2 >2000
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3.11. UPLC Yönteminin Farmasötik Preparatlara Uygulaması

Optiize edilen UPLC yönteinin ticari preparatlara uygulanas�ndao 1 L

BROKSİN 50 L’lik balonjojeye aktar�ld�ktan sonra haci etanolle taaland�.

Balonjojede haz�rlanan stok kar�ş� anyetik kar�şt�r�c� ile 35 dakika kar�şt�r�ld� ve

ebran filtre (Sartorius Minisart ф= 0o20 µ)’den s�z�ld�. Bu stok çözeltiden 3.4 L

al�n�p 10 L’lik balon jojeye aktar�ld�ktan sonra haci etanolle taaland�.

Haz�rlanan göz dalas� çözeltileri “vial” lere konuldu ve optial kroatografik

şartlardaki kroatogralar� elde edildi. GUA ve PS kroatogralar�ndan hesaplanarak

elde edilen kalibrasyon grafikleri ile nuunesinin içerisindeki GUA ve PS iktarlar�

hesapland�. Elde edilen kroatogra Şekil 3.8� de sunuluştur.



143

Şekil 3.8. GUA (a) ve PS (b) bileşikleri için ticari şurup preparat�n nuulerine
optial kroatografik şart�n uygulanas� ile elde edilen kroatogralar
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Yukar�da aç�klanan kroatografik analiz işlei SUDAFED ®ticari şurup preparat�na

uygulan�şt�r. SUDAFED ®ticari şurup sonuçlar� Çizelge 3.18 � da sunuldu.

Çizelge 3.18. RP-UPLC yönteiyle şurup nuunelerinin analiz sonuçlar� (100g
GUA + 30g PS / 5l)

g/5 L

No. PS GUA

1.0 30.98 104.22

2.0 30.39 101.42

3.0 30.49 101.27

4.0 31.50 105.23

5.0 30.30 103.34

6.0 30.60 104.18

7.0 29.92 102.48

8.0 30.71 100.89

9.0 31.24 102.81

10.0 30.91 102.81

Ortalaa 30.70 102.87

SS 0.47 1.42

BSS 1.52 1.38

x = Ortalaa

SS = Standart Sapa

BSS = % Bag�l Standart Sapa
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4. TARTIŞMA

Bu doktora tez çal�şas�nda GUA-EFE ve GUA-PS kobinasyonlar�n� içeren iki

farkl� ticari şurup forulasyondaki aktif bileşiklerin iktar tayinleri için yeni ters faz

aş�r� y�ksek bas�nçl� s�v� kroatografisi (reversed-phase ultra perforance liquid

chroatography → RP-UPLC ) yöntelerinin gelişesi aaçlan�şt�r.

Genellikle o analitik kiyada yeni yönte geliştirilesinde deneysel şartlar�n

optiizasyonu için analitik cevap �zerine etki eden faktörlerden birisi optiize edilieken

di�erleri sabit tutulur. Bu tek de�işkenli optiizasyon tekni�idir. Cevap �zerine birden

fazla faktör�n etkisi ile faktörler aras�nda etkileşenin etkisi var iseo tek de�işkenli

optiizasyon tekni�i ile do�ru optial deneysel şartlar� saptaak �k�n olayabilir

veya taaen yanl�ş şartlar�n uygulanas�na sebep olabilir.

Bu nedenleo çal�şalar��zda GUA-EFE ve GUA-PS kar�ş�lar�n�n kantitatif

analizleri için tek de�işkenli optiizasyon tekni�i yerine yeni UPLC yöntelerinin

geliştirilesinde en uygun kroatografik deneysel şartlar�n belirlenesinde keoetrik

çok faktörl� optiizasyon etodolojisi kullan�ld�. Bu çok faktörl� yada çok de�işkenli

optiizasyon tekni�i sayesinde tek de�işkenli optiizasyon tekni�i ile belirlenecek

hatal� kroatografik deneysel şartlar�n yol açaca�� isteneyen analiz sonuçlar�

duruunda onceden kal�ş oldu.
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Doktora tezi kapsa�nda GUA-EFE ve GUA-PS kobinasyonlar�n� analizleri ile

ilgili olarak yap�lan literat�r araşt�ralar�ndano iki bileşenli ticari şurup preparatlar�ndaki

aktif bileşiklerin iktar tayinlerine UPLC yöntelerinin veya keoetrik

optiizasyona dayal� UPLC yönlerinin uygulanad��� saptand�. Bu literat�r araşt�ras�

sonuçlar�ndan sonra doktora tez kobine ticari preparatlar�n analizleri için yeni optiize

ediliş RP-UPLC yöntelerinin geliştirilesi ve valide edilesio literat�re göre yeni

analitik yönte oldu.

Ayr�ca o GUA-EFE ve GUA-PS kar�ş�lar�n�n analizlerinde kullan�labilecek

haz�r yeni RP-UPLC yöntelerinin olas�o araşt�ra ve AR-GE labratuvarlar� ile ilaç

end�strisi içinde alternatif analitik yönteler olacaktir.

Çal�şalar��zda iki farkl� ticari şurup preparat�n�n analizinde kullanak �zere

iki farkl� RP-UPLC yöntei gerçekleştirdi.

GUA-EFE kobinasyonunun kantitasyonu için �ç seviyeli �ç faktörlu ta

faktöriyel tasar� kullan�ld�. Yap�lan ön çal�şalardaokolon s�cakl��� (X1)o ak�ş h�z� (X2 )

ve hareketli fazdaki % 0.1 M gibi faktörlerin cevap faktör�( iproved chroatographic

response function→ ICRF) �zerine etkili oldu�unu belirledik ve çizelge 3.3� de oldu�u

gibi aral�klar�n� saptad�k. Yönte optiizasyonunda 33 ta faktöriyel tasar�� atr�s�ne

karş�l�k gelen 3.2 �de gösterildi�i gibi 27 farkl� kroatogra �zerinden ICRF de�erleri

hesapland�.
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Model fonksiyon (2 dereceden kuadratik denkle hesapland� ve bundan

faydalan�larak optial kroatografik şartlar bulundu.GUA-EFE analizinde

kroatografik optiizasyon yaklaş�� ile optial kroatografik deneysel koşullaro

kolon s�cakl��� 36.4℃ o ak�ş h�z� 0.29 L/ dakika ve hareketli faz bileşideki 0.1 M

H3PO4 y�zdesi 56.9 olarak bulundu. Faktör etkileşileri görek için y�zey farkl�l�klar�

ve eş y�kselti e�riler cizdirildi ve çizelge 3.2� de sunuldu. Şekillerdeki y�zey grafikleri

ve eş y�kselti e�rileri faktörler aras�nda şiddetli etkileşi oldu�u gösterektedir.

RP-UPLC yöntein geliştirilesinde keoetrik optiizasyon tekni�i ile

belirlenen optiizasyon koşullar�nda GUA-EFE analizio s�ras�yla 6-36 Mg/ l ve 4.64

Mg/ l çal�şa aral���nda GUA ve EFE için gerçekleştirildi. Geliştirilen RP-UPLC

yönteio validasyon paraetleleri ve siste uygunluk paraetreleri aç�s�ndan valide

edildi. Sonuçlar Çizelge 3.2o Çizelge 3.3 ve çizelge 3.4� de sunuldu.

Geliştirilen RP-UPLC yönteinin keoetrik optiizasyonu k�sa zaan aral���nda

kroatografik alk�loa ve y�ksek el�syonla GUA ve EFE analizlerinin yap�las�

olarak verdi. Bu RP-UPLC yönte literat�re yöntelere göre daha h�zl� o daha

ekonoiko daha do�ru ve daha g�venilir oldu�uobu doktora tez çal�şas�yla ortaya

konuluştur. Bileşenlerin kroatografik analizi 215 dalga boyundaki dedeksiyonla

gerçekleştirildi.
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GUA-PS karş��n� içeren ticari şurup preparat�n�n analizinde geliştirilecek RP-

UPLC yönteinin keoetrik optiizasyonunda 33 ta faktöriyel tasar� odeli

uyguland�. Kroatografik cevap faktör� (iproved chroatografik response function→

ICRF) �zerine etkili olan faktörlerin belirlenesi çal�şas�nda öncelik kar�ş��n

analizlerinde oldu�u gibi kolon s�cakl��� (X1) o ak�ş h�z� (x2) ve haleketli faz içeri�inde

0.1 M H3PO4 n�n y�zdesinin etkili oldu�unu deneysel olarak gözlendi.

Seçilen bu faktörlerin seviyeleri ve karş�l�k gelen faktör aral�klar� çizelge 3.11

sunuldu. Bu çizelgedeki faktör seviyeleri ve aral�klar�ndan hareket ederek 3 faktörl� 3

seviyeli olan 33tasar� atrisi haz�rland�. Bu tasar� atr�s�nde 27 farkl� denysel

koşulda elde edilen şekil.3.1 �deki kroatogralar kullan�larak ICRF de�erleri

hesapland�. Faktörler ve cevaplar aras�ndaki ateatiksel ilişkiden 2 dereceden kudratik

fonksiyon elde edildi .

Bu odel fonksiyon �zerinde en k�sa alk�loa zaan aral���nda aks�u

kroatografik ay�r� sa�layan optial kroatografik deneysel şartlar tayin edildi.

Ayr�ca faktörler ve faktör etkileşilerinin ICRF (cevap)�zerine etkilerini görek için

y�zey grafikleri ve eş y�kselti e�rileri çizdirildi (Şekil 3.2). Bu y�zey grafikleri ve eş

y�kseltli e�rileri kuvvetli faktör etkileşilerinin cevap �zerine etkilerini gösterektedir.
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Dolay�s�ylao seçilen faktörlerin optiizasyon işleinde kullan�las� son derece

isabetli oldu�u gör�lektedir.optiize edilen kroatografik deneysel koşullarda GUA-

PS kobinasyonu içeren ticari şurup preparat�n�n kantitatif analizio s�ras�yla 5-80

Mg/L ve 10-90 Mg/L do�rusal çal�şa aral���nda GUA ve PS için gerçekleştirildi.

Bu doktora tezi kapsa�nda GUA-PS için geliştirilen RP-UPLC yönteino haz�rlanan

yapay kar�ş�lar�n�n analizio g�n içi ve gunler aras� nuunelerin analizleri ile standart

eklee nuunelerinin analizleri ile analitik validassyonu gerçekleştirildi. Yönte

validasyonu ile ilgili analitik sonuçlar sunuldu.

Bu doktora tez çal�şas� kapsa�nda geliştirilen RP-UPLC yöntei GUA-PS

kar�ş��n analiziobileşenlerin k�sa zaan aral���nda y�ksek ay�ra g�c� ile ayr�las�na

ikan sa�lad�. GUA-PS kobinasyonunun analizi için yeni geliştirilen RP-UPLC

y�ntei literat�r yönteleri ile karş�laşt�r�ld���n�n avantajlar�o daha h�zl�odaha

kolayodaha kesino daha do�ru ve daha g�venilir sonuçlar verdi�i doktora teziin

içeri�inden gör�lektedir.



150

5. SONUÇ VE ÖNERİLER

Bu doktora tez araşt�ras�n�n teel hedefi GUA-EFE ve GUA-PS

kobinasyonlar�n� içeren ticari şurup forulasyonlar�n�n kantitatif analizleri ve kalite

kontrolleri için keoetrik optiizasyona dayanan yeni RP-UPLC yöntelerinin

geliştiresidir. Bu hedef do�rultusunda 33 faktöriyel tasar� kullanarak GUA-EFE ve

GUA-PS kar�ş�lar�n�n analizi için iki farkl� RP-UPLC yöntei geliştirildi.

GUA-EFE kobinasyonun analizio kolon s�cakl��� 36.4℃o ak�ş h�z� 0.29 L/dakika

ve hareketli faz bileşideki 0.1M H3PO4 y�zdesi 56.9 oldu�u şartlarda 215n dalga

boyu dedeksiyonla 3 dakikal�k alk�loa s�resinde gerçekleştirildi.

GUA-EFE kar�ş��n�n içeren ticar� faröstik preparat içerisindeki aktif bileşiklerin

iktar tayinlerio kolon s�cakl��� 51.6℃ deo ak�ş h�z� 0.24 L/ dakika ve hareketl�

fazdaki 0.1 M H3PO4 y�zdesi 62 olan kroatografik koşullarda 215 n de ölç�len

kroatografik kay�t işleyle 2.5 dakikal�k alk�loa s�resinde yap�ld�.

Bu doktora tez çal�şas�n�n sonucunda GUA-EFE ve GUA-PS kar�ş�lar�n� içeren

ticari şuruplardaki aktif bileşiklerin kantitasyony için optiize ve valide edilen RP-

UPLC yönteleri kalite kontrol ve rutin analiz işleleri için AR-GE labratuvarlar�nda

ve ilaç endustrisinde yeni alternatif yönteler olarak kullan�lacakt�r.
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Literat�rlerde olayan yeni RP-UPLC yönteleri geliştirildi�i için bu çal�şa özg�nd�.

Doktora tez çal�şas� GUAoEFE ve PS bileşiklerinin daha sonraki analiz çal�şalar�na

teel kaynak oluşturacakt�r.
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ÖZET

Guaifenesin Içeren Farmasötik Şurup Preparatlarının Optimizasyon Teknikleri
Kullanarak Aşırı Yüksek Basınclı Sıvı Kromatografisi İle
Kantitatif Analizi

Efedrin (EPH) ve guaifenesin (GUA) içeren bir ticari şurup for�lasyonunun

kantitatif analizi için yeni bir ultra perforans s�v� kroatografi (UPLC) yöntei

geliştirildi. Bu yöntein geliştirilesindeo deneysel kroatografik koşullaro ak�ş h�z�o

kolon s�cakl��� ve obil faz için % 0.1 M H3PO4 o keoetrik stratejiyi kullan�larak o

optiize ediliştir. Bu faktörler için o 33 ta faktöriyel tasar� uyguland���ndao

optiu kroatografik koşullaro 0o29 L / dakika ak�ş h�z�o 36.4 � C kolon s�cakl��� ve

obil faz için 0.1 M H3PO4 %56.9 olarak elde edildi . Bu koşullar uyguland���nda o

verili pik ay�r�� 3 dakika içinde saptand�. EPH ve GUA için kalibrasyon e�rileri o 4-

64 ve 6-96 μg / L çal�şa aral���nda o 215 n'de tespit edilen pik alanlar� kullanarak

elde edildi. EPH ve GUA için 4-64 ve 6-96 μg / L çal�şa aral���ndao 215 n'de

kroatogralar� kayit ve kalibrasyon e�risi tespit edildi. Optiize ediliş UPLC

yöntein perforans� ve geçerlili�io ba��s�z ikili kar�ş�lar�o g�n içi ve g�nler aras�

örnekleri ve EPH ve GUA addeler içeren standart ilave çözeltileri analiz edilerek

tahin ediliştir. Önerilen yönte o seçilen ticari şurup preparat�n Kantitatif tespit ve

rutin analiz için uut verici bir yaklaş�d�r. Guaifenesin (GUA) ve psödoefedrin

hidrokloridin (PS) içeren bir ticari şurup preparat�n analizindeo yeni bir ultra-perforans

s�v� kroatografisi (UPLC) geliştirek için bir keoetrik optiizasyon yaklaş��

geliştirildi. Bu yöntede o en uygun çal�şa koşullar�n� bulak için �ç faktörl�o �ç

kadeelio ta faktöriyel tasar� uygulan�şt�r.
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Kroatografik faktörler (ak�ş h�z�o s�cakl�k ve obil fazdaki 0.1 M H3PO4 y�zdesi)

Kroatografik yan�t� etkileektedir. Ard�ndano analiz edilen bileşiklerin k�sa çal�şa

s�resi içinde uygun bir şekilde el�syonunu sa�layan etkili kroatografik çal�şa

koşullar�o keoetrik yönte optiizasyonu kullan�larak de�erlendirildi. Optial

deney koşullar�na göre o GUA ve PS'nin kroatografik ayr�las� o Waters UPLC BEH

C18 (50  x 2.1  yanio 1.7 u) kolonu kullan�larak gerçekleştirildi. Analiz edilen

örneklerin kroatogralar�o PDA dedektör ile215 n'de saptand�. Kalibrasyon e�rilerio

GUA için 5.0-80.0 μg / L ve PS için 10.0-90.0 μg / L konsantrasyon aral���nda

do�rusal olarak bulundu.Ticari bir şurup preparat� için GUA ve PS konsantrasyonuo

optiize ediliş ve geliştiriliş UPLC yöntei ile belirlendi.

Anahtar kelimeler : Efedrino Guafenesino Optiizasyono Psödoefedrino RP-UPLC

yönteio Şurup For�lasyon



154

SUMMARY

A New UPLC Approach For The Quantitation Of Ephedrine And Guaifenesin In a
Syrup Formulation Using Multivariate Optimization Strategy

A new ultra perforance liquid chroatography (UPLC) ethod with photodiode

array detection was developed for the quantitative analysis of a coercial syrup

forulation containing ephedrine (EPH) and guaifenesin (GUA). In the developent of

UPLC ethodo experiental chroatographic conditionso flow rateo colun teperatureo

and percentage of 0.1 M H3PO4 in obile phaseo were optiized using cheoetric

ultivariate strategy. Fro the application of a 33 full factorial designo the optial

chroatographic conditions were obtained as the flow rate of 0.29 L/ino colun

teperature of 36.4� Co and 56.9% of 0.1 M H3PO4 in the obile phase. The optial

conditions gave us a good chroatographic separation of the analyzed drugs with short

analysis run tie within 3 in. Calibration curves for EPH and GUA in the linear

working range of 4–64 and 6–96 µg/Lo respectivelyo were obtained using peak areas

detected at 215 n. Perforance and validity of the optiized UPLC ethod were

estiated by analyzing independent binary ixtureso inter-day and intra - day sapleso

and standard addition solutions containing EPH and GUA substances. It was concluded

that the proposed ethod was a proising approach for the quantitative deterination

and routine analysis of a coercial syrup forulation of the titled substances. A

cheoetric optiization approach for developing a new ultra-perforance liquid

chroatography (UPLC) was explored for the quantification of guaifenesin (GUA) and

pseudoephedrine hydrochloride (PS) in a syrup preparation.
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A three-factor three-level full factorial design was ipleent in finding optial

operational conditions of chroatographic factors (flow rateo teperature and 0.1 M

H3PO4 percentage in obile phase) effecting chroatographic response. Theno effective

chroatographic operational conditions providing adequate elution of analyzed

copounds within short runtie were assessed by using the cheoetric ethod

optiization. Under optial experiental conditionso chroatographic separation of

GUA and PS was perfored using a Waters UPLC BEH C18 (50  x 2.1  i.e.o 1.7

μ) colun. Chroatogras of analyzed saples were onitored with the PDA

detection at 215 n. Calibration curves were found to be linear in the concentration

range of 5.0-80.0 μg/L for GUA and 10.0-90.0 μg/L for PS. The concentration of

GUA and PS in a coercial syrup preparation was deterined by the optiized and

developed UPLC ethod.

Keywords: Ephedrineo Guaifenesino Optiizationo Pseudoephedrineo Quantificationo

RP-UPLC ethodo Syrup dosage for
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