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ONSOZ

Bu doktora tez calismasinda Guafenesin ve Efedrin hidrokoloriir ve Psddoefedrin
iceren farmasotik preparatlarin kantitatif analizi hi¢cbir ayirma islemi uygulanmadan sinyal
isleme ve ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri gelistirerek gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda gelistirilen numerik hesaplamaya dayanan kemometrik kalibrasyon ve grafik
islemlere dayanan kemometrik sinyal isleme yontemlerinin sonuglari, sivi kromatografisi
yontemi ile yapilmustir. Gelistirilen analitik yontemlerin Guafenesin ve Efedrin hidrokolorid
ve Psoddoefedrin bilesiklerini igeren farmasotik preparatlarin kalite kontrol ve rutin
analizlerine uygulanabilecegi, yontemlerin analitik validasyonu yaparak analiz sonuglariyla
ortaya konmustur. Bu tez kapsaminda g¢alisma, amacina ulasilmistir. Ayrica, bu doktora
tezinin sonuglar1 Guafenesin ve Efedrin hidrokolorid ve Psddoefedrin analiziyle ilgili olarak

ila¢ endiistrisinde kullanilabilecektir.

Doktora tezimdeki konu se¢imi, calismalarimin planlanmasi, yiiritiilmesi ile
sonuclandirilmasinda yakin ilgi ve destegini esirgemeyen, bilgi ve deneyimlerini aktaran

danisman hocam Prof. Dr. Erdal Ding e tesekkiir eder, sonsuz saygilarimi sunarim.

Doktora programi ders doneminde teorik bilgilerini ve deneyimlerini esirgemeyen

Anabilim Dalimiz Hocalarina sonsuz tesekkiir eder ve saygilarimi sunarim.

Hayatim boyunca ve tezim sirasinda desteklerini iizerimden eksik etmeyen Aileme;

tezim esnasindaki destekleri icin sevgili Umit Giiniken ve Ceren Ertekin e tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

Analitik kimyada kalitatif ve kantitatif analiz islemleri analitik cihazlardan elde edilen
spektrum, kromatogram, voltamogram, -elektroferogram gibi formatlardaki sinyalerin
degerlendirilmesiyle gergeklestirilmektedir. Analitik analiz yontemlerinin gelistirilmesi de
bu sinyallerin kullanimina dayanmaktadir. Dolayisiyla, analiz islemlerinde enstrumentasyon

son derece onemlidir.

Gida, g¢evre analizlerinde oldugu gibi, ilag aktif maddelerinin biyolojik sivilardan ve
ticari preparatlardan kantitatif ve kalitatif analizleri ¢in Uv-Vis spektrofotometri, infrared
spectrofotometri,voltametri (veya plorografi),kapiler elektroforez,yiiksek basingli sivi
kromatografisi (veya asir1 basingli sivi kromatografisi),gaz kromatografisi ve bu yontemlerin
kombine sekli olan yiliksek basingli sivi kromatografisi — kiitle spektrometri (Liquid
chromatography -mass spectrometry — LC-MS),gaz kromatografisi — kiitle spectrometri
(Gas chromatography - mass spectrometry — GC-MS) ve kapiler elektroforez — kiitle
spektrometri (chapillary elechtrophoresis - mass spectrometry — CE- MS) yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden, ozellikle Uv-Vis spektrofotometry ile analiz edilen
bilesiklerin spektrumlarinin girisim yapmasi veya numune matriksinin analitlerin
spektrumlan ile cakisan spektral bandlar vermesi nedeniyle analiz islemler ¢cogu zaman

basarili degildir.

Elektrokimyasal yontemler ile yiikseltgenen — indirgenen fonksiyonel grup icermeyen
ilag bilesiklerinin analizi miimkiin degildir. Dolayisiyla, ila¢ analizi i¢in elektrokimyasal
yontemler standart bir yontem degildir. Diger taraftan kapiler elektroforez yonteminde
ylksek ayirim giicline ragmen, analiz kosullarinin belirlenmesi ¢ok zor ve zaman alict
olmasiyla birlikte tekraredilebilirlik problemleri nedeniyle ila¢ analizde geleneksel

kullanilan bir yontem olamamustir.



Gilinlimiizde, yiiksek basingli sivi  kromatografisi (High performance liquid
chromatography — HPLC) veya asirt yiiksek basinglt sivi kromatografisi (Ultra-
performance liquid chromatography — UPLC) yoOntemi ila¢ analizlerinde yaygin olarak
kullanilan standart bir yontemdir. Ancak, bu HPLC veya UPLC ydnteminin uygulanmasinda
da optimal kromatografik sartlarin uzun deneysel calismalar1 gerektigi bir gercektir. Bazi
durumlarda, HPLC veya UPLC yontemiyle analiz edilen bilesiklerin kromatografik
istenildigi gibi olmayabilir veya zayif kromatografik ayirim olabilir. Bu durumda
bilesiklerin istenen kromatografik ayirimimi gerceklestirmek i¢in uzun deneysel calismalar
ve agirt reaktif tiiketimi ile insan giicii gerekmektedir. Kromatografik calismalarin ¢ogu
gostermistir ki; analizlerde, deneysel sartlarin ;hareketli faz, akis hizi, kolon sicakligi,
hareketli faz igerisindeki inorganik ve organik maddelerin yiizdelerinin ve diger
parametrelerin kemometrik optimizasyonu kisa zaman araliginda iyi bir pik ayirimi igin

gerekli olabilir.

Analitik kimyada, genel bir strateji olarak tek degiskenin optimizasyonu
kullanilmaktadir. Bu geleneksel optimizasyon yaklasiminda, drnegin kromatografik yontem
gelistirilmesinde sabit akis hizi ve sabit kolon sicakliginda mobil faz igerisindeki tampon
ylizdesinin degistirilmesi ve uygun tampon yiizdesinin belirlenmesi seklindedir. Sirasiyla,
akis hiz1 ve kolon sicakligi icinde yukardaki gibi tek degisken optimizasyon yaklagimi

uygulanabilir.

Ancak, optimize edilmeye caligilan faktorler arasinda ki bir etkilesim kromatografik
ayirimi etkiliyorsa, bu durumda tek degisken optimizasyon teknigi, deneysel kosullarin
belirlenmesinde yanlishiga karara sebep olacaktir. Tek degisken optimizasyon yaklagiminin
elimine etmek icin c¢ok faktorlii ve faktor etkilesimlerinide dikkate alan kemometrik
deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisini kullanmak son derece isabetli olacaktir. Bir
kromatografik analiz isleminde kemometrik optimizasyon teknigi ile deneysel uzay
icerisinde ki matematiksel model ve ¢oziimii sayesinde kisa zaman araliginda yiiksek veya
istenen kromatografik ayirim saglamak miimkiin olacaktir. Dolayisiyla, bu doktora tezi
caligmasinkaki s6z konusu ilaglarin kromatografik analizlerinde kemometrik optimizasyon
teknigi ile deneysel kosullarin belirlenmesine dayanan UPLC yoOnteminin gelistirilmesi

amaclanmistir.



Bu doktora tez ¢alismasinda GUA-EFE ve GUA- PS surup kombinasyonlarini i¢eren
iki farkli farmasdtik preparatin analizi tez konusu olarak secildi. Bu doktora tez ¢alismasinin
ana amaci, GUA-EFE ve GUA- PS karigimlariin kantitatif analizleri i¢in ¢ok degiskenli
optimizasyon stratejisine dayanan yeni UPLC yontemlerinin gelistirilmesidir. Bu hedefin
gerceklestirmesi i¢cin UPLC analizlerinde kisa zaman araliginda iyi bir kromatografik ayirim
icin 3 tam faktoriyel tasarimlar ve cevap faktdr olarak ise kromatografik yiizey cevap
degiskeni kullanilmistir. Bu sayede kisa zaman araligi ve iyi kromatografik ayirim

arasindaki dengeye dayanan optimal kromatografik kosullar bulundu.

Yontemlerin kemometrik optimizasyon islemlerinden sonra, UPLC ydntemlerinin
validasyonu i¢in GUA-EFE ve GUA-PS karisiminin igeren bagimsiz test ¢ozeltileri analizi,
glin i¢i ve giinler arasi analiz calismalar1 ve standart ekleme teknikleri kullanildi ve
yontemleri valide edici sonuglara ulagildi. Validasyon isleminden sonra yontemler GUA-
EFE ve GUA-PS kombinasyonlarini igeren ticari surup preparatlarin analizlerine basariyla

uygulandi.

Ozellikle GUA, EFE ve PS bilesikleri pek cok kombine farmasétik preparat igerisinde
yer almaktadir. Bu bakimdan gelistirilen UPLC yontemleri ilgili etkin maddeleri
formulasyon Oncesi ve formulasyon sonrasi analizlerinde de kullanilabilecek olmasindan

dolay1 da 6nemlidir.

Tiirkiye ilag¢ piyasasinda GUA igeren ¢ok sayida farmasdtik preparat bulunmaktadir.
Ancak, doktora tez ¢alismasinin konusu olarak GUA-EFE ve GUA-PS kombinasyonlarini
iceren surup formulasyonlarinin kantitatif analizleri i¢in kemometrik optimizasyon

metodolojisi ile yeni UPLC yontemlerinin gelistirilmesi olarak secildi.



Doktora tezi kapsaminda GUA-EFE ve GUA-PS karisimlarini ve bu karigimlari igeren
surup preparatlarinin analizleri ve kalite kontorolleri i¢in optimize ve valide edilmis iki
farkli UPLC yontemi gelistirildi. Bu yontemler son derece ekonomik ve gilivenilir
yontemlerdir. Ayrica, yeni gelistirilen UPLC yoOntemleri, ilgili ilag preparatlerinin analizleri
bakimindan AR-GE ve ilag endiistrisinde de kullanilabilecek olmasi, doktora g¢alismanin

Onemini daha da artirmaktadir.



1.1. Guafenesin

1.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

Guafenesin "in kimyasal formiilii sekil 1.1 de sunulmustur.
\ OH
(0]
OH
(0]

Sekil 1.1. Guafenesin formulu

Guafenesin "in kimyasal 6zellikleri asagida sunulmaktadir.

Molekiil Formuli | CioH1404

Mol agirligi 198.216 g/mol
CAS No 93-14-1
Agik formiili (RS)-3- (2-methoxyphenoxy) propane-1,2-diol

Erime noktasi 77-81 °C




Fiziksel Ozellikleri:

Guafenesin in fiziksel 6zellikleri ile ilgili olarak beyaz renkte bir toz oldugu, Pratik
olarak suda ¢oziilmedigi ve Metanol gibi ¢ozeltilerde ¢oziiniirliigu (Michael M. Crowley,
2003) raporlanmistir. GUA ilag¢ etkin maddesinin MeOH ve 0.05 M HCI igerisindeki

absorbsiyon spektrumu sekil 1.2 de sunulmaktadir.
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Sekil 1.2. Guafenesin bilesiginin (20 pg/mL) MeOH ve 0.05 M HCI karisimi (50:50,V/V)
igerisindeki UV spektrumu.



1.1.2. Farmakolojik ozellikler

Guaifenesin, ilag olarak ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve balgam soktiiriicii
ilag olarak recetelendirilmektedir. Ancak, etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir
ve mevcut bilgi smirlidir. Ekspektoranlar, solunum yolu salgilanmasini arttirarak, oksiiriik
hafifletmek i¢in kullanilir. Dolayisiyla, solunum viskozitesinin azaltilmasi ile oksiiriikk daha
etkin hale getirilir. Soktiirticii Oksiiriik ilaglar1 alaninda, klinik veriler nadirdir. Ayrica,
okstiriik ve mukus tiretimi veya atimi i¢in objektif tahmini saglayan karmasiklik nedeniyle
arastirma zordur. Solunum mukus iiretimi saglikli kisilerde nispeten diisiik oldugundan, bu

alandaki arastirmalar i¢in baska bir engel, mukus numune toplama zorlugudur.

Guaifenesin, yaygin olarak kullanilan agiz balgam soktiiriicli ilag, 1952 yilinda,
Amerikan gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan onaylanmustir. Ilaclarda etken madde olarak
kullanilan guafenesin, soguk alginliginda ve hafif solunum yolu enfeksiyonlarinda 6ksiirtik
tedavisi i¢in kullanilir. Ancak, guaifenesin klinikal kullanimlari iyi belgelenmis degildir ve
klinik ¢aligmalarin sonuglar1 tartigmalidir. Robinson ve ark. guaifenesin, iist solunum yolu
enfeksiyonu nedeniyle Oksiiriik sikligi ve siddeti iyilestirilmesi i¢in plaseboya iistiin

oldugunu bildirdiler.

Bunun aksine, Kuhn ve ark. tarafindan yapilan arastirmalara goére, bu durumda,
guafenesin tedavisinden herhangi bir yarar bulunmamaktadir. Thomson et al. kronik bronsit

hastalarda, oksiiriik iizerinde, ilacin higbir etkisi olmadigini bildirdi.



Ancak, Parvez ve arkadaslari tarafindan daha yeni bir ¢alismada, Kronik obstriiktif
akciger hastalig1 olan hastalarda, guaifenesin-plasebo karsilagtiritlmasinda, oksiiriik ortalama
yogunlugu daha biiylik bir azalma ile sonuclanmasi gosterilmistir. Benzer konuda raporlar,
diger balgam soktiiriici maddeler i¢in bulunabilir (yani bromheksin, asetilsistein).
Ekspektoranlar aksiyon mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. En azindan bir kisim
icin, ekspektoranlar aksiyonu, mide mukozasmin uyarilmasi ile baslatilan bir vagus
reflaksdan yararlanarak aracilik eder. Bu mekanizma, 19. ylizyilda 6nerilmistir ve balgam
sOktiiriicli olarak kullanilan ipecacuaula, yiiksek dozlarda verildiginde kusmaya neden
olmas1 gozlemelere dayalidir. Bu hipotezi dogrulamak ic¢in farkli hayvan modellerinde
yapilan deneylerde bazi ampirik veriler vardir. Perry ve Boyd c¢aligmalarinda, ipecacuanha,
yiiksek dozlarda midede solunum ¢ikis yol sivist artirilmasina neden olmasi gdsterilmistir.
Intravendz yolu uygulamasi ile karsilastiginda, mide tiipii yoluyla, solunum yolu ¢ikis

stvisinin daha hizli bir etkisini tireterek, amonyum kloriir tavsanlarda uygulanmstir.



1.2. Efedrin Hidrokloriir

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Efedrin Hidrokloriiriin kimyasak formiilii sekil 1.3 de sunulmaktadir.

OH

Sekil 1.3. Efedrin Hidrokloriir formiilii

FEF nin kimyasal 6zellikleri asagida sunulmaktadir.

Molekil Formiill | CioHisNO

Molekiil agirhigi | 165.23

Agik formiili rel-(R,S)-2-(methylamino)-1-phenylpropan-1-ol

Erime noktasi 86°C

CAS No 299-42-3

PKa 10.3 (25 °C)




Fiziksel Ozellikleri:

FEF Kiristal halinde pargacik yapisindadir. Metanol ve kloroform ve eter gibi ¢ozeltiler
icinde ¢oziiliir. Kokusuz bir etken maddedir. 218 ° C° sicaklikta, suda, alkol i¢inde, eter ya
da kloroform da ¢dziiniir. Efedrin hidrokloriirin MeOH ve 0.05 M HCI igerisindeki UV

absorpsiyon spektrum sekil 1.4 de sunulmaktadir.
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Sekil 1.4. MeOH ve 0.05 M HCI karisimi1 (50:50 V/V) igerisinde 20pg/mL efedrin
hidrokloriiriin UV spektrumu.
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1.2.2. EFE Farmakolojik Ozellikler

EFE spinal anestezi sirasinda diisiik kan basincit 6nlemek i¢in kullanilan bir ilagtir.
Ayrica, astim ve narkolepsi i¢in kullanilmaktadir. Fakat, tercih edilen tedavi degildir. Bu
agizdan, damar veya kas i¢ine enjeksiyonla alinabilir. Basglangicta, intraven6z kullanimi ile
hizlidir. Ama bir kas i¢ine enjeksiyon 20 dakika siirebilir, agiz yoluyla etkisini gdstermek
icin 1 saat siirebilir. Enjeksiyon yoluyla verildiginde, yaklasik bir saat siirer ve agiz yoluyla
alindiginda, dort saate kadar siirebilir. Yaygin goriilen yan etkiler, uyku sorunlari, anksiyete,
bas agrisi, haliisinasyonlar, yiiksek kan basinci, kalp hizi, istah kaybi1 ve idrar yetersizligi
sayilabilir. Ciddi yan etkileri felg, kalp krizi ve mide bulantisidir. Emzirme sirasinda
kullanilmas1 6nerilmez. Efedrin a ve B adrenerjik reseptorler lizerinde agarak ¢alisir. Efedrin
ilk 1885 yilinda izole edilmistir. Efedrin genel bir ilag olarak kullanilabilir. Gelismekte olan
diinyada toptan maliyeti yaklagik 0.69 doz basma 1,35 USD etmektir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, ¢ok pahali degildir. Normal olarak Ephedra Cesidi bitkilerde bulunabilir.
Efedrin iceren diyet takviyeleri Amerika Birlesik Devletleri'nde yasadisidir. Geleneksel Cin
tibbinda kullanilmasi bir istisnadir. Efedrin, mide bulantisini azaltir. Kafein ve teofilin gibi
metilksantinler, kilo kaybi bakimindan, efedrin ile sinerjistik bir etkisi vardir. Bu bagka

iirlinlerin yaratilmasina ve pazarlamasina yol agmistir (Astrup ve ark, 1995).

EFE: Norepinefrinin doku depolarint serbest birakir ve bdylece bir alfa ve beta-
adrenerjik stimiilasyon tiretir; Epinefrinden daha uzun etkili ve daha az giicliidiir(Astrup ve

ark, 1995).

GUA:Gastrik mukozay1 tahris ederek ve solunum yolu sekresyonlarini uyararak balgam
sOktiiriicli olarak hareket eder, boylece solunum sivist hacimlerini arttirir ve mukus

viskozitesini diisiiriir(Sams RA ve ark,1984).
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EFE ve GUA kombinasyonu igin etiketli endikasyonlar astim hastaliginda
gosterilmektedir. Astim igin (hiriltili solunum, gogiis sikismasi, nefes darligi) hafif derecede
semptomlarin gecici olarak hafifletilmesi ve balgamin (mukus) gevsetilmesi, kalin bronsiyal
salgilar, brongiyal tiiplerin bosaltilmas1 ve Oksiiriiklerin daha verimli hale getirilmesini

saglar (Gamal M ve ark , 1997).

EFE ve GUA Kombinasyonu I¢in Ilag Etkilesimleri:
Alkalinize Ajanlar: Alfa / Beta-Agonistlerin serum konsantrasyonunu artirabilir.

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

sekilde Alfa / B-Agonistler Alphal-Blocker vazodilatasyonunu antagonize edebilir.

Atropin (Sistemik): Efedrinin (Sistemik) terapdtik etkisini artirabilir.

EFE/ GUA kullanim nedeni:

Soguk alginlifi, grip veya saman nezlidi nedeniyle Oksiiriik, bogaz ve hava yolu
tahriglerini rahatlatir. Efedrin / guaifenaz, dekonjestan ve ekspektoran kombinasyonudur.
Kan damarlarini daraltarak, burun kanallarindaki sismeyi azaltarak ve hava yolunda mukusu
inceltip gevseterek calisir. Bu, daha kolay nefes almanizi saglar ve okstiriikleri daha verimli

hale getirir (Shuhua Deng ve ark, 2016).
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EFE / GUA kullanilmadigi nedenler:

Efedrin / Guaifenesin igerisindeki herhangi bir maddeye alerji oldugunda, Siddetli
yiiksek tansiyon, hizli kalp atislar veya diger ciddi kalp problemlerinde(6rnegin, kalp damar
hastalig1), Son 14 giin i¢inde furazolidon veya bir monoamin oksidaz (MAO) inhibitorii
(6rnegin fenelzin) kullanildiginda, bu kombinasyon kullanimi tavsiye edilmemektedir

(Brandon C ve ark, 20006).
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1.3. Psodoefedrin Hidrokloriir

1.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Psddoefedrin Hidrokloriiriin formiilii sekil 1.5 de sunulmustur.

OH

CH3

\\CHS

Sekil 1.5. Psodoefedrin Hidrokloriir Formiilii

Molekiil Ci0H1sNO

Formiili

Molekiil 165.23

agirlig

Agik formiilii | (S, S)-2-methylamino-1-phenylpropan-1-ol
Erime noktast | 86°C

CAS No 90-82-4

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

Psodoefedrin, beyaz renkli kristalize bir tozdur. Alkol, eter veya suda ¢dziliir.
Psédoefedrinin MeOH ve 0.05 M HCI igerisindeki UV absorpsiyon spectrum sekil 1.6 da

sunulmaktadir.
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Sekil 1.6. MeOH ve 0.05 M HCI karigim1 (50:50 V/V) igerisinde 20pug/mL Psédoefedrinin
UV spektrumu.
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1.3.2. Farmakolojik Ozellikler

Psodoefedrin bir uyaricidir, ama burun mukozalarin kiigiiltmesi i¢in belirlendigine
gore, bir dekonjestan olarak kullanilir. Genellikle soguk alginlig1 veya alerji ile iliskili doku
hiperemi, 6dem ve burun tikaniklig1 azaltir. Diger positive etkiler, siniis salgilarin drenaj
artirmasi ve tikali dstaki borusu acilmasini icermektedir. Bu etkin madde vazokonstriksiyon
aksiyon ve yiiksek tansiyona neden olabilir, bu nedenle bir yan etki olarak taninmaktadir. Bir
aragtirmaya gore, psodoefedrin Oksiiriik ilact (Oksiiriigiin baskilanmasi) olarak etkinligini
gosterebilir.Psddoefedrin tedavisi ile iliskili yaygin advers ilag reaksiyonlar1 (ADR), merkezi
sinir sistemi stimiilasyonu, uykusuzluk, sinirlilik, heyecanlanma, bas dénmesi ve anksiyete
sayilabilir. Nadiren, psddoefedrin tedavi midriyazis, haliisinasyonlar, aritmi, hipertansiyon,
ndbetler ve iskemik kolit ile iligkili olabilir; psddoefedrin, narkotik dahil diger ilaclar ile
kombine olarak, paranoyak psikoz vakalariin tedavisinde de bir rol oynayabilir. Ayrica,
psodoefedrin, diger simpatomimetik maddeler arasinda, felg olusumu ile iligkili oldugu

rapor edilmistir (Endou ve ark,2003).

Psddoefedrin, diabetes mellitus, kardiyovaskiiler hastalik, siddetli veya kontrolsiiz
hipertansiyon, ciddi koroner arter hastaligi, prostat hipertrofisi, hipertiroidizm, kapali agili
glokom hastalarinda veya hamile kadinlar tarafindan kontrendikedir. Eslik eden veya yeni
(6nceki ondort glin) monoamin oksidaz inhibitér kullanimi, hipertansif krizler'de dahil
olmak iizere, hipertansif reaksiyonlara neden olabilir. Metildopa, mekamilamin, reserpin ve
veratrum alkaloidler antihipertansif etkileri, sempatomimetikler ile azaltilabilir. Beta-
adrenerjik antagonistleri, sempatomimetikler ile etkilesmeye girebilir (B. ABaldwina ve ark,

1998)
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Psodoefedrin, direkt ve indirekt sempatomimetik aktiviteye sahiptir ve etkili bir st
solunum yollar1 dekonjestanidir. Psodoefedrin, sistolik kan basmcinin yiikseltilmesinde ve
tagikardi yaratilmasinda efedrinden Onemli oranda daha az etkilidir ve merkezi sinir
sisteminin uyarilmasinda da etkisi daha disiiktiir. Guaifenesin, ekspektoran bir etkiye
sahiptir. Bu etkinin bronsiyal salginin hacmini ve su muhtevasini arttirarak salya
vistozitesini azaltmak ve bdylece salyanin ekspektorasyonunu saglamak oldugu

diisiiniilmektedir ( Keri Wellington ve ark,2001).

Psodoefedrin  karacigerde N-demetilasyon yoluyla aktif bir metabolit olan
norpsddoefedrine kismen metabolize olmaktadir. Psédoefedrin ve metaboliti idrar ile atilir,
dozun %55 ile 75'i herhangi bir degisiklige ugramadan atilir. Idrar asitlendiginde
psodoefedrinin idrar ile disar1 atilma hizi artar. Bunun tersine idrar pH'1 arttik¢a idrar ile
disar1 atilma hiz1 azalir. Guaifenesin hem oksidasyon, hem de demetilasyona ugrar. Saglikli
yetiskin goniilliillerde, 60mg psddoefedrinin verilmesi yaklasik 2 saat sonra (Tmax) yaklasik
180 ng/ml'lik bir pik plazma konsantrasyonu (Cmax) yaratmistir. Plazma yarilanma omrii
yaklagik 5.5 saattir (idrar pH'I 5.0 ile 7.0 arasinda kalir). Psddoefedrinin plazma yarilanma
omrii idrarin asitlesmesiyle onemli dlciide azalir ve alkalinizasyon ile artar. Saglikli yetiskin
goniillillerde 600mg guaifenesin verildikten sonra Cmax yaklasik 1.4 pg/ml, Tmax ise ilacin
verilmesinden itibaren 15 dakikadir. Guaifenesinin plazma yarilanma omrii yaklasik 1 saattir

ve 8 saat sonra kanda goriilmez ( Stanley, N ve ark, 1996).
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Psodoefedrin, 4 saat siiren dekonjestan etkisine 30 dakika i¢inde ulasir. Guaifenesin
ekspektoran etkisini 24 saat igerisinde gosterir. Psodoefedrin ve guaifenesin uzun siireden
beri istenmeyen etkiler goriilmeden yaygin bir sekilde kullanilmaktaysa da, bunlarin gebelik
sirasinda kullanimlart ile ilgili spesifik veriler bulunmamaktadir. Bundan dolayi, gebe
kadmin bu ilagtan saglayacagi yarar ile ilacin gelismekte olan fetusa olabilecek tehlikeli
etkileri dengelemek sartiyla kullanimina karar verilmelidir. Psddoefedrin anne siitiine az
miktarda geger, fakat bunun emzirilen bebeklerdeki etki derecesi bilinmemektedir. Agiz
yoluyla tek doz psddoefedrin verilen annenin siitliiyle 24 saat i¢cinde bunun %0.5 - 0.7'siflifl
atilacagi tahmin edilmektedir. Guaifenesin, bebek iizerinde hicbir etkisi olmadigi tahmin

edilen kiiciik miktarlarda anne siitiinde atilmaktadir.
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1.4. Guafenesin ve Efedrin ve Psodoefedrin Analizlerinde Kullanilan Analitik

Yontemler Icin Literatiir Arastirmasi

1.4.1. Guafenesin i¢in Uygulanan Yontemler

1.4.1.1. HPLC Yontem

Ding ve ark.,2005 bir oksiiriik surupta, Guafenesin ve Dekstrometorfan'in es zamanl
tayini i¢in yeni HPLC yontemi gelistirilmistir ve bu yontemi, florimetrik dedektor ile birlikte
uygulamiglardir. Diger maddeler arasinda, aktif bilesenlerin ayrilmasi ve degerlendirilmesi
icin gelistirilen yontem, basit, dogru ve hizli numune hazirlama adimlar1 igerir. Dalgaboyu
bolgesinde floresan karaktere sahip olan Amilorid (AM), i¢ standart olarak kullanilmustir.
Iki ilag i¢in iyi bir kromatografik ayirim, bir Waters Symmetry C18 kolonunda ® 5 um 4.6 x
250 mm ve mobil faz olarak Fosfat tampon maddesi ve Metil alkol ve Asetonitril de
yapilmistir. Eliisyon, floresan dedektdér ile 277 ve 588 nm uyarma ve emisyon dalga
boylarinda izlenmistir. Tarif edilen kosullar altinda, elde edilen kalibrasyon grafikleri,
Dekstrometorfan ve Guaifenesin icin, 0.05-0.2 ve 1.2-2.4 mg/ ML konsantrasyon araligi
tizerinde dogrusaldir ve regresyon katsayilar1 0.999 dan fazla idi. Validasyon ¢aligmasi, yeni
analitik yontemin secicilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve hassasiyet de dahil olmak
tizere temel kriterlere uygun oldugunu kanitlamak amaciyla, ICH kurallarimi yerine getirmek

icin tespit edilmistir ( Ding ve ark., 2005)
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Hatami ve ark. , 2011 yapilan bir ¢alismada, bir basit, hizli ve etkili bir yontem,
dagitict sivi-stvi mikroekstraksiyon (DLLME), yiiksek performansli sivi kromatografisi-
floresan dedektorii ile birlikte, insan idrar 6rneklerinde, guafenesin surup formiilasyonunun
bir oral doz uygulamasindan sonra, guafenesin enantiomerlerinin belirlenmesi i¢in
gelistirmislerdir. Idrar numuneleri, 0.0 - 2.0 , 2.0 - 4.0 ve 4.0 - 6.0 saat zaman araliklarinda
toplanmustir ve derisim ve iki enantiyomerin orani tespit edilmistir. Idrarda, R-(—) S-(+)
enantiyomer konsantrasyon orani, 0.66, 2 saat ve 6 saat 2.23, R/S enantiomerde zamanla bir
artis goOstermigstir. Mikroekstraksiyonu bir islem i¢in, ekstraksiyon Solvent karisimi
(Diklorometan, 100 uL) ve dagitic bir ¢oziicii (THF, 1 ml), bulanik bir ¢ozelti olugmast igin,
5.0 mL seyreltilmis idrar 6rnegi i¢ine hizla enjekte edildi ve CH2CI; halinde enantiyomerler
elde edilmis. HPLC enantioselektif kosullarin optimizasyon sonrasi, ekstraksiyon hacmi ve
tirii ve dagitic1 ¢oziiciiler, ekstraksiyon siiresi, sicaklik, pH ve tuz etkisi gibi en 6nemli
parametreler, dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon islemi i¢in optimize edilmistir. Optimum
ekstraksiyon kosullart altinda, hedef analitler i¢in 10- 2000 ng / ml konsantrasyon
araliginda, yontem de, kalibrasyon egrisi dogrusaldir. Her iki enantiomer i¢in LOD 3.00 ng

/ ml oldugu tespit edilmistir (Hatami ve ark. , 2011).

Din¢ ve ark. , 2015 ticari bir oksiiriikk surupta, potasyum guaiacolsulfonate (PGS),
guaifenesin (GUA), difenhidramin HCl (DIP) ve carbepentane sitrat (SYR), ayni anda
degerlendirilmek igin yeni ultra-performanshi sivi kromatografik (UPLC) yontemi
gelistirmislerdir. PGS, GUA, DIP ve ARAC, dort bilesikler i¢in kromatografik ayirma,
Asetonitril ve 0.1 M HCI olusan bir hareketli faz (50: 50, hac / hac) kullanarak, bir BEH
fenil siitun ilizerinde (100 x 2.1 mm, 1.7 mikron i.d.) gerceklestirdi. Bununla birlikte,
kromatografik analizi i¢in optimize kosullari, 0.38 ml / dak akis hizi, 30° C kolon sicakligi,
220 nm fotodiyot dedektor ile 1.2 uL enjeksiyon hacmi bulundular. Kalibrasyon egrileri, 10—
98 pg/mL konsantrasyon araliginda PGS i¢in, 5-80 pg/mL aralikta GUA igin, 5-25 pg/mL
araliginda DIP ve CAR igin, pik alani iizerinde analit konsantrasyon regresyonu ile
hesaplanmistir. Yontem validasyon sonrasi, 6nerilen UPLC yaklasim, PGS, GUA, DIP ve ek
bilesikleri igeren ticari surup formiilasyonu analizi i¢in basarili bir sekilde uygulandi ( Ding

ve ark. , 2015) .
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Grosa ve ark. ,2006 guaifenesin (GUA), metil p-hidroksibenzoat (MHB) ve propil
p-hidroksibenzoat (PHB) {iglii bir karisim igeren ticari bir Oksilirik surubu dozaj
formulasyonlar1 i¢in yiliksek performansli sivi kromatografi islemi gosteren bir stabilite
gelistirmislerdir. Kromatografik kosullar1 gosteren stabil bir yontem, GUA, MHB, PHB
ayrilmasini saglamak igin secilmistir. Kantitatif ve izokratik ayrilma, 17 dakika i¢inde, bir
eter-bagli fenil duragan faz ile 150 mm kolonu iizerinde elde edilmistir. Analitlerin
saptanmast 254 ve 276 nm' de yapilmistir. Mobile faz Fosfat tampon : A (pH 3.0, 10 mM)
ve Asetonitril ‘den :B 25/75 (v/v) olusmustur. 95-285 ve 4-12 araliklarda, GUA-MHB-
PHB karigimi i¢in yontem iyi dogrusallik gostermistir. Korelasyon katsayilarinin karesi
0.999' dan biiyiiktiir. Interday R.S.D. sirasiyla GUA, MHB, ve PHP igin, 1.17, 1.14 ve
0.91% idi. Gergekten ortalama geri kazanim, hedef deney konsantrasyonunun 100% ‘de ,
100.3, 100.5 idi ve 0.8, 0.7 bagil standart sapma ile 100.7% ve sirasiyla, laboratuvarda
hazirlanan o6rneklerden , GUA ve MHB ve PHB i¢in % 0.4 olmustur. Yontemin

uygulanabilirligi, ticari dozaj form analizi i¢in degerlendirilmistir (Grosa ve ark. , 20006) .

Muhammad ve ark. ,2007 bir calismada, hizli bir Egli-iyon yiiksek basingli sivi
kromatografik yontem, Guaifenesin, Fenilpropanolamin hidrokloriir, sodyum benzoat ve
kodein fosfat dortlu karisim igeren Oksiiriik bir surupta gelistirmislerdir. Heptan Siilfonik
Asit, mobil faz olarak kullanilmistir. Sabit bir dalga boyu dedektdrii (A = 254 nm) ve p-
Bondapak fenil kolonu kullanilmigtir. Tiim aktif bilesenler i¢in toplam analiz siiresi 22

dakika olmustur Naseem (Muhammad ve ark. , 2007).
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Thresiana ve ark. ,2005 Oksliriik ve tablet ve surupta, basit ve hizli bir gaz
kromatografi (GC) yontem, Asetaminofen, Fenilpropanolamin Hidrokloriir, Guaifenesin,
Psodoefedrin Hidrokloriir, Kafein, Klorfeniramin Maleat ve Dekstrometorfan Hidrobromiir,
kombinasyonu ayni anda tespit i¢in gelistirmislerdir. Alkali Etil Asetat ile analit
ekstraksiyondan sonra, 2 uL 0zii, bir CBP1-M25-025 silika kilcal siitun ile (film kalinlig
0.25 um, 0.22 mm x 25 m) donatilmis bir gaz kromatografa enjekte edilmistir (50 bolme
orani: 1). Kolon sicakligi, 5 dakika boyunca 150° C'de tutulmustur ve 3°C / dakikada 175 °
C' ye ve 10 ° C / dk'da 270 ° C'ye yiikseltildi. Alev iyonizasyon detektorii ve enjektoriin
sicakliklart, 300 ° C'de muhafaza edilmistir. GC yontemi, ucuz, hizli, dogru ve hassas bir
yontemdir ve ilag sirketlerinin kalite kontrol laboratuvarlarinda tablet ve surup analizi igin

kullanilabilir (Thresiana ve ark. , 2005).

Abdelkawy ve ark. , 2011 ii¢ basit ve giivenilir yontem, Ambroksol HCI (A) ve
Guafenesin (G), A'nin oksidative parcaciklarinin (AD) varliginda ve gayakol(GD) ve G
safsizlik, G¢lii karisimin tespiti icin gelistirmiglerdir. A, AD, G ve GD dort bilesenin
ayrilmasi i¢in ilk yontem, izokratik bir HPLC yontemi olarak, C18 kolonu iizerinde, su:
metanol (80: 20, hac / hac, ,% 1 trietilamin, pH 2.9) oranda kullanarak, 1.5 mL / dakikalik
bir akis hiz1 ve 220nm' de UV tespiti ile uygulandi. A ve G i¢in, dogrusal bir iliski, 5-80
pg/ml ve 10-150 pg/ml araliginda, elde edilmistir. Ikinci metot, bir ince tabaka
Kromatografisi-Spectrodensitometric yontemi olarak, silika jel 60F 254 plakalar iizerinde,
Kloroform: Metanol: Etil Asetat: Asetik Asit (70: 8: 12:10, hacim olarak) bir mobil faz
olusturan, ayrilmasi i¢in kullanilmistir. Ayrilmis bolgelerin densitometrik degerlendirilmesi,
270 nm' de yapildi. Kalibrasyon grafikleri i¢in regresyon analizi, sirasiyla, A ve G i¢in, 1-7
g/ band ve 2-10 pg/band araliginda, iyi bir korelasyon gdstermistir. Ugiincii yontem, PCR
(Ana bilesen regresyon) ve PLS (kismi en kiiglik kareler yontemleri iceren ¢ok degiskenli
spektrofotometrik kalibrasyon yontem, dort bilesenden A, AD, G, ve GD belirlenmesi i¢in
kullanilmistir (Abdelkawy ve ark. , 2011).
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Reddy ve ark. , 2011 bir kararlilik belirten gradyan ters faz sivi kromatografik (RP-
LC) yontem, farmasotik formiilasyonlarda, guaifenesin ile ilgili maddelerin kantitatif analizi
icin gelistirmislerdir. Guaifenesin ve yabanci maddeler i¢in temel ayrim, bir Water
Symmetry C18 (150 mm X% 4.6 mm) 5 pm kolon ve gradyan eliisyon yontemi kullanarak
basarildi. Sirastyla, A mobil faz 90 :10 v/v oranda, 0.02 M KH2PO4 (pH 3.2) ve metanol ve
B mobil faz 10:90 v/v oranda, 0.02 M KH2PO4 (pH 3.2) ve Metanol igermektedir. Hareketli
fazin akis hizi, 273 nm' de saptama dalga boyu ve bir 25 ° C kolon sicakligr ile 0.8 ml / dak
olmustur. Geligmis yontem 6zgiilliik, dogrusallik, algilama ve 6l¢iimii, dogruluk, kesinlik ve

saglamlik sinirt ile ilgili belirli kurallara gore dogrulandi (Reddy ve ark. , 2011).

Bhattacharyya ve ark., 2013 yapilan bir ¢calismada, kabul, yaymn, istikrar veya
farmakokinetik g¢alismayr dikkate almadan, giivenilir ve dogru veri olusturmak igin,
gelistirilmis ve istikrarlt bir yontem elde ettiler. UV spektrom da, 200 nm ile 400 nm ve 273
araligl, emilimi i¢in maksimum dalga boyu olarak sec¢ilmistir. Konsantrasyona bagli
absorbans lineer regresyon, 0.991 bir regresyon katsayis1 (R2) ile y = 0.0155x - 0.0136
esitligi elde etti. Yiiksek oranda geri kazamim degeri, formiilasyonda bulunan ilave
maddelerin hicbir girisimi olmadigint gosterilmektedir. Stabilite caligmasi, biiylik oranda
degisikleri, sadece bir ilacin UV 15181, oksitleme, asitik hidroliz ve bazik hidroliz ile
etkilesmesi halde gozlenmistir. Boylece, bu yontem, farmasotik formiilasyonda guafenesin
belirlemek icin kullanighdir. Bir basit, hassas ve stabilite gosteren UV spektrofotometrik
yontem, hazirlanan hacim ve kat1 dozaj formu (tablet) de, Guaifenesin kantitatif tayini i¢in
gelistirilmistir. Yontem hizli ve ekonomik bir yontemdir ve ayn1 zamanda belirlenen aralik
icin hizl1 ve hassas bir yontemdir. Stabilite ¢aligsmasi, genis bir PH araligi boyunca, hidroliz
icin, sicaklik, oksidasyon, fotoliz ve duyarlilik etkisini icermektedir (Bhattacharyya ve ark.,

2013).
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Lopes ve ark. , 2012 desonid, sorbik asit, metilparaben, propil galat ayristirma ve
ayni anda tayini i¢in yeni ters fazli sivi kromatografik yontem uygulandi ve desonid’in
hidrofilik bir kremdeki iiriin bozunmasi, deneysel tasarim, ¢oziiniirliikk kayip fonksiyonlari
ve kemometri yontemleri ile gelistirmislerdir. Bu yontemi kullanarak, tarama agamasi ve tam
faktoriyel tasarimi igeren bir strateji, en etkili kromatografik degiskenleri (pH ve organik
¢oziicli igerigi) ortaya cikarmistir. Arka teget ¢oziiniirlikk fonksiyonu, optimizasyon kaybi
fonksiyonu olarak benimsenmistir. Bu degiskenler, merkezi bir kompozit tasarim
kullanilarak daha da optimize edilmistir. Cok degiskenli egri ¢oziiniirliigii ve kismi en kiiciik
kareler regresyonu, kromatografik ¢alisma siiresini optimize etmek i¢in test edilmistir.
Ancak, Kesinlik agisindan iistiin oldugu ortaya ¢ikardi ve toplam c¢alistirma siiresi 3 kat daha
diisiik (yaklasik 8 dak) bir yontemin gegerliligine izin verdi. Desonid formiilasyonu igin
optimum ayirma kosullarinin tahmininde, deney tasarim ve kemometri modelleri, zaman ve
kaynaklarin etkin bir sekilde kullanilmasini sagladi. Ortaya ¢ikan yontemin mevcut ICH
yonergelerine gore dogrulamasi, segiciligini, dogrusalligini, dogrulugunu ve dogrulugunu

teyit edildi (Lopes ve ark. , 2012).

Yehia ve ark., 2015 ¢ gelismis kemometrik spektrofotometrik yontemleri;
Konsantrasyon Kalintilart Artirilmis Klasik En Kiigiik Kareler (CRACLS), Cok Degiskenli
Egri Coziiniirligli - Degisen En Kiigiik Kareler (MCR-ALS) ve Temel Bilesen Analizi-
Yapay Sinir Aglartyr1 (PCA-ANN) gelistirmis ve dogrulamistir ve PLS kalibrasyonu ile
degerlendirmislerdir. Onerilen yontemlerin analitik performansi, yiizde geri kazanimlar,
kalibrasyonun kok ortalama karesi hatas1 ve tahmini standart hata ile tanimlanmistir. Dort
cok degiskenli kalibrasyon yontemi, herhangi bir 6n ayirma basamagi olmadan dogrudan
kullanilabilir ve farmasotik formiilasyon analizi i¢in basariyla uygulanabilir ve hicbir

yardimc1 maddenin miidahalesi gozlenmez (Yehia ve ark., 2015).
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1.4.2. Efedrin I¢in Uygulanan Yontemler

1.4.2.1. HPLC Yontem

Imamoglu ve ark, 2013 guafenesin ve Efedrin Hidrokloriir ikili karisimi igeren
Farmasotik formiilasyonlar1 i¢in yeni basit ve secici tayin metodu yayimlamiglardir. Bu
yontem i¢in Fosfat tampom — Metanol kombinasyonu (60: 40, h = h) izokratik mobil faz
olarak sec¢ilmis ve GUA ve EFE kombinasyonun es zamanli analizi i¢in gelistirilmis bu sivi
koromatografi i¢in PH 3'e ayarlandi. Bu yontem i¢in konsantrasyon araligt GUA ig¢in 30-
100 pg/ mL ve EFE i¢in 15-50 pg/mL gézlenmistir. 212 nm' de yapilan tespitleri i¢in toplam
caligma siiresi en az 10 dakikadir. Bu ¢alismada, gelistirilmis RP-HPLC yontemi, sivi-sivi
ektre etmeden, insan plazma ve surub dozaj form numunelerinde farmasotik preparatlara
basari ile uygulandi ve bu yontemin istatistiksel karsilastirmasi, farmasotik preparatlar ve

insan plazma 6rneginde gerseklestirilmistir ( Imamoglu ve ark, 2013).

Matthijs ve ark., 2006 bir ¢alismada, hizli tarama ve ¢esitli optimizasyon adimlarini
iceren bir stratejiyi, farmasdtik baglarin kiral molekiillerinin ayrilmasi i¢in polar organik
¢oziicli kromatografisiyle (POSC), dort polisakarit esasli sabit faz kullanarak onerdiler ve
normal fazda (NPLC) ve siiperkritik sivi kromatografisinde (SFC) daha once bildirilen
stratejilerle karsilastirdilar.  Burada, optimizasyon, deneysel alani verimli bir sekilde

haritalamak i¢in deneysel tasarimin kullanimina dayanir (Matthijs ve ark., 2006).
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Stanaszek  ve ark., 2004 Sacta, metamedioksametamin (MDA),
metilendioksimetamfetamin (MDMA) ve metilendioksietilamfetamin (MDEA) amfetamin,
efedrin (EP), metakainon (MTC), parametoksiampetamin (PMA), metamfetamin (MA)
belirlemek icin bir analitik prosediirii optimize, valide ve gelistirmeyi degerlendirdiler.
Hedef maddeler, alkalin (IM NaOH) sindiriminden sonra 1-klorobiitan ile ekstrakte edildi ve
yliksek performansli sivi kromatografisi-atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon kiitle
spektrometresi (LC-APCI-MS) ile temsil edildi. Kilcal gerilim, korona akimi, kurutma gazi
sicakligl ve akis hizi, buharlastirici sicakligi ve nebiilizér gazi basinci gibi APCI-MS
parametreleri akis enjeksiyon analizinin uygulanmasi ile optimize edilmistir. Kantitasyon,
calisilan ilaglarin protonlanmis molekiiler iyonlarinin segilen iyon izlemesi kullanilarak
yapildi ve bunlarin doteryumlu analoglar1 dahili standartlar olarak kullanildi. Algilama
limitleri MA, MDA, MDMA ve MDEA i¢in 0.05 ng / mg; EP ve AMP i¢in 0.10 ng / mg; Ve
MTC ve PMA i¢in 0.20 ng / mg idi. Tiim ilaglar 0 ila 20 ng / mg arasinda dogrusal tepki
goriildii. Yontem, detoksifikasyon ve metadon tedavisi alan hastalardan elde edilen 93
orijinal sa¢ Orneginde amfetaminlerin belirlenmesinde uygulanmis ve 0.17-17.28 ng / mg
(EP), 0.52-2.08 ng / mg (MTC), 0.15-62.52 (AMP), 0.10-16.52 ng / mg (MA), 0.10-0.88 ng
/ mg (MDMA) ve 0.10-0.16 ng / mg (MDEA) elde edilmistir. MDA ve PMA hig tespit
edilmedi (Stanaszek ve ark. , 2004) .

Orsi ve ark ., 2006 nafazolin, oksimetazolin, ksilometazolin ve efedrin'in ters fazli
HPLC kullanilarak kronolojik ¢oziimlerde belirlenmesi i¢in basit, hizli ve dogru bir yontem
gelistirdiler. Bu arastirmada, sabit faz olarak polibutadien ile kaplanmig aliimin, Asetonitril-
sulu 10-3 M NaOH (10: 90) baslangic mobil faz1 olarak, 25 dakika i¢inde% 10 ila% 80
asetonitril igeren bir lineer gradyan ve 224 nm'de saptama kullanilmistir. Sadece numune
hazirligi, su ile seyreltilmesidir. Metodun dogrusalligi ve dogrulugu degerlendirildi. Cesitli
formiilasyonlar i¢in elde edilen deney sonuglar1 beyan edilen miktarlarla uyumluydu (Orsi

ve ark ., 2006) .
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Bagheri ve ark., 2008 idrar numunelerinde efedrin tayini i¢in hassas bir yontem
olarak HPLC ve UV tespiti ile birlikte sivi-sivi mikro ekstraksiyon (LLLME) kullanmaistir.
Efedrin 6nce 3.5 mL idrar 6rneginden (pH 12) toliien / benzen mikrofilm (50:50) igine
ekstrakte edildiler. Daha sonra analit, organik fazda siispansiyon haline getirilmis asidik bir
mikrodrop soliisyonu (pH 2) icinde geri ekstrakte edildi. Ekstrakt daha sonra dogrudan
HPLC sistemine enjekte edildi. 137 zenginlestirme faktorii iyi 6rnek temizleme ile birlikte
optimize edilmis kosullar altinda elde edildi. Kalibrasyon egrisi 0,01-50 mg / L araliginda
dogrusallik gosterdi, regresyon katsayis1 0,998'e karsilik geldi. 3 ve 10'luk bir S / N'ye
dayanan LOD'lar ve LOQ'ler sirasiyla 5 ve 10 pug / L idi. Metod, sonunda 5 mg'lik tek ilacin
oral yoldan verilmesinden sonra idrar drneginde efedrin tayini i¢cin uygulanmigtir (Bagheri

ve ark., 2008).

K. Lemr ve ark., 2006 yapilan bir ¢alismada, farkli parametrelerin etkisini (Mobil
faz kompozisyonu - pH, organik solvent, tuz niteligi ve konsantrasyonu, akis orani, enjekte
edilen miktar ve sicaklik) farmakolojik agidan ii¢c 6nemli bilesigin enantiyomerik ayrilmast
iizerine, B-siklodekstrin sabit faz kullanilarak incelediler. Bu parametrelerin etkisinin
degerlendirilmesi, optik saflik tespiti i¢in sartin optimize edilmesine izin verir. Rasemik
karisimin ayrilmasi icin asagidaki deney kosullari segildi: Sabit faz - ChiraDex, 5 um; Siitun
- LiChroCart 250 x 4 mm L.D. ; Mobil faz - 500 mmol trietilamin / 1 su i¢inde H2SO4 ile,
PH = 3.5, akis hiz1 - 0.8 mL / dak; Algilama - 206 nm'de UV absorpsiyonu; sicaklik. Kii¢iik
(% 1) enantiyomerin biiyiik bir miktarin iizerinde ayrilmasi ,akis hizi 0.2 mL / dak ve
termostathi kolon (Metamfetamin ve selegilin i¢in 20 ° C, efedrin i¢in 5 ° C) kullanarak

gelistirild (K. Lemr ve ark., 2006).
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Boberi¢-Borojevi¢ ve ark., 1999 efedrin hidrokloriir, teofilin, papaverin hidrokloriir ve
hidroksijin hidrokloriir igeren ithal antiasmatik tabletlerin kalitesini kontrol edilmiglerdir.
Analiz metodunun amaci, analiz i¢in ayrim, tanimlanma ve tiim bilesiklerin miktarini ayni
anda 6l¢mektir. Programlanabilir bir dalga boyu dedektdriine bagh ticari olarak paketlenmis
bir Nucleosil Cis kolonu kullanarak bir RP-LC sistemi uygulandi. Analiz, su igindeki
asetonitril konsantrasyonunun artmasi ile gradyan programinda gerceklestirildi. Burada

Mobil fazin pH'nin etkisi belirlenmistir. (Boberi¢-Borojevi¢ ve ark., 1999).

HX ve ark., 1991 yapilan bir ¢calismada, HPLC'de mobil faz kompozisyonunu optimize
etmek i¢cin Powell metodu basariyla uygulanmislardir. KH2PO4 ¢ozeltisi metanol mobil faz
sistemi, efedrin ve psdodoefedrin'in Powell yontemi ile ayrilmasi i¢in optimize ettiler. Mobil
fazin optimize bilesimi: 0.01 mol / L KH2POs -MeOH = 94: 6 (V / V) olarak bulundu.
Powell yontemi kullanarak, tablolar ve sekiller gerceklestirildi ve 0.95 pik ayirma
fonksiyonuna ulasildi (HX ve ark., 1991).
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1.4.3. Psodoefedrin I¢in Uygulanam Analiz Yontemleri

1.4.3.1. HPLC Yontem

Carnevale ve ark., 2008 Yapilan bir ¢calismada, bir grup parabenler ile birlikte (butil
metil,V-VIII) ,Asetaminofen (I), Guaifenesin (II), Psddoefedrin Hidrokloriir (III), ve
Folkodin (IV), okstiriik karigimi i¢in, gelistirilen bir yiiksek performans sivi kromatografi bir
yontemi, iyon eslestirme ajan asit oktansiilfonik iceren metanol-su-asetik asit bir hareketli
faz ile (45:55:2) birlikte ve kimyasal olarak baglanmis oktadesilsilan hareketsiz faz
kullanilarak kanitladilar. Aktif bileskenler i¢in destekleme hacimleri, sirasiyla, [-IV
bilesikler i¢in, 3.8 mL, 5.4 mL, 9.4 mL, 15.6 ml idi. Parabenler i¢in diizeltilmis alikonma
hacimleri, [Metil (V) i¢in 5.4 ml, etil(VI) i¢in 9.6 ml, propil (VII) i¢in 18.5 mil, ve butil
(VIII) i¢in 37.9 ml] esterlenmesi alkollerin zincir uzunluguna sahip bir tistel bir iligki
gostermistir. Aktif bilesenler ve labratuarda hazirlanan numunelerden parabenler ig¢in
ortalama geri kazanim, sirasiyla, 1.7, 0.3, 1.5, 0.3, 0.3, 3.3, 0.7, ve I-VIII i¢in % 2.7, standart

sapmalari ile teorinin% 100 idi (Carnevale ve ark., 2008).

Shervington ve ark., 1996 yapilan bir calismada, bir¢cok bilesenli bir farmasotik
iiriinde aktif bilesenlerin ayn1 anda belirlenmesini bildirdiler. Bir surupta, Psodoefedrin HCI
(I), Guaifenesin (II) ve Dekstrometorfan HBr (III) karisitmin HPLC ile eszamali analizi igin
izokratik ters fazli bir kromatografik yontem gelistirildi. Kolon, oktadesilsilan 5-mikron
sabit faz' dan olugsmustur. Hareketli faz, 45% (v/v) sulu metanol ve tampon olarak amonyum
format (pH 4.3) 'tan olusmustur. Sirastyla, (I), (II) ve (III) i¢in tutunma zamani, 4.50, 7.30
ve 17.60 dakika olarak saptanmistir ( Shervington ve ark., 1996).
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Rahul ve ark., 2011 iki tekrarlanabilir, basit, dogru, hassas, dnceden her hangi bir
ayrilmaya ihtiyact olmayan ve eckonomik yontem, Guaifenesin ve Psddoefedrin
Hidrokloriiriin ayn1 anda,  tablet dozaj formunda, es zamanli olarak tayini ig¢in
gelistirmislerdir. Birinci yontem simiiltane denklem yontemi: bu yodntemde, sirasiyla,
Guaifenesin ve Psodoefedrin Hidrokloriir absorbansi dlgmek i¢in 272 nm ve 257 nm segildi.
Ikinci yéntem, 272 nm ve 265.50 nm' de (ISO-emme noktas: olarak) absorbans lgiimiine
dayali bir Q-degeri analizidir. Guaifenesin ve Psddoefedrin Hidrokloriir, maksimum dalga
boyu olarak 272nm ve 257 nm 'de ve 265,50 nm isoabsorptive noktada, 30-150 pg/mL ve
300-1500 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik gosterdi. Geri kazanim araligi,
simiiltane denklem metodu halinde, Guafenesin i¢in >98.50% ve Psédoefedrin Hidrokloriir
icin > 98.90%, ve Onerilen yontemin dogrulugunu teyit etmek i¢in, Q-analiz metodu halinde,
Guaifenesin i¢in > 98,24% ve Psodoefedrin Hidrokloriir i¢in > 98.09% , saptanmaktadir.

(Rahul ve ark., 2011).

Riahi ve ark., 2011 yapilan bir calismada, farkli kemometrik yd&ntemlerin
dogrulugunu, UV spektrumlar1 ve birinci dereceden tlirev spektrumlart iizerinde
uygulandiginda, karsilastirdilar. Ana bilesen regresyon (PCR) ve bir bagimli degisken ile
kismi en kiiciik kareler (PLS1) ve iki bagimli degisken (PLS2), Ps6doefedrin (PDP) ve
Guaifenesin (GFN) igeren bir farmasétik formiiliin spektral veriler iizerinde uygulanmistir.
Burada ortiisen spektrumlarin derivitize derecesi, herhangi bir kimyasal ©6n islem
kullanmadan, iki bilesenli karisimlarin analizi i¢in ¢ok degiskenli yontemler ile
degerlendirilmistir. Kemometri modelleri validasyon veri setleri {izerinde test edilmistir ve
son olarak, ila¢ analizi i¢in uygulanmistir. Gergek orneklerin analizinde, 6nemli avantajlari,
tiirev spektrumlarm kalibrasyon modelleri kullamldig1 zaman bulundular. Onerilen ydntem,
on ayirilma islemlerine ihtiyaci olmayan basit ve hizli bir yontemdir ve ozellikle kalite
kontrol laboratuvarlarinda, bu bilesiklerin analizi i¢in kolay bir sekilde kullanilabilir ( Riahi

ve ark., 2011).
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Vignaduzzo ve ark.,, 2012 bromheksin, Klorfeniramin, Parasetamol ve
Psodoefedrin, es zamanli tayini i¢in, tablet ve ya suruplarda basit ve etkili bir sivi
kromatografik yontem gelistirdiler. Analitlerin ayrilmasi, 10 dakika i¢inde, ( PH=4 )
Trietilamin-Fosforik Asit tampon ve Metanolu, izokratik mobil faz olarak kullanildiginda,
1.0 mL min—1 akis hiz1 ile siyano kolonunda (5 um pargacik biiytikligii) yapildi. Analitler
215 nm'de tespit edilmistir. Istatistiksel deneysel tasarimlar ve grafik gdsterimi, uygun
dalgaboyu secmek i¢in ve mobil faz bilesimi optimize etmek ve ydntem saglamligi
degerlendirilmesi i¢in kullanildi. Kalibrasyon i¢in dogrusallik (R> 0.99, n = 21), ilgili
araliklarda (formiilasyonlarda, analitlerin beklenen konsantrasyonlarinin 130% kadar),
yontem dogrulugu (<% 2.0), tekrarlanabilirlik (RSD <% 2.0) ve orta hassasiyet
dogrulanmistir. Ek olarak, ozgiillikk ( fotodiot dedektor ile pik safligi > 0,9997) ve yontem
saglamhigr  degerlendirilmistir ve sistem uygunluk parametreleri belirlenmistir.
Degerlendirilen metot, c¢esitli ticari tabletin rutin analizleri ve tatmin edici analit geri
kazanimi ve RSD (bagil standart sapma) degerleri gosteren soguk alginliga karsi surup

farmasoétik preparatlar i¢in kullanilmistir (Vignaduzzo ve ark., 2012).

Rostami ve ark., 2015 bir g¢aligmada, manyetik nanopartikiil Fe;O4 tizerinde
immobilize olan Psddoefedrin vanadyum kompleksi [VO (Psddoefedrin ile birlikte)
@MNPs], elemental analiz teknikleri ve UV—-vis, SEM, XRD, TGA, EDX, FT-IR, AGFM
ile hazirlanmig ve tanimlanmislardir. VO (psddoefedrin) @MNPs, oda sicakliginda, ¢oziicii
icermeyen kosullar altinda, 8-25% enantiyomerik asiriliklari ile iyi verimlerde, Karbonil
bilesiklerinin cyanosilylationin1 katalize etmek icin bulundu. Katalizor aktivitesi ve

enantioselektiflikte az kayip ile 15 kat kadar geri kazanilmistir (Rostami ve ark., 2015).
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Hadad ve ark. , 2009 parasetamol, Dantrolen, Setirizin ve Psddoefedrin, dortlii
karigimin tayini i¢in bir stabilite gdsteren ters fazli yliksek-performansli sivi kromatografisi
gelistirdiler. Yontem, kalite kontrol (QC) laboratuvarlarda, dort analitin stabilite ¢alismalar
amactyla degerlendirilmistir. Yontem, stabilite 6zelligi, bu dort analitin tiim degradan
piklerden yeterli ayrilmasi ile gosterilmistir. Mobil faz sistemi, (A) 50 mmol L-1, sodyum
dihidrojen fosfat, 5 mmol, L-1 heptan siilfonik asit sodyum tuzu, pH 4.2 ve (B) Asetonitril
‘dan olusmustur ve bu yontemde, ters fazli HS Cig analitik kolon (250 mm x 4.6 mm i¢ ¢apl,
5 um partikiil boyutu) kullanilmigtir. Kantitasyon, pik alanina dayanilarak, 214 nm'de UV
tespiti ile elde edilmistir ve basarili bir sekilde farmasotik formiilasyonlar ve iki-bilesenli
kombinasyonlari igeren laboratuvar hazirlanmis karigimlar analizi i¢in uygulanmistir (Hadad

ve ark. , 2009).

Fang Feng ve ark. , 2016 bir hassas, basit ve son derece segici s1vi kromatografisi /
tandem kiitle spektrometrisi (LC / Ms / Ms) yontem, insan plazmasinda, Psodoefedrin ve
Setirizin belirlenmesi i¢in gelistirdiler ve degerlendirdiler. Bu yontemde, prosediir olarak
sadece tek adimli bir protein ¢okelmesi olduguna gore, minimum 6rnek hazirlama en 6nemli
avantaj sayilir. Iki ilag , bir Cs kolonu iizerinde ayrilmistir ve pozitif elektrosprey
iyonizasyon (ESI) kullanilarak (LC / ms / ms) ile analiz edilmistir. Bu yontem i¢in tutunma
zamani 12.0 dak idi ve psddoefedrin i¢in 1.0-800 ng/ml aralifinda bir kalibrasyon egrisi ve
setirizin i¢in 1.0-400 ng/ml aralikta kalibrasyon egrisi degerlendirilmistir. Iki ila¢ miktarmin
alt sinur1, sirastyla, 1.0 ng / ml olmustur. Hassasiyet % 9,7 az idi. Burada tarif edilen yontem ,
Psodoefedrin Hidrokloriir tablet ve Setirizin Dihidrokloridinin farkli dozlart saglikli Cinli
goniillillerde, Farmakokinetik karakterleri ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmistir ve standart bir
yemek etkisi, kombinasyon tabletin emilim miktar1 ve oranmi {izerinde degerlendirilmistir

(Fang Feng ve ark. , 2016) .
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Andrighetto ve ark., 2014 yapay ve gerg¢ek ayrimlari arasindaki miikemmel
uyumluluk goriildiigiinde, in-siliko iki boyutlu yiiksek performansli sivi kromatografigi (2D-
HPLC), metamfetamin 6rneklerin ayirimlari icin tarif ettiler. Model bilesiklerinin hedeflenen
analiz i¢in, 6nemli Olclide azaltilmig yontem gelistirme siiresi ile tamamlanmistir. Bu ayirma
islemi, mobil faz olarak Metanol ve asetonitril kullanildiginda ve Cis kolonda yapilmistir.
Bu yontem gelistirme protokolii, kimyasal olarak benzer kimyasal bilesiklerin ayrilmasini
optimize ederken, optimum deneysel sartlar1 tanimlamak i¢in enjekte hatalar1 ortadan
kaldirma nedenyle ¢ok onemlidir. Sadece dort enjeksiyonundan sonra, 2D-HPLC boyutlar1
icin gradyan profili, 9.7 dakika i¢inde Diastereomer bazal ¢oziiniirlik (Efedrin ve
Psodoefedrin) saglanmasi simiilasyonlar1 yoluyla optimize edilebilir. Diastereomerin tiiriine

bagl olarak, potansiyel sentetik yolu kategorize edilebilir (Andrighetto ve ark., 2014).

Xiaochen Gu ve ark, 2009 H;i-Antihistaminik akrivastin ve dekonjestan
Psodoefedrin Hidrokloriir tayini i¢in yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) kullandilar.
Her iki bilesik 214 nm dalga boyunda saptandi. Mobil faz etkisi ve dalga boyu belirlenmesi
degerlendirilip, optimize edilmistir. Bu yontem, ticari preparat Semprex®-D kapsiillerin
cesitli drneklerinin degerlendirmesi i¢in kullanildi. Bu yontem, rutin kalite kontrol analizleri

icin dogru, hizli ve sec¢ici bulunmustur ( Xiaochen Gu ve ark., 2009).
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Wang ve ark., 2005 yapilan bir ¢alismada, 5-(4,6-dichloro-s-triazin-2-ylamino)
floresan ile derive edildikten sonra, Efedrin (E) ve Psddoefedrinin (PE) analizi i¢in lazer
kaynakli floresan dedektor ile bir misel elektrokinetik kromatografi yontemi gelistirdiler.
Optimum tiiretme sartlari, 0.05 M Na2CO3 / NaHCO3 (pH 9.5), reaksiyon siiresi 45 °
C'de 30 dakika, E ve PE gore, DTAF mol orani, 20: 1 arasindadir. Temel ayirim, 8 dakikada
ve tampon olarak, 20 mM borat + 20 mM SDS +% 15 Asetonitril (hac / hac) (pH =9.8) ve
20 kV uygulanan voltaj ile yapilmustir. Pik yiiksekligi ve analitlerin konsantrasyon (2.5-50
ng mL™") arasindaki dogrusallik iliskiler, (Korelasyon katsayilari: E igin 0, 9906 ve PE i¢in 0,
9941) elde edilmistir. Sirasiyla, E ve PE igin tespit limitleri, 3.85 x 107* ve 1.41 x 10-4 ng
mL™! saptanmistir. Onerilen yontem, en az 10° kat saptama smir1 agisindan, diger
kromatografik alternatifleri agsmistir. Yontem, Efedra bitkilerinde, iki Alkaloid analizi i¢in

uygulanmistir (Wang ve ark., 2005).

Sun ve ark., 2005 psodoefedrin Siilfat (PES) ve Loratadin (LOR) ikili karigim igeren
bir farmasétik formiilasyonda (tablet) , yliksek performansli sivi kromatografisi-elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometri yontemini (LC-MS), insan plazmasinda, LOR ve PES' nin
ayni anda tespiti icin gelistirdiler. Sirasiyla, LOR ve PES i¢in Diazepam (DP) ve
Phenylpropanolamine ( PPA) , i¢ standart olarak kullanilmistir. Analitler, sivi / sivi
ekstraksiyon etil eter kullanilarak, insan plazmasinin alkali halinden ekstere edilmistirler.
Kromatografik ayirma, ODS kolon iizerinde, 0.2 ml/min akis hiz1 ile gergeklestirilmistir.
Toplam kromatografik ¢aligma siiresi 10.5 min, tutunma zamani, sirastyla LOR ve DP ig¢in,
7.1 min ve 6.2 min ve PES ve PPA i¢in 2.2 min saptanmistir. LOR and PES i¢in, LOQ, 10
pg/ml ve 50 pg/ml degerlendirilmistir. Bu yontem kendi amaci igin hasas ve dogrudur (Sun

ve ark., 2005).
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Asci ve ark., 2010 surup hazirlanmasinda ibuprofen, psddoefedrin hidrokloriir,
klorfeniramin maleat ve nipajanin RP-HPLC kromatografik kosullarini optimize etmek igin
251 fraksiyonel faktoriyel tasarim uyguladilar. Bilesenlerin belirlenmesini etkileyen tiim
faktorler ve bunlarm etkilesimlerini arastirmislardir. Ug¢ basamakli gradyan profili igin pH,
akis hizi ve solvent oranlari iki seviye igerisinde arastirilacak faktorler olarak kabul
edilmigtir. Coziim, analitik tepki olarak segilmistir. Kalitatif sinir1 (10 s / m) sirasiyla
ibuprofen, psddoefedrin hidrokloriir, klorfeniramin maleat ve nipajen i¢in 0.9, 1.0, 0.4 ve

0.12 pg / mL olarak bulunmustu (Asci ve ark., 2010) .

Wahba ve ark., 2014 birlesik tabletlerinde askorbik asit, psddoefedrin hidrokloriir
ve ibuprofen'in aynm1 anda tespiti i¢in dogru, basit, hassas ve secici bir misel sivi
kromatografi yontemi gelistirdiler. Ayirma, ortam sicakliginda, 260 nm'de UV tespiti ile bir
ODS C18 (150 x 4.6 mm id) paslanmaz ¢elik siitun kullanilarak gerceklestirilmistir. 0.02 M
fosforik aside 30 mM sodyum dodesil siilfat,% 8 1-propanol,% 0.3 tri-etilamin'den olusan ve
pH 3'e ayarlanan bir mobil faz, 1 mL / dak'lik bir akis hizinda kullanilmistir. Kalibrasyon
egrileri sirasiyla askorbik asit, psddoefedrin hidrokloriir ve ibuprofen i¢in 1.5-18.0, 1.0-10.0
ve 3.0-30.0 pg / mL konsantrasyon araliklar1 boyunca diiz ¢izgiseldi. Anilan ilaglarin
saptama limitleri (LOD) sirasiyla 1.0, 0.05 ve 2.2 pg / mL idi ve miktar sinirlar1 (LOQ)
sirastyla 1.4, 1.2 ve 3.2 ng / mL idi. Elde edilen sonuglar, karsilastirma yontemiyle elde
edilenlerle iyi uyum i¢indedir. Ayrica, igerik tayin i¢in ilgili yontem uygulanmistir (Wahba
ve ark., 2014).
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Asc1 ve ark., 2011 tabletlerde parasetamol (PAR), psddoefedrin hidrokloriir (PSE)
ve dekstrometorfan hidrobromidin (DEX) eszamanli olarak bulunmasi igin, diyot dizilimi
algilama (DAD) ile yliksek performansl kati madde kromatografisini (HPLC) kullanan yeni
bir yontem gelistirdiler ve dogruladilar. Bu bilesiklerin spektrokromatogramlari, ciddi
ortiisen spektrokromatogram verdi. Bu, tek degiskenli kalibrasyonun kullaniimasini
imkansiz hale getirdi. Bu nedenle, HPLC-DAD tarafindan kaydedilen ii¢ yonlii verileri
analiz etmek i¢in PLS ve PCR kullanilmistir. Bu ¢ok degiskenli kalibrasyon ydntemleri,
PAR, PSE ve DEX'in sentetik karisimlarini analiz ederek test etti. Geri kazanimlar
strastyla% 96.1-100.2 ve% 97.1-100.4 arasinda degisirken, sirastyla PLS ve PCR i¢in% 0.5-
6.7 ve% 0.8-7.0 araliginda tahminin goreli hatasi (REP) elde etti. Bu yontemler, ii¢ ilaci
iceren gergek orneklere de uygulanmis ve sirasiyla PLS ve PCR i¢in% 99.0-106.0 ve% 99.6-
106.3 araliginda geri kazanimlar elde edilmistir. PLS ve PCR ile elde edilen sonuclar
istatistiksel olarak klasik HPLC yontemiyle elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Cok
degiskenli kalibrasyon yontemleri ve klasik yontem ile elde edilen sonuglarin ortalamalari
ve ortalamalar1 arasinda anlamli fark bulunmadigi bulunmustur. HPLC-¢ok degiskenli
kalibrasyon yontemleri, klasik HPLC yontemine gdre birka¢ avantaja sahiptir. Bu avantajlar,
basit bir mobil fazin kullanilmas1 ve analiz siiresinin kisaltilmasidir. Ayrica, bu yontemler i¢

standart ve gradient eliisyon gerektirmez (Asc1 ve ark., 2011).
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Likar ve ark., 2005 yapilan bir calismada, derhal salim i¢in 10 mg setirizin
dihidroklortir (setirizin HC1) ve uzun siireli salinim i¢in 240 mg psddoefedrin hidrokloriir
(psddoefedrin HC1) iceren gilinde bir kez kombine edilen tablet i¢in bir ¢dziinme testi
yiiriirlige girdiler ve meveut ICH ve FDA yonergelerine gore dogruladilar. Setirizin HCI
tabletin dis tabakasinda bulunurken seliiloz asetat ve polietilen glikoliin yar1 gegirgen bir
membrani, psddoefedrin HC1'nin tablet c¢ekirdekten salinim hizini kontrol eder. 50 dev /
dak'da donen kiirekler, ¢6ziinme ortami olarak 1000 ml havasiz su ve kantitatif olarak ters
faz HPLC'nin kullanildig1 USP aparat1 2'yi kullanan ¢6ziinme metodunun saglam, ayirdedici
ve devredilebilir oldugu gosterildi. Bu test kosullari, tabletin setirizin HC1 boliimiiniin
fizyolojik olarak ilgili pH 1.1-7.5 araliginda sulu ortamda hizla ¢ozildigini ve
psddoefedrin HC1'in uzun siireli salim profilinin ¢éziinme kosullarindan bagimsiz oldugunu

gosterdikten sonra secildi. (Yani, aparat, pH ve ajitasyon) (Likar ve ark., 2005).

Culzoni ve ark.,, 2007 farmasotik numunelerde, diyagram dizisi algilama
ozelligine sahip bir pH gradyan akis enjeksiyon analiz (FIA) sistemi ile iiretilen dogrusal
olmayan ikinci dereceden veriler kullanilarak Loratadin (LOR) ve psodoefedrin siilfat (PES)
tespit ettiler. Her iki analitin tayini, her bir ila¢ tiirliniin asit-baz ve spektral ozellikleri
arasindaki farklara dayanarak gerceklestirildi. Kalitatif ve kantitatif 6l¢en araglar kullanarak
dogrusal olmayanliklar tespit edildi. Dogrusal olmayanligin bir sonucu olarak, son
zamanlarda bildirilen bir algoritma, artik bilinearizasyon (ANN / RBL) izleyen yapay sinir
aglarmin daha tatmin edici sonuglar verdigini gosterdi. Beklenmedik bilesenleri (farmasdtik
preparatlarda bulunan olagan eksipiyanlar) iceren bir dogrulama setini analiz ederken,%
99.7 (LOR) ve% 95.6 (PES) iyilesmeler elde edildi. Metodun dort replikasyonda
uygulanmastyla elde edilen ortalama deger, HPLC'ye dayali bir referans yontemle elde

edilen degerle karsilastirildi (fark anlamli degil; p> 0.05) (Culzoni ve ark., 2007).
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Njaria ve ark., 2016 Kenya'da yaygin olarak satilan Oksiiriik-soguk suruplarda
bromheksin, guaifenezin, ambroksol, salbutamol / terbutalin, psddoefedrin, triprolidin ve
klorfeniramin maleat'in ayn1 anda tespiti i¢in basit, hizli, izokratik ve ¢ok yonlii bir sivi
kromatografi yontemi gelistirilmislerdir. Ayrilma, 40 ° C'de muhafaza edilen bir Gemini®
NX C18 kolonu (250 x 4.6 mm, 5 um) ve bir asetonitril-0.25 M sodyum heksan-siilfonat-0.2
M amonyum asetat ve pH 3.0-sudan (35: 4:10:51,% v / v/ v / v) 1.0 mL dk-1'de teslim
edildi. Tasiyicilar 254 nm'de UV deteksiyonuyla izlendi. Dogrulama sirasinda yontem
dogrusallik, hassaslik, hassaslik, dogruluk ve saglamlik ic¢in Uluslararas1 Uyumlagtirma
Komitesi'nin kabul kriterlerini karsiladi. Gelistirilen sivi kromatografik yontem, Kenya
Nairobi Sehri Ilcesinden elde edilen dokuz ticari numunenin analizinde uygulanmistir.
Ekstraksiyon prosediirleri 6rneklerin analizi sirasinda uygulanmadi, bdylece analiz siiresini

onemli dl¢ilide kisaltti (Njaria ve ark., 2016).

Hadad ve ark., 2011 farmasotik tablet formiilasyonlarinda kafein, parasetamol,
psoddoefedrin, aspirin, dekstrometorfan ve klorfeniramin'in ayn1 anda tespiti i¢in yeni, basit,
hizli ve duyarli bir sivi kromatografik yontem gelistirildi ve konvansiyonel C18 ve
monolitik silis C18 kolonlarinda gergeklestirdiler. Kromatografik ayristirma, 50: 50 hacim /
hacim, 40: 50'lik bir oranda 10 mM NaH2P04, 3 mM heptan siilfonik asit sodyum tuzu,%
0.1 trietilamin, pH 2.5 (hidroklorik asit ile ayarlanmis) iceren bir tampon ve bir metanol
karigimi kullanilarak gergeklestirildi. Sirasiyla konvansiyonel C18 ve monolitik silis C18
kolonlart i¢in hacimce 60 pg / v'dir. Kantitatif pik alanina dayali olarak 214 nm'de UV
algilamasiyla elde edilmistir. Niceleme pik alanmna dayali olarak 214 nm'de UV
algilamasiyla elde edilmistir. Onerilen ydntem onaylanmis ve bu ¢ok bilesenli
kombinasyonlari igeren farmasétik formiilasyonlarin ve laboratuarda hazirlanan karigimlarin

analizi i¢in basartyla uygulanmistir (Hadad ve ark., 2011).
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Jing ve ark., 2012 ephedra otundaki efedrin ve psddoefedrin tayini i¢in bir kilcal
elektroforez / 151k yayan diyot (LED) indiiklenen floresan dedektdr sistemi tasarlanmis ve
yapmiglardir. Efedrin ve psddoefedrin'in spektral ve kimyasal 6zelliklerine gore cihazin ana
parcalar1 asagidaki gibi secildi: 151k kaynagi olarak mavi bir LED, emisyon 15181 i¢in BP 470
filtre ve BP 530 filtre dahil olmak {izere iki bant gegiren filtre kullanildi ve fliioresani
kulland1 ve fotomiltifor tipii (PMT) algilama eleman1 olarak kullanildi. Tampon
konsantrasyonu ve ayirma voltaji optimize edildi. Etiket probu olarak floresein
izotiyosiyanat (FITC) secildi ve ¢alisma tamponu olarak 10 mmol / L Na2B4O7 (pH 9.3) +
16 mmol / L SDS kullanildi. Optimum kosullar altinda, 12 kV ayirma voltaj1 altinda ephedra
otundaki iki bilesigin temel ayrimi gerceklestirildi. Yontem, korelasyon katsayisit 0.99'dan
fazla olan iki bilesik i¢in 0.25-10 mg / L konsantrasyon araliinda iyi dogrusallik gosterdi.
Efedrin ve psddoefedrin i¢in saptama limitleri (S / N = 3) sirasiyla 0.38 ng /L ve 0.29 pg/ L
idi. Efedrin ve psddoefedrin i¢in intra-day RSD'ler sirastyla% 2.0 ve% 2.2 ve RSD siireleri
strastyla% 5.4 ve% 5.1 idi. Yontem, ephedrali bitkilerin analizinde ephedrin i¢in% 94 ve

psodoefedrin i¢in% 107'lik geri kazanimlar ile basartyla kullanilmistir (Jing ve ark., 2012).
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1.5. Kromatografik Yontemler ve Teorik Esaslari

Kromatografi, ilk kez 1903 yilinda Rus Botanik¢i Michael Tsvett tarafindan bitki
pigmentlerini ayirma amaciyla kullanilmistir. Bu deney de cam kolon igerisine doldurulan
CaCos igersinden, bitkilerden izole ettigi bitki pigment ekstrelerini gecirdiginde, klorofil ve
ksantrofil gibi bir¢ok bitki pigmentine ait renk ayrimlarini gozlemlemistir. Tsvett, buna
dayanarak yontemin renk ayriminin dl¢iilmesi anlamina gelen Yunanca da “chroma” renk ve

yazma anlamina gelen " graphein birlesimi olan kromatografi adin1 vermistir (J.F.K.Huber

ve ark,1971) .

Kromatografi, analizi yapilan bir numunedeki bilesiklerin ayirimima dayanan bir
yontemdir. Kromatografik yontemler ile kalitatif ve kantitatif analizler gerdeklestirilebilir.
Bu yontemde ayirimin esasi, analiz edilen numune de bulunan bilesiklerin sabit faza
(stationary phase) ve hareketli faza ( mobil phase) olan kimyasal ve fiziksel ilgilerinin

farkliligina dayanir (FrangoiseBressoll ve ark,1969).

Hareketli faz, numunedeki bilesikleri sabit faz (kolon) boyunca siiriikleyen degisik
fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip ¢ozeltilerdir. Kromatografik analizlerde ve ayirim
isleminde, o6zellikle sivi kromatografisinde kullanilacak hareketli fazin seciminde, analizi
yapilan numunedeki maddelerin kimyasal ve fiziksel yapisi, kullanilacak sabit faz ve

dedektor onemlidir ( RogerCauson , 1997).
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Sabit faz (stationary phase), hareketli faz igerisinde siiriiklenerek gelen numune
icerisindeki bilesiklerin fiziksel ve kimyasal etkilesime girdikleri ve bu nedenle kismen
alikonulduklar1 faz denir. Kromatografik metodolojiye gore farkli boyutlarda olan
materyallerden imal edilen ve kromatografik kolon adi verilen sabit fazlar ayirma

islemlerinde kullanilmaktadir.

Numune icerisindeki bilesiklerin, hareketli faz icerisinde yer alan bilesikler ve sabit faz
ait dolgu maddesiyle etkilesimlerinin farkliligi nedeniyle kolon igerisinde farkli siirelerde
alikonulur ve tutulurlar. Bu nedenle bilesikler birbiriden ayrilmis olarak kolonu farkli

surelerde terk ederler.

Bu kolonu farkli zamanlar da terk eden bilesikler detektore ulagtiginda alkilonma
zamanina (x-eksenine) kars1 dedektdr cevabina (y-eksenine) ¢izilerek kromatogram adi

verilen grafik elde edilir (Sekill.7).

Dedektor cevabi

Alikonma zamani

Sekil 1.7. Bir kromatogram 6rnegi
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1.6. Kromatografi ‘nin Simiflandirilmasi

Kromatografik yontemler: 1- Ayrilma mekanizmalarina gore, 2- Uygulama bigimine

gore ve 3- Faz tiplerine gore olmak iizere siniflandirilmaktadir.

1.6.1. Ayrilma Mekanizmalarina Gore:

(A) Adsorpsiyon kromatografisi:

Adsorpsiyon, bir karisimda bulunan sivi veya gaz halindeki maddelerin kat1 faz
izerine tutunmasidir. Adsorpsiyon kromatografisi ise 6rnek bilesenlerinin dolgu maddesinin
ylizeyinde farklt olarak tutunmalar1 sonucu meydana gelen bir ayirma islemidir.
Adsorpsiyon kromatografisinde; maddeler kat1 olan sabit faz ile sivi veya gaz olan hareketli

faz arasinda etkilesir ( Howard A.Chase ve ark, 1994) .

Faz tiplerine gore adsorpsiyon kromatografisi:

1) sivi-kati
2) gaz-katik

Sabit faz: Durgun veya hareketsiz fazdir. Hareketli faz : Sabit faz iizerinde hareket ederek

numune bilesenlerinin ayrilmasini saglayan fazdir
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Sabit faz ozellikleri:

- Ayrilmasi gereken maddeleri par¢alamamali

- Ayrilmas1 beklenen maddeler ile kimyasal reaksiyon vermemeli
- Adsorpsiyon kapasitesi yliksek olmali

- Adsorpladiklar1 maddeleri kolaylikla geri vermeli

B) Partisyon (Dagilma) kromatografisi:

Maddeler sivi olan sabit faz ile sivi veya gaz olan hareketli faz arasinda dagilir.
Birbiriyle karigmayan iki sividan, yani iki fazdan olusan bir faz sistemi i¢ine konulan madde
bu sivilardaki ¢oziiniirliigiine baglh olarak iki faz arasinda dagilir ve dengeye ulasir. Boyle
bir sistemde maddelerin dagilmasi sabit olup dagilma katsayisi ile ifade edilir ve Ky ile
gosterilir. Boylece K. degerleri birbirinden farkli olan maddeler kromatografik sistem
icersinde farkli hizlarda ilerleyerek birbirlerinden ayrilirlar. Boliisiim orani veya boliigim

katsayis1 olarak da adlandirilir ve Kc ile sembolize edilir.

Ke= Cs (1)
Cy

Burada Cs Ornegini sabit fazdaki, Cm ise mobil fazdaki molar konsantrasyonunu
simgelemektedir. Idealde, K genis bir érnek konsantrasyon araliginda sabittir. Bu nedenle
Cs ve Cm dogru orantilidir ve yukaridaki esitligin gegerli oldugu kromatografiye diizlemsel
kromatografi denir. Dogrusal kromatografinin, simetrik Gauss tipi pikler vermesi ve
alikonma zamanlarmin enjekte edilen analit miktarindan bagimsiz olmasi gibi 6zellikleri

vardir.
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Faz tiplerine gore partisyon kromatografisi:

1) s1v1 —s1v1

2) s1v1 - gaz

C) Iyon degistirme kromatografisi

Cozeltideki iyonlarin, ters yiiklii destek katisi iyonlarina olan ilgisine dayali bir
ayirmadir. Durgun faz zayif ya da kuvvetli, katyon ya da anyon degistirici bir recinedir.
Reg¢inenin sabit yiikii (-) ise buna ‘katyon degistirici regine’, (+) ise de ‘anyon degistirici
recine’ adi verilir. Analiz sirasinda reginenin tamamen iyonlasmis durumda olmasi
gerekmektedir. Hareketli faz genellikle tamponlanmis: istenen iyonlarin olusmasina neden
olan belli bir pH degerinde sulu ¢ozeltidir ve yiikii katinin sabit yiikiiniin tersi olan ‘zit
iyonu’ icerir. Yikii, hareketli fazin zit iyonlari ile ayni olan iyonik yapidaki 6rnek bilesenleri
katiya baglanmak i¢in zit iyonlarla yarisirlar. Zit iyonu yerinden ederek katiya kuvvetle
baglanan —uygun yiikte- bilesenler kolonda uzun siire kalirken, katiya zayifca baglanan,
uygun yiikte olmayan veya yiiksiiz olan bilesenler kolonu ¢abuk terk eder. Iyon degistirme
kromatografisi, kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon aktarmasina gore sirasiyla
anyon degistirme kromatografisi veya katyon degistirme kromatografisi olarak adlandirilir (

Alan Williams ve ark, 2001).

Iyon degistirme kromatografisi, kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon
aktarmasmna gore sirasiyla anyon degistirme kromatografisi veya katyon degistirme
kromatografisi olarak adlandirilir. Cl ve I karisiminin nitrat baglanmis anyon degistirici

RNO3 ile bilesenlerine ayrilmasinda gecerli dengeler asagidaki bicimdedir:
“RNQ; ¢=== RCI-+N

*RNQ; === R]+ NOs3
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D) Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi:

Karigimdaki  molekiillerin  molekiill biiytkliiklerinde gore ayrilmasi esasina
analizlenecek maddelere ait molekiiller boyutlarina gore ayrilmaktadir. Bu islem icin ¢ok
degisik por caplar1 iceren dolgu maddesiyle doldurulmus kolonlar kullanilmaktadir. Béylece
degisik caplardaki porlar birer elek gibi davranarak maddeleri boyut (caplarna) gore
alikoymaktadir ( Lewis M.Siege ve ark,1966).

E) Iyon Cifti Kromatografisi:

Bu teknik, 6zellikle iyonlagabilen asidik veya bazik maddelerin ayrilmasinda kullanilir.
Hareketli faza ilave edilen iyon cifti reaktif sabit faz tarafindan adsorplanir ve iyonize olmusg

maddeler bu iyon c¢iftleri ile iyonik etkilesime girerek birbirinden ayrilir.

F) Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, antijen ve antikor, enzim ve substrat veya reseptor ve ligand
arasindaki gibi oldukc¢a spesifik bir etkilesime dayali biyokimyasal karisimlarin ayrilmasi
icin bir yontemdir. Bir karisimdaki biyolojik molekiillerin molekiiler 6zelliklerden istifade
ederek saflagtirilmasi igin kullanilan bir tiir kromatografik laboratuar teknigidir. Enzimler ve
diger proteinler gibi biyolojik makromolekiiller, birka¢ farkli bag ve etkilesim vasitasiyla

yiiksek 0zgiinliikle diger molekiillerle etkilesime girer.
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Hidrojen baglanmasi, iyonik etkilesim, disiilfiir kopriileri, hidrofobik etkilesim ve
daha fazlasii iceren bu tiir etkilesimler. Afinite kromatografisinin yiiksek seciciligi, arzu
edilen molekiiliin duragan faz ile etkilesime girmesine ve kolonda sikistinlarak etkilesime

girmeyecek ve ilk dnce eliie edilecek istenmeyen materyalden ayrilmasiyla meydana gelir.

1.6.2. Faz Tiplerine Gore:

1.6.2.1. S1v1 kromatografisi

o Sivi-Kat1 kromatografisi

o S1vi-S1v1 kromatografisi

1.6.2.2. Gaz kromatografisi

o Gaz-Kat1 kromatografisi

. Gaz-S1v1 kromatografisi
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1.6.3. Uygulama Bicimine Gore:

Kagit kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Kolon kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC)
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1.7. Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC)

HPLC teknigi son teknolojik ve mikro iglemci gelismelerin sayesinde daha yiiksek
basing ve yeni kolon sistemleri ile UPLC seklinde kullanilmaktadir. Kromatografik
calismalarda Asirt Basingli  Sivi Kromatografisi (Ultra High-Performance Liquid
Chromatography-UPLC) UPLC’de fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilan molekiiller;
UV “photo diode array” (PDA) ve floresans dedektor sistemi kullanilarak analiz edilir.

UPLC yontemi cok g¢esitli alanlarda uygulanabilir. Bunlardan en yaygin
olanlari; farmakokinetik ¢aligmalar, proteomiks/metabolomiks ve ilag gelistirme
caligmalaridir. UPLC yaygin olarak farmasétiklerin farmakokinetik ¢aligsmalarinda
kullanilir ve bu bakimdan biyolojik analizler acisindan ¢ok siklikla kullanilir. UPLC
bir ayirma yontemidir. Bu yontem sayesinde kompleks bir karisimdaki bilesenleri
birbirinden ayirir. Soyle ki, her kompleks bir karisgim i¢indeki kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri farkli olan bilesiklerin hareketli ve sabit faz ile etkilesmeleri birbirinden farkli
oldugu i¢in kromatografik ayrim saglanir. UPLC cihaz semas1 ve yoOntem ile bir analiz
islemi Sekil 1.8.” de gosterilmistir. Bu karisimda x , y ve z maddesi X c¢oziiciisiinde
¢oziinmiistir. Ornek numune UPLC cihazina enjekte edildiginde, pompa vasitasiyla
hareketli faz kolon boyunca tasmir ve bdlmelere ayrilir. Hareketli faz Ornekteki
bilesenleri kolon boyunca hareket ettirir. Numunedeki x , y ve z bilesikleri siitunun

icinden gecerek hareket eder.
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Kolon igerisinde y ve z sabit fazla x den daha fazla etkilesim halindedir.
Boylece y ve z kolonda x den daha uzun siire tutulur. Sonug itibartyla x, kolondan y
ve 7z’ den Once ortaya c¢ikar ve x’ nin tutulma zamani y ve z’ den daha kisadir.
Kolondan g¢ikan maddeler detektorler (algilayicilar)  vasitasiyla  kaydediciye
kromatogram olarak aktarilirlar (Sekil 1.8.). Detektor tepkilerinin zamana gore kaydi

sonucu bir kromatogram olusur.

_ Y
sems {0
. Z |
0
il
o , f |
el el it o ghhee o o
200 3
Coziicii veya ¢ozelti tanklan Zaman
R Kromatogram
Enfelsiyon OO 7 B Y ) |. Dedektor T
Unitesi
Kolon sistemi
25
L -]
=
=
Numune Atik

Sekil 1.8. UPLC sistemi ve cihaz semas
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1.8. Cihaz semasi:

I- Pompa

2- Otomatik enjeksiyon sistemi
2- Kolon

4- Dedektor

5- Kadedici seklinde 6zetlenebilir.

Analiz siiresince kullanilan mobil fazin iceriginde gerceklesen degisim ve mobil
faz1 olusturan ¢ézgenlerin karistirtlma prensibine gére HPLC sistem tiirleri genel olarak
3 farkli kategoride gruplandirilmaktadir. Bu kategorilerin temel hali olan izoktarik
sistemde analiz siiresince mobil fazin icerigi degismezken diger sistemlerde degisim

gerceklesmektedir.

Izokratik Sistem: Mobil faz igeriginin veya oranmnin analizi siiresince degismedigi

sisteme izokratik sistem denilir.

Gradient Sistem: Mobil faz igeriginin veya oraninin analiz siiresince degistigi sisteme
gradient sistem denilir.
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1.9. Normal faz kromatografi ve Ters faz kromatografi

1.9.1. Normal faz kromatografi

Sabit faz polar (Silikajel-Polimer ve iizerine baglanmis —CN, -NO; veya NH»
dolgu maddeleri) maddelerden ve mobil faz non-polar yada diisiik polariteye sahip
( Etileter, Kloroform, Hekzan vb. ¢oziiciiler ve karisimlar1) maddelerden olugsmaktadir.
Diistik polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip maddelerin
birbiri i¢inde dagilma 6zelligi yiiksek oldugu icin diisiik polariteye sahip analit mobil
fazda ¢ok iyi ¢oziiniir ve kolondan ilk dnce cikar. Ayrica yine ayni 6zellik sebebiyle
apolar analit polar sabit fazla az etkilestiginden dolay1r kolonda kisa siire tutunabilir.
Alikonma zamani kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma zamanin

arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir.

1.9.2. Ters faz kromatografi:

Sabit faz apolar ( Silikajel-Polimer ve tizerine baglanmis C18, oktil veya fenil gruplari,
metil, etil ve —-NH: gruplu dolgu maddeleri) maddeler ve mobilfaz polar (Metanol,
Asetonitril, Tetrahidrofuran gibi gii¢lii organik ¢dziiciilerin zayif ¢6ziicli olan sulu veya

tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis karisimlar) maddelerden olusmaktadir.
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Yiiksek polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer oOzelliklere sahip
maddelerin birbiri i¢inde dagilma 6zelligi oldugu icin yiiksek polariteye sahip analit
mobil fazda c¢ok iyi ¢Oziinlir ve kolondan ilk 6nce c¢ikar. Ayrica yine ayni 6zellik
sebebiyle polar analit apolar sabit fazla az etkilestiginden dolayr kolonda kisa siire
tutunabilir. Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma
zamanini arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirillir.  Genel olarak, normal Faz
Kromatografide, diisiik polariteye sahip mobil fazda alikonma zamanlar1 uzun,
polaritesi arttiritlmis mobil fazda alikonma zamanlar1 kisadir. Ters Faz Kromatografide,
ylksek polariteye sahip mobil fazda alikonma zamanlari uzun, polaritesi azaltilmisg

mobil fazda alikonma zamanlar: kisadir.
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1.10. Dedektor

Dedektor HPLC donaniminda 5 temel bilesenden birisidir. HPLC cihazinda kullanilan
dedektor ¢esitleri agagida agiklanmaktadir.

1.10.1. UV/Goriiniir Bolge (UV/Vis) Dedektorii

Lambert-Beer kanununa gore zamana karsi absorbans ol¢iiliir. Genellikle tek veya
en fazla iki farkli dalga boyunda es zamanli 6l¢iim yapilabilmektedir. Ekonomik olmasi
ve genis uygulama alanina sahip olmasi nedeniyle en sik kullanilan dedektordiir. Diger
dedektorlerin sahip olduklar1 uygulanabilirilik kisitlamalar1 nedeniyle,uygulanabilen
madde grubu sayist bakimindan en iyi performansa sahiptir, ayrica bakim ve
kullaniminin kolay olmasi da tercih nedenlerindendir. UV absorsiyon dedektorleri 180
ile 350 nm dalgaboyu arasindaki 15181 absorbe eden maddeler i¢in kullanilirlar.
Ortaklanmamis elektron ciftine sahip olanlar ve cift bag yapmis olan maddeler gibi ¢ogu
madde bu dalga boylar1 arasindaki 1s1g1 absorblarlar. UV dedektor sensorii 1uL ile
arasinda kapasiteye sahiptir. UV 15181 bu gozden gegip bir foto-elektrik goze diisecek
sekilde ayarlanir. Fotoselden ¢ikan yanit modifiye bir amplifikatdre ordanda bir kayit

aleti ile data sistemine kaydedilir.
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1.10.2. Fotodiyod (Photodiode Array-PDA) Dedektorii

Diyot detektorleri (ayrica bir DAD dedektorii veya daha spesifik olarak HPLC
PDA dedektorii olarak anilir), molekiiler karisimlardan veya kromatografik olarak
ayrilmis orneklerden spektral profiller elde etmek icin kullanilir. Bir akis hiicresi, statik
sollisyon veya kat1 madde igerisindeki molekiilleri analiz etmek i¢in kullanilmig olsunlar,
ultra hizli, diistik giiriiltiili spektrum analizi saglar; rezoliisyon, belirli bir dalga boyu
araliginda dagitilan diyot sayisina gore degerlendirilir. Bir HPLC foto diyot dizisi
detektorii, molekiil agirligi, hidrofobiklik (ters faz) veya iyonik yiik ile ayristirma
aygitlarinin eluatlarina birlestirilir ve boylece onlart HPLC i¢in 6nemli hale getirir. Belli
HPLC PDA dedektorleri, 190 nm'lik UV'den 1 mikron'a kadar Yakin IR'ye kadar tim
spektrumu idare ederken, digerleri 6zellikle ¢oziiniirliik ve gogullama agisindan en {ist
diizeyde esneklik saglamak i¢in 2048 6geye kadar UV, gorsel veya yakin IR'yi hedef alir.
Bu makineler 190 Hz'e kadar yliksek 6rnekleme hizlar saglar ve giiriiltiiyii sinirlamak
icin sensorlerin termo elektrik (Peletier) sicaklik kontrolii saglar. HPLC foto diyot dizisi
dedektorii dedektorleri, bilesen tanimlama ve ¢oklu spektral goriintiiler igin spektral
kiitiiphaneler kullanarak spektrumlari isleme i¢in programlanabilirlik sunar. Fotodiyot
15181, calisma moduna bagli olarak, akim veya gerilime doniiitiirebilen bir foto
dedektordiir. Yeterli kitenik enerjiye sahip bir 151k fotonu fotodiyot yiizeyine ¢arptiginda
bir elektronu uyararak serbest bir elektron ve bos bir orbital olusumuna neden
olmaktadir. Birlesme ylizeyine 151k gelince, bu 15181n verdigi enerji ile kovalan baglarin
kiran P bolgesi elektronlari, gerilim kaynaginin pozitif kutbunun ¢ekme etkisi nedeniyle
N bolgesine ve oradan da N bolgesi serbest elektronlari ile birlikte kaynaga dogru
akmaya baglar. Diger taraftan, kaynagin negatif kutbundan kopan elektronlar, diyodun P
bolgesine dogru akar. Boylelikle gelen 1518in siddetiyle orantili olarak olusan akim
elektronik  ¢eviricilerde ¢evrilerek absorbans siddeti olarak kromatogramda

goterilir( Paul D ve ark, 2000).
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1.10.3. Floresans ( Fluorescence) Dedektorii

Floresan dedektorler, muhtemelen mevcut modern HPLC bulucular1 arasinda en
duyarl olanlardir. Akis hiicresinde tek bir analit molekiiliiniin varligini bile tespit etmek
miimkiindiir. Tipik olarak, fliioresan duyarliligi giicli UV emici malzemeler i¢in UV
detektoriinden 10-1000 kat daha fazladir. Floresan dedektorler digerleri arasinda c¢ok
spesifik ve secici optik dedektorlerdir.

Bu, normalde numunelerde spesifik fliioresan tiirlerinin dl¢iilmesinde bir avantaj
olarak kullanilir. Spesifik fonksiyonel gruplara sahip olan bilesikler daha kisa dalga boyu
enerjisi ile uyarildiginda ve fliioresan denilen yiiksek dalga boylu radyasyon yayarlar.
Genellikle, emisyon uyariya dik ag1 ile Olgiiliir. Tiim bilesiklerin yaklasik% 15'1 dogal
olarak fliioresan1 haizdir. ~ Ozellikle aromatik bilesenlerde konjuge pi elektronlarin
varlig1 en yogun fliioresan aktivitesini verir. Ayrica, karbonil gruplarina sahip alifatik ve
alisiklik bilesikler ve yiiksek oranda eslenik cift bag iceren bilesikler fliioresan, ancak
genellikle daha diisiik bir dereceye kadar. Cogu ikame edilmemis aromatik
hidrokarbonlar, halka sayisi, yogunlasma dereceleri ve yapisal katiliklariyla birlikte artan
kuantum verimiyle fluoreserlesirler. Fliioresan yogunlugu hem uyarma hem de emisyon
dalga boyuna baghdir, digerlerinin emisyonunu bastirirken bazi bilesenlerin segici olarak
tespit edilmesine izin verir. Herhangi bir bilesenin algilanmasi, secilen dalga boyuna
baglhidir ve eger bir bilesen 280 ve 340 em'de algilanabilirse, bir digeri kagirilacaktir.
Modern dedektorlerin ¢ogu uyar1 ve emisyon dalga boyunun hizli bir sekilde
degistirilmesine izin verir, bu da karisimdaki tiim bilesenleri algilama imkani sunar.
Ornegin, ¢cok &nemli poliniikleer aromatik kromotogramda, uyarma ve emisyon dalga

boylar1 ilk 6 bilesen i¢in sirasiyla 280 ve 340 nm idi ve daha sonra 305 ve 430 nm
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degerlerine degistirildi; Son degerler, bilesiklerin hassas algilanmasina izin vermek i¢in

en 1yi uzlagmay1 temsil eder ( Sreemant bas ve ark, 2007).

1.10.4. Tletkenlik (Conductivity) Dedektorii

Katharometer olarak da bilinen termal iletkenlik detektorii (TCD), gaz
kromatografisinde yaygin olarak kullanilan bir yiginsal 6zellik detektorii ve kimyasala
ozgli bir detektordiir. Bu dedektor, kolon atiginin termal iletkenliginde meydana gelen
degisiklikleri algilar ve referans bir tasiyict gaz akisiyla karsilastirir. Cogu bilesik,
helyumun veya hidrojenin ortak tasiyict gazlariminkinden daha diisiik bir termal
iletkenlige sahip oldugundan, bir analit kolondan akitildiginda, atik su iletkenligi azaltilir
ve saptanabilir bir sinyal tretilir. TCD, sicaklik kontrollii bir hiicrede elektrikle 1sitilan
bir filamentden olusur. Normal kosullar altinda filamentten dedektér govdesine sabit bir
1s1 akis1 vardir. Bir analit elute edildiginde ve kolon atiginin 1s1l iletkenligi azaltildiginda,
filament 1sin1r ve direnci degistirir. Bu direng degisikligi genellikle dlgiilebilir bir gerilim
degisikligi tlreten bir Wheatstone kopriisii devresi tarafindan algilanir. Kolon atigi,
direnclerden birinin {izerine akarken, referans akisi dort diren¢ devresindeki bir ikinci

direng tlizerindedir.
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1.10.5. Refraktif Indeks ( Refractive Index) Dedektorii

Refraktif indeks (RI) detektorii HPLC'de tek evrensel detektordiir. Algilama
ilkesi, akis hiicresi icinden gegen kolon atiginin refraktif indeksindeki degisimin
Ol¢iilmesini igerir. Numune ve mobil faz arasindaki RI farki ne kadar biiyiik olursa
dengesizlik o kadar biiylik olur. Boylece, numune ile hareketli faz arasindaki RI'daki
yiiksek fark igin duyarlilik daha yiiksek olacaktir. Ote yandan, karmagik karisimlarda,
numune komponentleri genis bir refraktif indeks degerlerini kapsayabilir ve bazilar1 da
mobil fazinkiyle yakindan eslesebilir ve detektor icin goriinmez olur. RI dedektorii saf
bir diferansiyel enstriimandir ve eluent bilesimindeki degisiklikler dedektdriin yeniden
dengelenmesini gerektirir. Bu faktor, ayirma islemini gerceklestirmek i¢in analiz
sirasinda mobil faz kompozisyonunun degistirildigi gradiyent eliisyonunu gerektiren
analizlerde RI detektor uygulamasini ciddi dlgiide sinirlamaktadir. RI dedektorlerinin iki
temel tiirli bugilin piyasada. Her ikisi de, numune iceren tarafin numune icermeyen
referans tarafiyla siirekli olarak karsilastirildigi iki yollu bir hiicrenin kullanilmasini

gerektirir ( K. Carlsson ve ark, 1991).

1.10.6. Elektrokimyasal (Electrochemical) Dedektor

Elektrokimyasal dedektdr, ayni zamanda popiiler bir sivi kromatografik
detektordiir. Bazi bilesikler icin ek segicilik ve duyarlilik nedeniyle kromatograf ile

degerlendirilmelidir. Bu dedektdr, analitin uygun bir elektrotda oksidasyon / indirgeme
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reaksiyonundan kaynaklanan akim o6l¢iimlerine dayanir. Akim seviyesi dogrudan analit
konsantrasyonu ile orantili oldugu i¢in, bu dedektor niceleme icin kullanilabilir ( Aylin

Aytac ve ark, 2011).

1.10.7. Kiitle Spektrometri Detektorii

Kiitle detektorii, yiiksek basingli sivi kromatografisi ile karbonhidrat ve lipid
analizleri i¢cin RI saptamasina alternatif olarak arastirilmistir.  Enstriiman cogu RI
dedektoriinden daha duyarli bulundu ve gradyan ayristirma islemi de

gergeklestirilebildiginden ortaya ¢ikan kromatogramlar iyilestirilmis ¢oziiniirliik gosterdi.

1.11. Sistem Uygunluk Parametreleri

Kromatografik yoOntemlerin bir pargasidir. SUT yoOntemin kabul edilebilir
dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirtir. Gerekli islem ve hesaplamalar yontem
gelistirilmesi ve validasyon islemlerinin tamamlanmasindan sonra veya islemler

stirasinda yapilir.
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1.11.1. Teorik Tabaka (Plaka) Sayis1 (N)

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve
piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N'nin sayisal degeri, analizi yapilan
maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina 6érnegin, akis hizi, sicaklik, kolon
kalitesi, dolumun tek bigimliligi gibi ¢esitli faktorlere de baglidir (Da-WeiWang ve ark ,
2009) .

N=16 [f—Rj )

Tavsiye edilen deger N > 2000 dir.
tr =Maddenin alikonma zamani

W = Elde edilen pikin taban genisligi
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1.11.2. Kuyruklanma Faktorii (T) ve Asimetri Faktorii (As):

Bu faktor pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. Caligmalarda daima simetrik pikler
secilmelidir. Simetrik olmayan piklerden

1. Dogru olmayan tabaka sayis1 ve ayirim giicii sonuglari,

2. Kararli olmayan miktar tayinleri,

3. Gozlemlenemeyen pik kuyruklanmalari,

4. Alikonmanin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi gibi sorunlarla karsilasilir.

Pik asimetrisi (As) taban yiiksekliginin %10'u civarinda, kuyruklanma faktorii (T)
de %S5'1 civarinda oOlgiiliir. Bu durumlarla karsilasmamak i¢in As'nin 0,95-1,2 arasinda;

T'nin de T < 2 olmasi istenir.

(6ne yonelmek) (Kuyruklanma)

Asimetri Faktorleri = %

Sekil 1.12. Asimetri Faktorleri
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1.11.3. Kapasite Faktorii (k):

Alikonma faktorii de denir ve k ile sembolize edilir. Kolonda ¢6ziinen 6rnegin gog
hizin1 agiklamada sik¢a kullanilan 6nemli bir terimdir. Kapasite faktoriiniin saysal degeri
1’ den ¢ok kiigiik olursa eliisyon ¢ok hizli olacagindan alikoma zamanin tayini zorlasir.
Tersi durumda, kapasite faktoriiniin 20-30’dan biiyiikk olmasi durumundaysa eliisyon
zamani asir1 uzun olur. idealde, kromatografik analizler kapasite faktdriiniin 2< k’<10

oldugu durumlarda gergeklestirilir.

Kromatogram
Auto-Scaled Chromatogram
|
0.20 5
0.15
1 =
o
o
< =
< 1 t
0.104 |
0.05
1 [Te] (]
o w
© <
] o -
0.00 —t— - LA _
0.00 050 © o ade 150 | 200 250 300 350

Minutes

Sekil 1.13. Kromatograma ait genel degisimler ve birimler
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k/:tR_tO (3)
Lo

1.11.4. Secicilik Faktorii

Relatif alikonma (relative retention) olarakta adlandirilir ve a ile sembolize edilir.
Sistemin birbirini takip eden 2 maddeyi ayirma giiclinlin bir gostergesi olup, kapasite

faktorlerinin oranidir. Mobil ve sabit fazin 6zelliklerinden ve sicakliktan etkilenir.

o= ks 4)

1.11.5. Ayirma Faktorii:

Ayirma faktorii (Resolution Factor) R ile sembolize edilir. Birbirini takip eden
iki adet bilesene ait piklerin birbirinden ayirimlarinin bagarisini (oranini) gosterir. Takip
eden piklere ait maksimallar aras1 mesafenin iki pik’e ait genisliklerin (birimi dakika)

toplamina boliinmesiyle hesaplanir.
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witw,

re 2.t )

t.: 1. Maddenin alikonma zamani

t2: 2. Maddenin alikonma zamani
Wi: 1. Maddenin taban genisligi
Wa2: 2. Maddenin taban genisligi

Takip eden pikler i¢in iyi bir ¢ozliniirliikten bahsedebilmek icin hesaplanan R degerinin
1-1.5 civarinda olmasi istenir.

Ri=0.8 R>=1.0 Rs=1.25

Sekil 1.14. Ayirma giicline gore kromatogramlar
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1.12. Van Deemter denklemi

Kromatografide Van Deemter denklemi, bir ayiwrmanin fiziksel, kinetik ve
termodinamik 6zelliklerini g6z Oniine alarak bir ayirma kolonunun birim uzunlugundaki
varyanst dogrusal mobil faz hizi ile iliskilendirir. Bu 6zellikler siitun igerisindeki yollari,
diflizyonu (eksenel ve uzunlamasina) ve sabit ve hareketli fazlar arasindaki kiitle transfer
kinetigini igerir. S1vi kromatografisinde hareketli faz hizi, ¢ikis hizi, yani ml / saniyedeki
akis oraninin 'kolon-¢ikis akis yolunun kesit alanina orani olarak alinir. Paketlenmis bir
siitun i¢in, kolon ¢ikis akis yolunun kesit alan1 genellikle kolonun kesit alaninin 0,6 kat1
olarak alinir. Alternatif olarak, dogrusal hiz, siitun uzunlugunun 6lii zamana orani olarak
aliabilir. Mobil faz bir gaz ise, basing diizeltmesi uygulanmalidir. Kolonun birim
uzunlugu bagina varyans, kolon uzunlugunun kolon verimliligine teorik plakalar i¢cindeki
orani olarak alinir. Van Deemter denklemi, birim siitun uzunlugu basma minimum
varyansin olacagi ve dolayisiyla maksimum bir etkinligin olacagi konusunda bir
optimum hiz oldugunu 6ngdren hiperbolik bir islevdir. Van Deemter denklemi, hiz
teorisinin kromatografi eliisyon islemine ilk uygulamanin sonucudur ( Walter L ve ark,

1961).

Van Deemter denklemi, bir kromatografik kolonun ¢oziiniirliiglinii (HETP, teorik
bir plakaya esdeger yiikseklik) asagidaki gibi pik genislemeye neden olan ¢esitli akis ve

kinetik parametrelere iliskilendirir:

HETP=A + B + ( Cs+Cn) . u (6)
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HETP = kuramsal bir plakaya esit yiikseklik, kolonun ¢6ziilme giicii 6l¢iisii [m]

A = lIdeal olmayan bir paketleme yoluyla kanalizasyon ile ilgili Eddy-difiizyon

parametresi [m]

B = Salmma pargaciklarinin uzunlamasina yondeki diflizyon katsayisi, dagilim ile

sonuglanir [m? s7']

C = Analitin seyyar ve duragan faz arasindaki kiitle transfer katsayisi direnci [s]

U = Dogrusal Hiz [m s]

Mobil fazin ortalama dogrusal hiz1 ile plaka yiiksekligi:

Optimum hiz

Minimum tabaka
yiiksekligi

Tabaka yuksekligi

Mobil faz hiz1

Sekil 1.15 . Mobil faz akis hizina kars1 teorik tabaka yiiksekligi
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Bu gibi ¢izimler, optimum hareketli faz akis oraninin belirlenmesinde Snemli

miktarda kullanilmaktadir.

Van Deemter denkleminin formu, HETP'nin belirli bir akis hizinda minimum bir
degere ulasacagi sekildedir. Bu akis hizinda, pratikte eliisyon siiresinin pratik
olmayacag1 diigiiniilse de, kolonun ¢oziilme giicli en iist diizeye ¢ikar. Van Deemter
denklemini hizla iliskili olarak farklilagtirmak, elde edilen ifadeyi sifira esit ayarlamak

ve optimum hiz i¢in ¢6zmek asagidaki hususlar ortaya ¢ikarir:

u=— (7)

L: kolon uzunlugu

¢, Alikonma siiresi(retention time)

1.13. Analitik Yontem Gegerliligi (Validasyonu)

Kromatografik yontemler i¢in validasyon deneylerine ait, belirlenmis bir parametre
onceligi veya siralamasi mevcut degildir, dolayisiyla optimum siralama daha cok

kullanilan metoda gore olusturulmaktadir. Ancak literatiirde benzer konuda atif almakta
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olan makalelere gore, bir sivi kromatografik metod i¢in, asagidaki tablodaki siralamanin

uygun olabilecegi ve sik¢a kullanilmakta oldugu bildirilmistir.

1.13.1.0zgiinliik

Ozgiilliik, mevcut olmasi1 beklenen bilesenlerin varliginda analiteyi agik¢a
degerlendirebilme yetenegidir. Tipik olarak bunlar, yabanct maddeler, pargaciklar,
matris vb. icerebilir.Bireysel analitik prosediiriin 6zgiilliigliniin olmamasi, diger
destekleyici analitik prosediir (ler) tarafindan telafi edilebilir ( NOTE FOR GUIDANCE

ON VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES:TEXT AND METHODOLOGY ,June
1995 CPMP/ICH/381/95).

Bu tanim asagidaki sonuglari igerir:

Tanimlama: bir analitin kimligini saglamak.

Saflik Testleri: Gergeklestirilen tiim analitik prosediirleri ,Bir analitin yabanci madde

iceriginin dogru bir sekilde ifade edilmesine izin verir.

Deney (igerik veya etki): Kesin bir sonug¢ saglamak i¢in bir numunedeki analitin icerigi

hakkinda dogru bir agiklama yapilmasina olanak tanir.

69



1.13.2. Dogrusalhik

Bir analitik prosediiriin dogrusalligi, numunedeki analit konsantrasyonu ile dogru
orantil1 olan test sonuglarni elde etme yetenegidir (belirli bir aralikta) (NOTE FOR

GUIDANCE ON VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES: TEXT AND
METHODOLOGY ,June 1995 CPMP/ICH/381/95 ).

1.13.3. Kesinlik

Test i¢in ve kirliliklerin nicel tayinine yonelik testlerin gegerliligi, hassasligin
arastiritlmasini igerir (NOTE FOR GUIDANCE ON VALIDATION OF ANALYTICAL
PROCEDURES: TEXT AND METHODOLOGY ,June 1995 CPMP/ICH/381/95 ).
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1.13.4. Dogruluk

Kor ornek cozeltisine 3 farkli konsantrasyonda analit eklenir (spiking). Gergek
degerler kullanarak valide edilecek HPLC metodu ile elde edilen sonuglarin sapmasi

hesaplanir.

1.13.5. Giinler (6lciimler) arasi kesinlik

Standart farkli konsantrasyonlarda 15 giin boyunca enjekte edilir. Bu islem 3 farkl
Operator tarafindan ayni partiden 3 farkli analitik kolon kullanarak gerceklestirilir.

Miktarlarin kesinligi dl¢iiliir.

1.13.6. Yakalama Siniri

Yakalama sinir1 ( limit of detection — LOD) bir numunede 6l¢iilebilen degil,

algilanabilen bir analitin en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanir. Bir analitin belirli
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bir degerin iistiinde veya altinda olup olmadigini belirleyen bir sinir testidir. Belirtilen

bir sinyal / giiriiltii oranina, genellikle 3: 1'e konsantrasyon olarak ifade edilir.

1.13.7. Tayin S

Tayin smir1 ( quantitation limit — LOQ), numunedeki bir analitin, metodun
belirtilen operasyonel sartlar1 altinda kabul edilebilir hassasiyet ve hassaslikla

saptanabilen en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanir.

Bazen, LOQ'yu saptamak i¢in 10: 1'lik bir sinyal / giiriiltii oran1 kullanilir. Bu
sinyal-giirliltii oran1 iyi bir kuraldir, ancak LOQ'mun belirlenmesinin konsantrasyon ile
gerekli hassasiyet ve dogruluk arasinda bir uzlasi oldugu unutulmamalidir. Yani, LOQ

konsantrasyon seviyesi diistiikce hassasiyet artar.
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1.13.8. Esneklik (Ruggedness) ve Saglamlik (Robustness)

Esneklik (Ruggedness), farkli 6rnekler gibi gesitli kosullar altinda ayni numunelerin
analizi ile elde edilen test sonucglarinin tekrarlanabilirlik derecesi olarak tanimlanir.

Ornek olarak :

- Laboratuarlar;

- Aletler;

- Reaktif partileri;

- Gegen deney siireleri;
- Deney sicakliklari; ve

- QGiun.

Geleneksel olarak saglamlik (Robustness), en kati sekilde bir dogrulama
parametresi olarak diisiiniilmemistir, c¢iinkii yontem genellikle en azindan kismen
optimize edildiginde yontem gelistirme sirasinda arastirtlir. Bu baglamda
diisiiniildiigiinde, yontemi etkileyen parametreler secicilik veya optimizasyon amaglari
icin manipiile edildiginde kolaylikla tanimlanabildiginden gelisme sirasindaki
saglamligin degerlendirilmesi mantikli olur. Resmi ydntem dogrulama siirecinin
baslamasindan once ya da basinda saglamligi degerlendirmek "su an bana para

odeyebilirsiniz" ya da daha sonra ddeyebilirsiniz kategorisine girer.
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1.14. Deneysel Uzay Kavram

Bir aragtimay1 gergeklestiren arastirmaci her deneyi Olgen bir degiskenle
ilgilenir. Bu degisken (biiyiikliikk) cevap olarak adlandirilir. Bu cevabin degeri bir ¢cok
degiskene baglidir. Deneysel tasarim ve optimizasyon terminolojisinde, degisken terimi
yerine faktdr kelimesi kullanilir. Bu cevap degiskeni, bir veya bir ¢cok faktdre bagl

olacaktir. Bir faktor Sl¢iilii bir eksen ile temsil edilebilir (Sekil 1.16).

Faktor Uzay1
/
—————
)
,/'Jf 1 - \ Faktor 1
- Yiiksek Seviye
Diisiik Seviye

Sekil 1.16. Faktoriin alt seviyesi -1 ile list seviyesi +1 ile gosterilir. Faktoriin degisim alan1 diisiik
ve yliksek seviyeler arasini kapsayan biitiin degerlerden olusur.

Diisiik seviye ve yiiksek seviye arasindaki faktorii kapsayabilen biitiin
faktorlerin hepsi faktoriin degisim alan1 veya basit olarak faktor alani olarak adlandirilir.

Sonra her zaman diisiik seviye -1 ile yliksek seviye +1 ile gosterilir.
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Eger ikinci bir faktdr varsa o da 6lciilii ve yonlendirilmis bir eksen ile temsil
edilebilir. Birinci faktorde oldugu gibi ikinci faktoriin de diisiik seviyesi, yliksek seviyesi
ve onun de@isim alan1 aym sekilde tarif edilir. Ikinci eksen birinci eksene dik olarak
diizenlenmistir. Boylece iki boyutlu oklidyen “euclidean” uzay1 olarak tarif edilen

koordinat sistemi elde edilir. Bu uzay, deneysel uzay (alan) olarak adlandirilir (Sekil
1.17)

Faktir 2

Deneysel Uzay

e
L

Faktar 1

Sekil 1.17. Her faktor olgiilii ve yonlendirilmis bir eksenle temsil edilir. Bu faktorlerin
eksenleri kendi aralarinda birbirine diktir.

Faktor 1’in seviyesi xi ve faktér 2’nin seviyesi X» , deneysel uzaym bir
noktasmin koordinatlar gibi dikkate alinir (Sekil 1.17). Oyleyse verilen deney eksenleri
bu sistem icinde bir noktayla temsil edilebilir. Ayrica deneylerin bir plan1 veri

noktalarinin kiimesiyle temsil edilebilir.
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&
_':.: Deneysel Nokta
s i

Faktor 1  (x;)

Sekil 1.18. Deneysel uzayda faktorlerin seviyeleri deneysel noktalar ile tarif edilir.

Faktorlerin alanlarinin gruplandirilmasi ¢caligma alani ile tanimlanir. Bu ¢aligma
alani, deneyleri gerceklestirmek icin arastirmaci tarafindan segilen deneysel uzayin
bolgesidir. Bir arastirma, deneysel alanindaki hareket noktalar1 ile temsil edilir (Sekil
1.18). Uzay koordinat sisteminde noktalar ile bir deneyin temsili, deneyin geometrik

gosterimidir. Arastirmanin diger bir gosterimi sonraki boliimde agiklanmaktadir.

A
Faktor 2
+1 ® @
® o
o
) @
1 ® ®
=3 +1 Faktor 1

Sekil 1.19. Deneysel noktalar bir arastirmaci tarafindan tanimlanan inceleme alaninda
diizenlenir.
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Daha oOnce yapilan tanimlar siirekli degiskenlere de uygulanabilir. Fakat

degiskenlerin diger cesitleri de mevcuttur.

1.15. Cevap Yiizeyi Kavram

Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisinde, X; seviyeleri deneysel bir
noktanin koordinatlar1 ile temsil edilir ve y degeri bu noktadaki cevabin degeridir. Bu
nokta, deneysel uzaya dik olan bir eksen ile tanimlanir ve cevapla iligkilidir. Deneysel
tasarim ve cevabin geometrik sunumu deneysel uzaydan ziyade birden fazla boyuta
sahip olan bir uzay gerektirir. iki faktorlii bir deneysel tasarim iic boyutlu bir uzay:

kullanir. Soyleki, cevap i¢in bir boyut, iki faktor i¢in de iki boyut kullanilir.

Calisma alaninin tiim noktalarinin bir dizisi cevap yiizeyi adi verilen bir yiizey

iizerinde lokalize olan cevaplarin tamamidir (Sekil 1.20).

Deneysel noktalarin sayist ve konumu deneysel tasarimin temelini
olusturmaktadir. Deneylerin sayisinin sinirlandirilmasi ise cevap ylizeyinin en 1iyi

dogrulukla elde edilmek isteniyor olmasidir.
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Sekil 1.20. Calisma alaninin noktalart ile ilgili cevaplar cevap yiizeyini olusturur.

Deneysel tasarimin noktalarinda Olclilen bazi cevaplar, yiizey cevabinin

denkleminin hesaplanmasina olanak tanir.
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1.16. Matematiksel Modelleme Kavrami

Once, faktorlerin cevabr ile ilgili bir matematiksel fonksiyon segilir. Ornegin

ikinci dereceden polinomiyal bir fonksiyon asagidaki gibi sunulabilir.

y=Dbo + Z bixi+Z bjjXixj + ... + Z biixi® + bjj.2 Xi Xj. Xz (8)

Bu denklemde y, cevap veya ilgili biiyiikliiktiir. Bu y degeri deney esnasinda
Olgiiliir ve belirli bir dogruluk ile elde edilir. X; bir deneyi gerceklestirmek igin
arastirmaci tarafindan bir 1 faktorii ile ilgili seviyeyi temsil eder. Bu deger tamamen
bilinen bir degerdir. Aym sekilde bu seviyenin hatasiz bir sekilde tayin edildigi kabul
edilir. bo, bi, by, bi bunlar katsayilardir. Onceden kabul edilen matematiksel modelin
katsayilardir. Bunlarin degeri bilinmez ve deney sonuglarindan hareketle degerleri

hesaplanir.

Bir tasarim ve optimizasyon isleminde faktorler ile cevabi modellemenin
faydasi, deneyleri yapmak zorunda kalmadan c¢alismanin Dbiitiin cevaplarin

hesaplayabilmektir.
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1.17. Modelleme

Yukarida agiklanan modele iki ekleme yapmak gerekir. Bunlardan birincisi
uyum eksikligidir. Bu ifadenin anlami, incelenen olaya etki eden gergek modelin daha
once Onerilen bir modelden farkli oldugu ger¢egini yansitmasidir. Bu iki model arasinda
bir fark vardir. Bu fark uyum eksikligidir. Ikinci ekleme, cevabin rastgele yapisimnin
dikkate alinmasidir. Gergekte ayni deneysel noktada cevabin birgcok kez dlgiilmesinde
tamamiyla ayni1 sonuglar elde edilememktedir. Sonuglar bir degere etrafinda sagilir. Bu

sacilmalar deneysel hatalar olarak adlandirilir.

Bu iki gozlenen fark yani uyum eksikligi ve deneysel hata, cogu zaman e ile

ifade edilen model hatasi igerisinde birlestirilir.

y=bo+ X bixi+Z bjjXixj + ... + £ biixi® + bij. 2 Xi Xj. Xz +€ 9)
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1.18. Denklemlerin Sistemi

Her bir deneysel nokta, bir cevap degerinin elde edilmesine imkan tanir. Bu
cevap, katsayilarinin bilinmedigi ancak tayin edilmesi gereken bir polinom ile

modellenir.

Deneysel tasarimin sonunda p pilinmeyenli n sayida denklem sistemi elde edilir.
Burada n deney sayisi, p modeldeki katsayilar1 gosterir. Bu sistem matris notasyonunda

basit bir bicimde asagidaki gibi yazilir;

y=Xpt+ e (10)

y cevap vektorii, x ise tasarimi ve On modeli icin se¢ilen deneysel noktalara

bagli matris, b katsayilarin vektori, e ise hatalarin vektoriidir.

Bu sistem denklem sayisindan daha ¢ok bilinmeyen sayisina sahiptir. Yani n
denklem sayis1 iken p+n kadar bilinmeyen s6z konusudur. Bu denlem sistemini ¢ozmek
icin en kiigiik karelere dayanan regresyon yontemi kullanilir. Boylece katsayilarin

degerlendirilmesi yapilir. Bu hesabin sonucu;

b= (xx)! x'y (11)

81



X matrisi X’in traspozudur. Bir¢ok yazilim bu hesaplamay1 gergeklestirmede
kullanilabilir ve katsayilarin degerleri dogrudan bulunur. Asagidaki iki matris deneysel

tasarim teorisine siirekli olarak katilir;

bilgi matrisi xx

sagilma matrisi (xx)’!

Daha once klasik deneysel tasarimlardaki notasyon ve ozellikleri simdi

uygulayabiliriz.
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1.19. iki Seviyeli Tam Faktoriyel Tasarim

Bu planlar (tasarimlar) her bir faktor i¢in iki seviye ile siirlidir. Seviyelerin
biitiin kombinasyonlar1 deney sirasinda gergeklestirilir. Bu tasarimlar siirekli degiskenler

ve ayrik degiskenler i¢in birbirinin yerine kullanilabilir.

iki Faktorlii Tasarim

Bu tasarimlar her faktor icin iki seviye ile sinirhidirlar. Seviyelerin biitiin
kombinasyonlar1 deney esnasinda gerceklestirilir. Yukarida da ifade edildigi gibi bu
tasarimlar, siirekli degiskenler ve kesikli ayrisik degiskeler igin birbirlerinin yerine

kullanilabilirler.

Iki faktorlii tasarimlar igin calisma alani bir karedir. Ornegin Sekil 1.21°de iki
seviyeli bir tasarim sunulmaktadir. Uygulanan matematiksel model her faktore gore

birinci dereceden bir modeldir.
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Bu denklemde y cevap, x1 ve x» faktorler, bo ¢aligma alaninin merkezindeki
cevabin degeri, by faktor 1’in etkisi (yada temel etkisi), by faktor 2°nin etkisi (yada temel

[IP2)

etkisi), b1z faktor 1 ve 2’ler arasindaki etkilesim ve “e” ise model hatasini géstermektedir.

Deney noktalarinin en iyi bolgeleri, ¢alisma alaninin doruklarinda yer aldigi

gorlilmektedir.

5
Sl w1 :
<3| C | 1 D
10gr. +1 |----- 9o---------- @-
i i
1 i
1 I
1 I
1 [
! I
1 [
l ;
W A @ ---------- ®--
A ' B
1 [
! i
iy *1 Sicaklik
20°C 80 *C

Sekil 1.21. Uygulanan model birinci dereceden oldugu zaman deneysel noktalarin en iyi
oldugu bolgeler (yerler) calisma alaninin doruklaridir.
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1.20. Cizelge Seklinde Bir Calismanin Sunulmasi

Geometrik sunumlar, son derece uygun ve kullaniglidir. Ancak faktor sayisi
3’ten fazla oldugu durumlarda kullanigh degildir. Cok boyutlu uzay igin ¢izelge
seklindeki bir sunum kabul edilebilir. Geometrik ve g¢izelge seklindeki iki sunum
arasindaki iliskiyi gostermek icin Sekil 1.21°de iki seviyeli iki faktorlii bir tasarimin
cizelgesinin olusturulmasi sunulmaktadir. Bu c¢izelge iki kolondan olugmaktadir. Bu
kolonlardan birincisi deneyi tanimlamakta, ikincisi ve tgiinclisii deney noktalarinin
koordinatlarini  gostermektedir. Birinci deney incelenen iki faktoriin 20 °C (yada
kodlama ile -1) ve 5 gram (yada kodlama ile -1) ile diisiik seviyeleridir. Bu birinci deney
Sekil 2.14’teki A noktasina karsilik gelir. Deney 2 ise birinci faktor 80 °C (yada kodlama
ile +1) yiiksek seviye ve ikinci faktor 5 gram (yada kodlama ile -1) diisiik seviyedir.
Ikinci deney B noktasina karsilik gelir. Eger alisilmus fiziksel birimler ile olusturuluyor
ise (Cizelge 1.1) bu ¢izelgeye deney c¢izelgesi adi1 verilir ve eger kodlamasinda birimler
kullaniliyorsa (Cizelge 1.2) deneysel tasarim adi verilir. Bu durumda, ¢izelgenin en
altinda alisilmis fiziksel birimlerde her faktor igin kodlanmis birimlerin anlami

hatirlatilir.

Cizelge 1.1. Deney ¢izelgesi (genel birimlerde)

Deney No Sicaklik (1) (°C) Agirhik (2) (gr)
1(A) 20 5
2 (B) 80 5
30 20 10
4 (D) 80 10
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Kodlanmis birimleri kullanan sunum, alisilmis fiziksel birimleri kullanan

sunumdan daha geneldir. Bu kodlanmis cizelge asagidaki bigimdedir.

Cizelge 1.2. Deneysel tasarim (kodlanmis birimlerle)

Deney No Faktor 1 Faktor 2
1(A) -1 -1

2 (B) +1 -1
30 -1 +1

4 (D) +1 +1
Seviye -1 20 5gr
Seviye +1 80 10 gr

Geometrik sunumlar ve Cizelge ile sunumlar birbirine esdegerdir. Cizelgeler
(yada matrisler), faktorlerin sayist ne olursa olsun yani deneysel uzayin boyutlarinin

sayist ne olursa olsun kullanilabilme avantaj1 sunarlar.

Deneysel tasarimlarin sonuglarini iyi yorumlayabilmek i¢in bir sunumdan

digerine gegisi iyi bilmek faydalidir.
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1.21. Deney Sonuc¢larinin Sunumu

Her deneyde arastirmaci, segilen cevabi dlger. Ornegin, birinci deneyin cevabi

yi1’dir. Ikinci deneyin cevabi y, ve bdyle devam eder. Bu cevaplar her deneyin karsisinda

gosterilir ve sonug siitununda toplanir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Deneysel tasarim ve deneysel sonuglar

Deney No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
1 -1 -1 yi
2 +1 -1 y2
3 -1 +1 V3
4 +1 +1 Y4
Seviye -1 20 5er
Seviye +1 80 10 gr
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1.22. Katsayilarin Hesaplanmasi

Dort noktali bir deney dort denklem gerektirir.

Bu sistemin ¢ozlimii katsayilarin degerlerini verir.

Katsayilarin bilinmesi ile tahminler yapabilen regresyon modeli yazilabilir.
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1.23. Calismanin Aciklanmasi

Uretimin verimliligini artirmak isteyen bir iiretici, dogal bitkilerden hareket
ederek bir ilag hazirlamakta ve aktif bilesigin ekstraksiyon verimini artirmaya

caligmaktadir. Ekstraksiyon konsantrasyonu 50 g/L olan NaCl varliginda ve 70 °C

sicaklikta gergeklestirilir. Caligmada, normal ¢alismalar civarinda seviyelerde bu iki

faktoriin incelenmesine karar verilir.

Faktor 1: 40 ve 50 g arasinda NaCl konsantrasyonu
Faktor 2: 60 ve 80 °C arasinda sicaklik

Calismada, cevap faktorii, fabrikada iiretilen iiriiniin kalitesidir. Uretici 22 olan

bir faktoriyel tasarim gerceklestirir. Bu tasarim Cizelge 1.4’te verilmektedir.

Cizelge 1.4. Deneysel tasarim ve deneysel sonuglar

Deney No Faktor 1 Faktor 2 Cevap (gram)
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

Hesaplar, 4 nolu denklem kullanilarak gerceklestirlir.
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Cizelge 1.5. Etkilerin ¢izelgesi

Ortalama 140 g
Faktor 1'in etkisi 305¢g
Faktor 2'nin etkisi -10g

Etkilesim 45¢g

Bu deneyin yorumunda, konsantrasyonun etkisi, NaCl de 10 gramlik bir
degisim icin 30.5 gramdir (Sekil 1.22). Boylece NaCl’nin konsantrasyonunu artirarak
tiretim arttirilabilir. Sicakligin etkisi, sicakliktaki 10 °C’lik bir degisim i¢in -10 dur.

Bunun sonucu sudur ki iiretimi arttirmak i¢in sicakligi diisiirmek gerekir.

4% 80%% 40'C &60"C
NaCl Konsantrasyonu Sicakhk

Sekil 1.22. Etkin iiriin verimi iizerine NaCl ve sicakligin etkileri.

Sonuglarin genel goriiniimiinii elde etmek icin ¢alisma alanindaki izoverimlilik

egrileri ¢izilir (Sekil 1.23).

90



60 °C

Scaklile

40 °C

iy

i

170

40

NaCl konsantrasyonu

80

Sekil 1.23. Uriiniin verimi iizerine NaCl konsantrasyonu ve sicakligin etkilerini gdsteren

izocevap egrileri.
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1.24. iki Seviyeli k Faktorlii Faktoriyel Tasarimlar

Faktorlerin sayist arttirilabilir. Deneysel uzay, faktorlerin boyutlar1 kadardir ve

matematiksel model 2 numarali bagintiya karsilik gelir.

Iki seviyeli k faktorii kapsayan bir tasarim 2 ile gosterilir.

k, faktorlerin sayisini gosterir

2 ise faktoriin seviyesini gosterir

Bu notasyon ayni1 zamanda gergeklestirilecek deneyin sayisinida belirtmektedir.
Bu say1 son derece onemlidir. 2 seviyeli bir tasarimda 7 faktorlii bir deney igin 27
oldugndan 128 deney gergeklestirmek gerekir. Deney sayisimi diisiirmek icin kesirli

faktoriyel tasarimlar kullanmak gerekir.

1.25. Ug Seviyeli Tasarimlar: Cevap Yiizey Tasarimlari

Cevaplar ve faktorler arasindaki iligkiyi kantitatif olarak agiklayabilmek i¢in
asagida mekanik (fizikokimyasal) yada deneysel modeller Ornegin polinomiyal

modelleri kullanacagiz.

Bu matematiksel modeller hem dogrusal ve hem kavisli cevap yiizeyleri
tanimlamak icin esit olmalidir. Eger faktor seviyeleri en az {i¢ seviyede olursa, kavisli

bagimlilik modellenebilir.
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Ug seviyeli faktdriyel tasarimlar “cevap yiizey tasarimlar”1 olarak bilinir. Tam
faktoriyel li¢ seviyeli tasarimlar, iki seviyeli tasarimlarda oldugu gibi formalize edilebilir,
ornegin bir 3¥ tasarimi, ii¢ faktor seviyeli k faktorlii bir tasarim anlamma gelir. Sekil

1.24°de bir 32 tasarimina ornek verilmektedir.

1 @ O O

-1 0 +1

Sekil 1.24. Iki faktor icin tam faktor igin tam faktdriyel 32 tasarim.

Tam faktoriyel ii¢ seviyeli tasarimlarin, parametrelerin degerlendirilmesindeki
istatiksel o6zellikleri iki seviyeli tasarimlarinkinden daha az tercih edilmesine ragmen, bu
tam faktoriyel lic seviyeli tasarimlar bazen iki, bazen de li¢ faktorii arastirmak icin
kullanilmaktadir. Ayn1 sorun iki faktorlii tasarimlarda da olabilir. Ornegin, deneylerin
sayisinin fazla olmasidir. Bu tasarimlarin dezavantajlari ¢ok onemli olan “merkezi
bilesenli tasarim” ve “Box-Behnken” tasarimi olarak adlandirilan optimal tasarimlarin

gelistirilmesine neden olmustur.
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1.26. Kromatografik Cevap fonksiyonu (ICRF)

Analitik performansin 6nemli dlglitlerine duyarli bir kromatografik yanit
fonksiyonu incelenmistir: Secicilik, dogruluk, kesin = agik ve ayirma islemini
gergeklestirmek igcin gereken siire. Bu fonksiyon, bilinmeyen c¢oziinen karigimlara
uygulanabilir ve fonksiyonun kromatogramdaki sayisal degerini degerlendirmek igin
caba gostermek gerekiyor. Yiiksek performansli sivi kromatografisinde iyi ayirmalar ile
aynt anda minimum eliisyon siireleri veren eliisyon kuvvetlerinde iyi tanimlanmis
optima gosterir. Beklenen performansi karakterize eden daha Once herhangi bir
kromatografik bilgi yok bir sistemin gerekli olmasi gerekir. Bir sistemin beklenen
performansin1 karakterize eden daha Once herhangi bir kromatografik bilgi gerekli

degildir. Bu islevi, agiklayan mekanik bir model olmadan kullanmak miimkiindiir.

Eger deneysel degiskenleri tanimlanirsa, analitik kimyadaki optimizasyon
yontemleri biiyilk fayda sagliyor. Bununla birlikte, optimum degerler her zaman
benzersiz bir sekilde kurulabilir degildir ve laboratuvarlar arasinda aktarilabilir degildir,
ayrica bireysel deneysel kurulumlar ve zamanlar arasinda da yoktur. Prensip olarak bu,
cogu analitik prosediir i¢in gecerli olduguna ragmen, mobil fazin kiigiik degisiklikleriyle
elde edilebilen secicilik aralig1 ve sabit fazin 6ziiniirliigii ve ylizey kimyasi gibi siitun
parametrelerinin  bazen yetersiz tekrarlanabilirligi nedeniyle, Ozellikle yiiksek
performansli sivi kromatografisinde sinir bozucudur. Uygulamada bu, her zaman daha

once yayinlanmis bir prosediiriin uygulanmasi rutin bir laboratuarda denenmeye
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calisildiginda, ayirma islemini en verimli sekilde etkileyen deneysel degiskenlerin

optimize edilmesine ihtiya¢ duyulmasina neden olur.

Son birka¢ yildir analitik kimyasal problemlere uygulanan ¢ok boyutlu
optimizasyonda kaydedilen ilerlemelere ragmen, halen az sayida uzman bir alandir,
Analitik kimyanin c¢ogunlugu, Geleneksel fakat giivenilmez tek faktorlii-zamanli
yontemlere dayanarak, Kantitatif olarak ayirma niteligini karakterize etme girisimleri
kromatografinin kendisi kadar eski olmasina ragmen, 1975'e kadar, Morgan ve
Deming'in pik ayrimi kavramini genellestirdigi zaman, bir karisimdaki tiim bilesenlerin

ayn1 miktarda ayrilmasinin nicel olarak tanimlandigi anlasilmada.

Deneysel yontemde, kromatografik optimizasyon yaklasimi i¢in, analizi yapilacak
bilesiklerin kromatograminda, kisa runtime ile verimli kromatografik pik ayrisasi
saglamak icin deneysel tasarim ve optimizasyon c¢alismasinda, yeni gelistirilmis
kromatografik fonksiyonu (ICRF) kullanilmaktadir. ICRF asagidaki denkleme gore
hesaplandi:

ICRF = (a (1- Z—?ﬁifﬂ)) + 1) (1 + (;f; t))b (1+ Z%)c (25)

Burada, N tahmin edilen zirve noktalariyla sayisini temsil eder, tf son pik eliisyon
siireci, topt segilen optimal eliisyon siireci, a denklemin katsayisi, baslangigta zirve
genigligini tekabiil eder. 051 pik Ortiisme fonksiyonu ve ¢oziiniirlik kriteri asagidaki

denkleme gore tanimlanmistir:
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_ Hy[tg;—tg s]
[tryv—tr sl (Hi—Hs)Hs(tg 1~ trs)

Bs 1 (26)

Hs ve Hi piklerin yiiksekligidir, Hy vadi ytiksekligi, trs ve t r,L piklerin tutunma stiresi,
try zaman konumudur. Cizelge 1.4 de 3° tam faktoryel tasarimlar dikkate alinarak,
tasarim durumuna gore 27 adet calisma Orneklerinin kromatogramlart kaydedildi.
Kromatogramlar sekil 1.17 ve 1.18 ve 1.19 da gosterilmistir. ICRF sayisal degerleri,
(26) denkleminden hesaplandi.0 igin gerekli parametler sekill.25 de sunuldu.

| T HS HI

tRI

Sekil 1.25. 0 i¢in gerekli parametler
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Asin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (UPLC)

Klasik yiiksek basincli sivi  kromatografisinin (High performance liquid
chromatography (HPLC)) yeni bir versiyon olan asir1 yliksek basingli stvi kromatografisi
(Ultra performance Liquid chromatography (UPLC)), bir karisim igerisindeki
bilesenlerin biri sabit (stasiyoner) ve digeri hareke (mobil) olan iki faz arasindaki
dagilim dengelerinin farkliligi timeline dayali bir ayirma yontemidir. Asir1 yiiksek
basingli sivi kromatografisinde i¢ ¢eperi sabit fazi dolgu materyali bulunan kolon
sisteminden degisik ¢oziicl sistemleri, pompa yardimiyla ¢ok yiiksek bir basingla kolon
sisteminden gegirilir. Enjeksiyon sistemiyle hareketli faz i¢ine edilen numunede bulunan
maddeler kolon sisteminde sabit ve hareketli fazlarla etkilesmeleri farkli oldugundan
kolon igiinde farkli hizlarda hareket ederler ve analiz edilen kolon iginde farkli hizlarda
hareket ederler ve analiz edilen maddelerin tutulma zamanlar1 farkli oldugu icin kolonu
terk etme siralarina gore dedektor sisteminde yakalanarak kromatogram olarak
kaydedilir. Aslinda yontemin esast klasik YBSK yonteminde oldugu gibidir. UPLC
yonteminde klasik YBSK yonteminden farkli olarak daha yiiksek basing ve daha kisa
kolonlarin  kullanilmasiyla daha az zamanda analiz isleminin gergeklestrilmesi

amagclanmaktadir.
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2.2. Kullanilan Cihaz

- Water Acquity Series UPLC sistemi (water corporation 34 Maple street Milford,
MA 01757 USA) (PDA sistemi birlikte)

- Waters BEH® Cj5 (2.1 50 mm, 1.7 p) UPLC kolonu
- Empower UPLC software programi

- Vial

- Kuvartz kiivet

- Hassas terazi

- Pipet (1-10 ml)

- Sartorius Minisart membrane filter ( ¢api= 0.2 um)

- Balon joje (25-250 ml)

- Beher
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2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Methanol (Merck)

- Acetonitrile (Merck)

- H3PO4 (0.1M) (Merck )

- Psedodefedrin (Glaxo Smith Kline Ilaglar1 San.Ve Tic.A.S)
- Efedrin (Mustafa Nevzat {la¢ Sanayi A.S.)

- Guafenesin (Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayi A.S.)

2.4. Analizi Edilen Bilesikleri Iceren Ticari Preparatlar

No. Ticari Formiilasyon Etiket Degerleri

Ila¢ Firma

1 SUDAFED ® (Surup) 100 mg GUA + 30 mg PS/ 5ml

2 BROKSIN ® (Surup) 100 mg GUA + 6,66 mg EF/ 5ml

Amgen Ilag Tic. Ltd.
Sti

Abdi Ibrahim Ilac
Sanayi ve Ticaret
AS
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3. BULGULAR

Bu doktora tez calismasinda GUA-EFE ve GUA-PS kombinasyonlarini iceren
ticari farmostik preparatlardaki aktif bilesiklerin kalite kontrol ve rutin analizlerine
yonelik ters- faz asir1 yliksek basingli sivi kromatografisi (reversed- phase ultra-
performance liquid kromatografi > RP- UPLC) yontemleri gelistirildi. Bu kromatografik
yontemlerin gelistirilmesinde optimal kromatografik deneysel kosullarin belirlenmesinde

kemometrik optimizasyon metodolojileri kullanildi.
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3.1. Guafenesin - Efedrin Karisiminin UPLC Yontem ile Kantitatif Analizi

Guafenesin — Efedrin kombinasyonunu igeren ticari surup formiilasyonun kantitatif
analizi i¢in yeni bir UPLC yontemi gelistirildi. Deneysel kromatografik sartlarin
saptanmasinda tam faktdriyel li¢ seviyeli bir tasarim modeli kullanarak gerceklestirildi.

3.1.1. UPLC Yonteminin gelistirmesinde kemometrik Optimizasyon

Bir ticari surup formulasyonundaki GUA ve EFE bilesiklerinin UPLC yontem ile
analiz edilebilmesi icin deneysel tasarim ve optimizasyon teknigi ile bilesiklerin
kromatografik ayrimi iizerine etki eden faktorlerin optimal deserleri matematiksel model

ile hesaplandi.

Kemometrik optimizasyon isleminde once bilesiklerin ayirimi iizerine etki
edebilecek farkli kolon sicakligi, degisik akis hizlari, hareketli faz igerisindeki organik
ve inorganik solvent sistemlerinin degisik % bilesimleri test edildi. Calismalarimizda,
hareketli faz akis hiz1 ( Xi) , hareketli faz igerisindeki 0.1 M H3POy4 yiizdesi (%)( X2) ve
kolon sicaklig1 (X3) faktorleri kromatografik ayrim iizerine etki eden faktorler olarak
secildi. Bu faktorler lizerinde yapilan 6n calismalardan faktorlerin seviyeleri belirlendi

ve sonuglari ¢izelge 3.1 de sunuldu.
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Deneysel tasarim ve optimizasyon caligsmalarinda ii¢ farkli seviye; diisiik (-1) , orta
(0) ve yiiksek (+) olarak saptandi. Akis hizi (X1) ; 0.16 (-) , 0.26 (0) ve 0.36 (+) mL/dak
olarak, 0.15 M H3PO4 (X32) ; 30 (-), 50 (0) ve 70 (+) olarak ve kolon sicakligi (X3) ;
30 (-), 45(0) ve 60 (+)°C olarak belirlendi.

Cizelge 3.1. Arastirilan faktorlerin deneysel araliklari

Akis Hizi (mL/dak) 0.10 M H3PO4 (%) Sicaklik (°C)
Seviye X1 X2 X3
-1 0.16 30 30
0 0.26 50 45
1 0.36 70 60

Diisiik (-1), Orta (0) and Yiiksek (+1)

102



Optimizasyon ¢alismalarinindaki segilen faktorler ve seviyelerine gore, 33 tam
faktoriyel tasarim modeli i¢in hazirlanan tasarimmatrisi ¢izelge 3.2 de sunulmaktadir. Bu
cizelge 3.2 deki tasarim matrisinden de goriildiigii gibi 27 degisik kosulda enjeksiyonla
kromatogramlar ¢izdirildi ve bilgisayar hafizasina kaydedildi. Bu 27 degisik kosulda

cizdirilen tasarim matrisinin kromatogramlar sekil 1.16 da sunuldu.

Tasarim matrisinin kromatogramlari, sekil 3.1 den de goriildigi gibi 0.0 - 3.0
dakika arasinda degisen kromatogramlardir. Bu kromatogramlar hafizadan cagrilarak,
cevap fonksiyon, boliimiinde agiklanan teorik esaslara gére ICRF degerler hesaplandi ve
Olciilen kosulara gore ¢izelge 3.2 de yerine yazildi. Kromatografik faktorler, (akis hizi
(X1), 0.15 M H3PO4 %(X2) ve kolon sicakligr (X3)°C) ile faktor etkilesimleri ve ICRF
arasinda regresyon analizi yapilarak ikinci dereceden polinominal kuadradik model
hesaplandi. Bu modelde de faktorler X, Xo ve X3 bagimsiz degiskenler ve ICRF bagimli
degisken olarak model de yeraldi. Tasarim matrisi ve ICRF i¢in bulunan model asagida

sunuldu.

Y=0.928+0.050X,-1.185X2+0.415X3-0.069X 12+ 1.239X2+0.148X 32-0. 107X X2-0.049X, X3-0.640X:X5 (27)
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Bu denklemde X1,X> ve X3 faktorleri sirasiyla, akis hiz1 ( mL/ dak), 0.1 M H3PO4
(%) ve sicaklik (°C) olup, faktorlerin karesi, XiX», XiX3 ve X»X3 ise faktor

etkilesimlerine karsilik gelmektedir.

GUA-EFE kombinasyonu igeren ticari surup formulasyonunun analizi ig¢in
gelistirilen UPLC yontemi igin regresyon analizi ile hesaplanan esitlik 27 deki ikinci
dereceden polinomiyal kuadratik model parametrelerinin ( katsayilarinin) anlamli olup
olmadig1 hususunu gorebilmek igin istatistiksel testler yapildi. Istatistiksel analiz
sonuclar1 ¢izelge 3.3 de sunuldu. Test sonuglarindan model katsayilarinin tablo
degerinden daha biiylik t- degerleri ve p- hesaplanan< p = 0.05 oldugu i¢in anlamh

oldugu gozlendi.

Faktor etkilesimlerini gormek icin ii¢ boyutlu yiizey — cevap grafikleri ile es
yiikseltli egrileri cizdirildi. Sekil 3.2. a-c den ylizey- cevap grafikleri ve es yiikselti
egrileri gorebilir. Sekil 3.2 a da kromatografik cevaba kars1 akis hiz1 0.1 M H3POjs igin
yiizey- cevap ve es ylikselti egrileride; diisiik akis hiz1 ve 0.1 M H3POs’ lin yliksek %
araliginda yiiksek kromatografik cevap elde edildi. Sekil 3.2 b de ise yiiksek
kromatografik cevaplar kismen diisiik akis hizinda ve yiiksek sicakliklarda elde edildigi
goriilmektedir. Sekil 3.2 ¢ deki li¢ boyutlu cevap- yiizey grafikleri ile es yiikselti
egrileri, yiiksek sicaklik ve yiiksek % 0.1M H3;PO4 degerlerinde yiiksek kromatografik
cevap degerleri gézlenmistir.optimizasyon islemlerimizde kromatografik cevap ile ifade
edilen ICRF degerleridir. Sekil a-c deki ylizey grafikleri ve es yiikselti egrileri ,

kromatografik cevap iizerine kuvvetli faktor etkilesimlerinin oldugunu gostermektedir.
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Cizelge3.2.

Ucg faktorlii ve iic-seviyeli tam faktoryel tasarim ile ICRF degerleri

0.1M
Akis hizt H3PO4 (%) Sicaklik ICRF
No. X Xa X3 Olgulen Tahmin
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 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 0 1 1.3310 1.4226
25 -1 1 1 0.9612 0.9420
26 0 1 1 0.9268 0.9052
27 1 | 0.7826 0.7297
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Cizelge 3.3. Ikinci dereceden polinom kuadratik modelin parametlereleri icin
istatistiksel t ve P testleri

Katsay1 T- degeri P-degeri

Kesim noktasi 0.9278 23.49 0.00
Xi 0.0500 2.74 0.01
X -1.1849 -64.80 0.00
X; 0.4148 22.68 0.00
X12 -0.0693 -2.19 0.04
xi 1.2394 39.13 0.00
X§ 0.1484 4.68 0.00
X1 X2 -0.1072 -4.79 0.00
X1 X3 -0.0490 -2.19 0.04
X2 X3 -0.6402 -28.59 0.00
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akis hizi ve sicaklik i¢in yiiksek ICRF (b) diisiik seviyede sicaklik ve yiiksek

seviyede 0.10 M H3POj i¢in ICRF(c)

108



3.1.2. Optimal Kosullar UPLC Yéntemi ile GUA- EFE Kombinasyonunun Kalitatif

Analizi

Kemometrik optimizasyon teknigi ile saptanan optimal kromatografik sartlarda

UPLC y6ntemi ticari surup formiilasyonundeki GUA ve EFE analizlerine uygulandi.

3.1.2.1. Optimal Kromatografik Kosullar

GUA-EFE karistiminin UPLC yontemiyle analiz islemleri i¢in Waters UPLC
BEH Cis (50 mm * 2.1mm i.d, 1.7 pm) kolonu se¢ildi. Yapilan denemelerde 1.0 pL
enjeksiyon hacminin uygun oldugu ve kromatogramlarin ¢izilmesinde dedeksiyon dalga

boyu olarak 215 nm belirlendi.

Kemometrik optimizasyon metodolojisi ile bulunan optimal faktor degerleri:

Akis hizi: 0.36 mL/dak
Kolon sicakligi: 60° C
Hareketli faz bilesimindeki 0.1 M H3PO4 miktari: % 56
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3.1.2.2. Dogrusal Regresyon Denkleminin Hesaplanmasi

UPLC yonteminde kalibrasyon ig¢in 6.0-96.0 pg/mL konsantrasyon araliginda GUA ve
4.0-64.0 pg/mL konsantrasyon araliinda EFE karisimini igeren 25 adet ¢ozelti
hazirlandi. Bu kalibrasyon c¢ozeltilerinin GUA i¢in 215.0 nm’de ve EFE icin 215.0
nm’de PDA dedeksiyonu ile UPLC kromatogramlar1 kaydi yapilarak bilgisayar
hafizasina alindi. Bu UPLC kromatogramlarindan GUA ve EFE i¢in sirasiyla alikonma
zamanlar1 1.754 dakika ve 1.043 dakika olarak rapor edildi. Kromatografik analizde
GUA ve EFE bilesiklerinin kromatogramlarindan integrasyonla bulunan dogru denklemi
elde edildi. Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar Cizelge 3.4 de

sunulmustur.
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Cizelge3.4. GUA ve EFE i¢in dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel

sonuclar
Parametreler EFE GUA
m 1.32x10"! 2.41x10"
n 4.12x1072 4.95%x1073
r 0.9998 0.9999
SD (m) 5.8 x10* 7.61x10%
SD (n) 1.92 x1072 3.77%x1072
SD(r) 9.14x10* 6.60%x10*
LOD 0.43 0.47
LOQ 1.45 1.57

m = Regresyon denkleminin egimi,

n = Regresyon denkleminin kesim noktasi,

r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,
SH (m) = Egimin standart hatast,

SH (n) = kesim noktasinin standart hatasi,

SH (r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasi,
LOD (g/mL) = Yakalama Sinir1,

LOQ (g/mL) = Tayin sinir1,
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Kalibrasyon set ¢ozeltilerindeki GUA ve EFE analizi i¢in UPLC yOnteminin
gelistirilmesinde deneysel tasarim ve optimizasyon yonteminden faydalanilarak bulunan
optimal kromatografik sartlara gore cizdirilen kalibrasyon numunelerine ait

kromatogramlar Sekil 3.3 de gosterildi.

Kalibrasyon setinde GUA ve EFE bilesiklerini igeren ¢dzeltilerin
kromatogramlarinin verileri UPLC-H-Class Empower2 programi vasitasiyla Microsoft
Excell olarak transferi gerceklestirildi. Sonra Matlab 7.0 programinda “m-file” yazilimi
kullanilarak GUA i¢in 215 nm’de EFE icin 215nm’de pik alanlar ile konsantrasyon
arasindaki matematiksel iliskiye dayali dogrusal regesyon analizi ile dogrunun egimi,

kesimi, korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel sonuglari hesapland1 ve Cizelge 3.4. da

sunuldu.
b
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Sekil 3.3. GUA (a) ve EFE (b) bilesikleri i¢in kalibrasyon numunelerine (CS number)
optimal kromatografik sartin uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar
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3.1.2.3. UPLC Analitik Yontem Validasyonu

Bu doktora tez calismasinda kemometrik optimiizasyon teknigi ile gelistririlen
UPLC yoOnteminin analitik validasyonu i¢in metanol igerisinde GUA icin 6.0-96.0
pg/mL ve EFE i¢in 4.0-64.0 ng/mL ¢alisma araliginda farkli konsantrasyonlar igeren 11
adet karisim ¢ozeltisini iceren validasyon seti hazirlandi. UPLC y&nteminin kesinlik ve
dogrulugunu test etmek i¢in bu validasyon setindeki kullanildi. Geri kazanim degerleri
GUA i¢in % 99.2, EFE i¢in % 101.1 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri
GUA icin % 2.210ve EFE i¢in % 2.27 olarak bulundu. Validasyon set c¢ozeltilerinin
analizi i¢in optimize edilen UPLC y6nteminin validasyon setine uygulanmasi ile elde

edilen sonuglar Cizelge 3.5 da verildi.

Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisiyle gelistirilen UPLC
yonteminin kesinligi ve dogrulugunu ¢ek etmek i¢in diger bir validasyon islemi olarak
giin i¢i ve giinler aras1 6l¢iimler icin GUA i¢in ti¢ farkli konsantrasyonda (10.0, 40.0 ve
70.0ug/mL) ve EFE ig¢in ii¢ farkli konsantrasyonda (20.0, 40.0 ve 60.0 ng/mL) Cizelge
3.6’de gosterildigi bicimde cozeltiler hazirlandi. Giin i¢i ve gilinler arast numunelerin
ayni giin 1’er saat araliklar ile ve giinler arasinda birbirini izleyen 6 giinde olmak iizere
3’er tekrarli kromatogramlar1 alinarak yapilan alan okumalar1 kullanilarak analiz edildi.
Analiz sonuglar yilizde geri kazanim (%), bagil standart sapma (%) ve bagil standart hata

(%) Cizelge 3.6°da sunuldu.
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Cizelge 3.5. RP-UPLC yo6nteminin GUA- EFE ikili yapay karisimlarina uygulanmasiyla elde edilen

geri kazanim sonuglari

Konulan Bulunan Geri kazanim
(ng/nl) (ng/mL) (%)
No. EFE GUA EFE  GUA EFE GUA
M, 4 90.0 4.2 88.8 104.6 98.7
M, 8 90.0 7.8 88.2 98.1 98.0
M; 16 90.0 16.0 90.1 100.1 100.1
M, 32 90.0 32.1 89.6 100.4 99.5
Ms 64 90.0 64.1 89.3 100.2 99.2
M 6 6 6.2 6.3 103.7 104.3
My 6 12 6.0 11.5 100.3 96.2
Mg 6 24 6.1 23.2 101.8 96.8
M 6 48 6.2 47.9 103.4 99.7
Mo 6 96 5.9 95.0 98.0 99.0
Mii 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 = Karisim numarasi ,

x = Ortalama ,

SS = Standart Sapma,

BSS = % Bagil Standart Sapma,
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Cizelge 3.6. Giin i¢i ve giinler aras1 numuneler i¢in deney sonuglari

Konulan Bulunan Geri kazanim
(ng/uL) (ng/uL)
EFE GUA EFE GUA EFE GUA EFE GUA EFE GUA
20 10 20.08 10.00 100.4 100 0.66 0.88 0.41 0.04
o
:§ 40 40 40.15 39.72 1004 99.3 0.27 0.21 0.38 -0.70
Qo
60 70 59.91 68.48 99.9 97.8 0.57 04 -0.15 -2.18
20 10 19.56 9.76 97.8 97.6 1.32 1.19 -2.18 24
4
i
: 40 40 40.06 39.68 100.2 99.2 0.86 0.55 0.15 -0.81
:(3
60 70 59.95 68.55 99.9 97.9 0.66 0.42 -0.09 -2.07

BSS = 9% Bagil Standart Sapma
BH = 9% Bagil hata
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Kemometrik optimizasyon ile bulunan kromatografik kosullarda GUA ve EFE
bilesiklerini igeren ticari surup preparatin yardimci maddelerin aktif bilesiklerin analizi
tizerine etkisini degerlendirmek icin standart ekleme teknigi uygulandi. Bu deneysel
islemde mL’sinde 100 mg GUA ve 6.66 mg EFE igeren ticari preparat i¢cin 1 mL
alinarak 10 mL’lik balon jojeye transfer edildi ve hacim metanol ile tamamlandi. Ug
farkli konsantrasyon i¢in bu c¢ozeltilerden 2.mL’lik kisim 10 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve numune igeriginin iizerine 6.0, 12.0 ve 16.0 ug/mL GUA ve 8.0, 30.0 ve
40.0ng/mL EFE olacak sekilde stok c¢ozeltilerden ilave edilerek standart eklemeli
cozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin kemometrik optimizasyon kosullarinda GUA i¢in
215.0 nm’de ve EFE i¢in 215.0 nm’de PDA dedeksiyon ile kromatogramlar elde edildi.
Bu kromatogramlardan okunan pik alanlar1 kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak
numune igerigindeki GUA ve EFE igerikleri hesaplandi. Standart eklemeli numuneleri

iceren ¢ozeltilerin analiz sinuglart Cizelge 3.7’de gosterildi.

Standart eklemeli ¢ozeltilerden bulunan toplam GUA ve EFE miktarlarindan
formiilasyon ilavesi ¢ikarilarak eklenen GUA ve EFE miktarlar1 hesaplandi. Buna gore
ilave edilen standart miktalar i¢in GUA ve EFE i¢in bulunan ortalama % geri kazanim
ve bagil standart sapma degerleri hesaplanarak sunuldu (Cizelge 3.7). Bu standart
eklemeli deneylerde ii¢ farkli konsantrasyon seviyesi i¢in ii¢ tekrar yapilarak ortalama

sonuclara ulasildi.
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Cizelge 3.7. Standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri kazanim

Sonuglari
Konulan Bulunan Geri kazanim
(ng/pL) (ng/nl) BSS (%)
EFE GUA EFE GUA EFE GUA EFE GUA
Formulasyon 20 20 20.8  20.2 103.8 101.0 041 0.21
Formulasyon 40 40 43.0 419 107.4 104.8 1.73  1.56
Formulasyon 60 60 61.0 61.0 101.7 101.7 037 132

BSS= % Bagil Standart Sapma
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3.2. UPLC Analizinde Sistem Uygunluk Parametreleri

Analiz islemlerinde kromatografik sistemin, dedeksiyon duyarliligi, ayirma
faktord, segicilik, teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii gibi parametrelerin sayisal
degerlerine dayali olarak dogrulanmasi kromatografik analizin gereklerindendir. Bu
doktora tez ¢alismasinda segicilik, rezoliisyon, pik asimetri, kuyruklanma faktorii ve
teorik tabaka sayisi parametrelerinin GUA ve EFE bilesiklerini igeren bir numunenin
UPLC kromatograminda hesaplanan degerleri Cizelge 3.8’de listelendi. GUA ve EFE
karisiminin UPLC ydntemiyle analizinde bu degerlerin istenen limitler igerisinde oldugu

gozlendi.
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Cizelge 3.8. Sistem uygunluk parametreleri

Kapasite  Segicilik  Resoliisyon Kuyruklanma Simetri  Teorik
faktori faktori  tabaka
sayist
EF 20.78 - - 1.41 1.41 1190
GUA 35.88 1.73 5.66 1.27 1.27 2728
Referans >2 >1 >2 <2 <2 >2000
deger
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3.3. UPLC Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Optimize edilen UPLC yonteminin ticari oftalmik preparatlara uygulanmasinda, 1
mL BROKSIN 50 mL’lik balonjojeye aktarildiktan sonra hacmi metanolle tamamland.
Balonjojede hazirlanan stok karisim manyetik karistirici ile 35 dakika karistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,20 um)’den siiziildii. Bu stok ¢ozeltiden 4.5 mL
almp 10 mL’lik balon jojeye aktarildiktan sonra hacmi metanolle tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltileri “vial” lere konuldu ve optimal kromatografik sartlardaki
kromatogramlar1 elde edildi. GUA ve EFE kromatogramlarindan hesaplanarak elde
edilen kalibrasyon grafikleri ile g6z damlasi numunesinin icerisindeki GUA ve EFE

miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen kromatogram Sekil 3.4 de sunulmustur.

b
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Sekil 3.4. GUA (a) ve EFE (b) bilesikleri i¢in ticari surup preparatin numulerine
optimal kromatografik sartin uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar .

Yukarida aciklanan kromatografik analiz islemi BROKSIN ®ticari surup
preparatma uygulanmistir. BROKSIN®ticari surup sonuglari Cizelge 3.9 da sunuldu.
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Cizelge 3.9. RP-UPLC yo6ntemiyle surup numunelerinin analiz sonuglar1 (100 mg GUA

+ 6.66 mg EF/5ml )
No. mg/mL
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 59 94.1
10 5.8 88.5
Mean 5.93 92.76
SS 0.14 1.81
BSS 2.39 1.96

x = Aritmetik Ortalama
SS = Standart Sapma

BSS= 9% Bagil Standart Sapma
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3.4. Guafenesin - Psodoefedrin Karisiminin UPLC Yontem ile Kantitatif Analizi

Guafenesin — Psddoefedrin kombinasyonunu igeren ticari surup formiilasyonun
kantitatif analizi i¢cin yeni bir UPLC yontemi gelistirildi. Deneysel kromatografik
sartlarin saptanmasinda tam faktoriyel iic seviyeli bir tasarim modeli kullanarak
gergeklestirildi.

3.5. UPLC Yonteminin gelistirmesinde kemometrik Optimizasyonu

Bir ticari surup formulasyonundaki GUA ve PS bilesiklerinin UPLC ydntem ile
analiz edilebilmesi icin deneysel tasarim ve optimizasyon teknigi ile bilesiklerin
kromatografik ayrimi iizerine etki eden faktorlerin optimal deserleri matematiksel model

ile hesaplandi.

Kemometrik optimizasyon isleminde o©nce bilesiklerin ayirimi {izerine etki
edebilecek farkli kolon sicakligi, degisik akis hizlari, hareketli faz igerisindeki organik
ve inorganik solvent sistemlerinin degisik % bilesimleri test edildi. Calismalarimizda,
hareketli faz akis hiz1 ( Xi) , hareketli faz igerisindeki 0.1 M H3POj4 yiizdesi (%)( X2) ve
kolon sicakligr ( X3) faktorleri kromatografik ayrim iizerine etki eden faktorler olarak
secildi. Bu faktorler lizerinde yapilan 6n calismalardan faktorlerin seviyeleri belirlendi

ve sonuglari ¢izelge 3.10 de sunuldu.
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Cizelge 3.10. Arastirilan faktorlerin deneysel araliklari

0.10 M
Flow rate H3PO4 (%) Temp
Diizey X1 X2 X3
-1 0.18 30 32
0 0.28 50 45
1 0.38 70 58

Diisiik (-1), Orta (0) and Yiiksek (+1)
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Deneysel tasarim ve optimizasyon calismalarinda {i¢ farkl seviye; diisiik (-1) ,
orta (0) ve yliksek (+) olarak saptandi. Akis hiz1 (Xi) ; 0.16 (-) , 0.26 (0) ve 0.36 (+)
mlL/dak olarak, 0.15 M H3PO4 (X2) ; 30 (-), 50 (0) ve 70 (+) olarak ve kolon sicakligi
(X3) ;30 (-), 60 (0) ve 60 (+)°C olarak belirlendi.

Optimizasyon c¢alismalarindaki segilen faktorler ve seviyelerine goére, 3° tam
faktoriyel tasarim modeli i¢in hazirlanan tasarimmatrisi ¢izelge 3.11 de sunulmaktadir.
Bu cizelge 3.10 deki tasarim matrisinden de goriildiigii gibi 27 degisik kosulda
enjeksiyonla kromatogramlari c¢izdirildi ve bilgisayar hafizasina kaydedildi. Bu 27

degisik kosulda cizdirilen tasarim matrisinin kromatogramlari sekil 1.28 de sunuldu.

Tasarim matrisinin kromatogramlari, sekil 3.5 den de goriildiigii gibi 0.0 - 5.0
dakika arasinda degisen kromatogramlardir. Bu kromatogramlar hafizadan cagrilarak,
cevap fonksiyon, boliimiinde agiklanan teorik esaslara goére ICRF degerler hesaplandr ve
olgiilen kosulara gore ¢izelge 3.11 de yerine yazildi. Kromatografik faktorler, (akis hizi
(X1), 0.1 M H3POs %(X2) ve kolon sicakligr (X3)°C) ile faktor etkilesimleri ve ICRF
arasinda regresyon analizi yapilarak ikinci dereceden polinominal kuadradik model
hesaplandi. Bu modelde de faktorler X1, X> ve X3 bagimsiz degiskenler ve ICRF bagiml
degisken olarak model de yeraldi. Tasarim matrisi ve ICRF i¢in bulunan model asagida

sunuldu.

Y =0.9278 + 0.05 x1 - 1.1849 x> + 0.4148 x3 - 0.0693 x12 +1.2394 x20 + 0.1484 x30 — 0.1072 x1%2 - 0.0490
X1X3 — 0.6402 X2X3
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Bu denklemde X1,X> ve X3 faktorleri sirasiyla, akis hizi ( mL/ dak), 0.1 M H3POg4
(%) ve sicaklik (°C) olup, faktorlerin karesi, XiX», XiX3 ve X»X3 ise faktor

etkilesimlerine karsilik gelmektedir.

GUA-EFE kombinasyonu igeren ticari surup formulasyonunun analizi ig¢in
gelistirilen UPLC yontemi i¢in regresyon analizi ile hesaplananesitlik 27 deki ikinci
dereceden polinomiyal kuadratik model parametrelerinin ( katsayilarinin) anlamli olup
olmadig1 hususunu gorebilmek igin istatistiksel testler yapildi. Istatistiksel analiz
sonuglart ¢izelge 3.12 de sunuldu. Test sonuglarindan model katsayilarinin tablo
degerinden daha biiylik t- degerleri ve p- hesaplanan< p = 0.05 oldugu i¢in anlamh

oldugu gozlendi.

Faktor etkilesimlerini gormek icin ii¢ boyutlu yiizey — cevap grafikleri ile es
yiikseltli egrileri ¢izdirildi. Sekil 3.6 a-c den ylizey- cevap grafikleri ve es yiikselti
egrileri gorebilir. Sekil 3.6 a da kromatografik cevaba karsi akis hiz1 0.1 M H3POjs igin
yiizey- cevap ve es ylikselti egrileride ; diisiik akis hiz1 ve 0.1 M H3POs4 {in yiiksek %
araliginda yiiksek kromatografik cevap elde edildi. Sekil 3.6 b de ise yiiksek
kromatografik cevaplar kismen yiiksek akis hizinda ve yiiksek sicakliklarda elde edildigi
gorlilmektedir. Sekil 3.6 ¢ deki li¢ boyutlu cevap- yiizey grafikleri ile es yiikselti egrileri,
diisiik sicaklik ve diisik % 0.1M H3POs degerlerinde yliksek kromatografik cevap
degerleri gozlenmistir. Optimizasyon islemlerimizde kromatografik cevap ile ifade

edilen ICRF degerleridir.

125



Sekil a-c deki yiizey grafikleri ve es yiikselti egrileri, kromatografik cevap

iizerine kuvvetli faktor etkilesimlerinin oldugunu géstermektedir.

Kemometrik optimizasyon ile ticari surup formiilasyonundan GUA ve PS
bilesiklerinin UPLC ydntemiyle kantitatif analizleri i¢in kolon sicakliginin 60° C, akis
hizinin 0.38 mL/ dak ve hareketli faz bilesimindeki 0.1 M H3PO4 orani % 56.3 saptandi.
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Cizelge 3.11. Ug faktorlii lig-seviyeli tam faktoryel tasarim ve ICRF ile
tahmin degerleri

Akis hizi 0.10 M H3PO4 Sicaklik
(mL/min) (%) )
No. Xi X2 X3
1 -1 -1 -1
2 0 -1 -1
3 -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
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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Sekil 3.5. 3° tam faktoryel tasarima karsilik gelen 27 adet 6rneklerin UPLC
kromatogramlari
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Sekil 3.6. Yiizey grafikleri ve ilgili plotlar, Yiizey grafigi hakkinda , diisiik seviyede
akis hizt ve 0.1 M H3POs yiliksek ICRF (a), Yiiksek seviyede akis hizi ve
sicaklik i¢in yiiksek ICRF (b) diisiik seviyede sicaklik ve 0.1 M H3POj4 icin
ICRF(c) .
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Cizelge 3.12. ikinci dereceden polinom kuadratik modelin parametlereleri icin
istatistiksel t ve P testleri

katsay1 t -degeri P-degeri

Kesim noktasi 1.1200 31.2 0.000

Xi -0.1322 -7.9 0.000

X> -1.2610 -75.8 0.000

X3 0.2488 15.0 0.000
2

Xi -0.1016 -3.5 0.002
2

X> 1.2724 44.2 0.000
2

X3 -0.0651 2.3 0.037

X1 X2 0.1881 9.2 0.000

X1 X3 -0.1188 -5.8 0.000

X2 X5 -0.3820 -18.7 0.000
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3.6. Optimal Kosullar UPLC Yéntemi ile GUA- PS Kombinasyonunun Kalitatif

Analizi

Kemometrik optimizasyon teknigi ile saptanan optimal kromatografik sartlarda

UPLC y6ntemi ticari surup formiilasyonundeki GUA ve EFE analizlerine uygulandi.

3.7. Optimal Kromatografik Kosullar

GUA-PSkarisimimin UPLC ydntemiyle analiz iglemleri icin Waters UPLC BEH
Cig (50 mm * 2.1lmm id, 1.7 um) kolonu se¢ildi. Yapilan denemelerde 1.0 pL
enjeksiyon hacminin uygun oldugu ve kromatogramlarin ¢izilmesinde dedeksiyon dalga

boyu olarak 215 nm belirlendi.

131



Kemometrik optimizasyon metodology ile bulunan optimal faktor degerleri:

Akis hizi: 0.38 mL/dak
Kolon sicakligi: 60° C
Hareketli faz bilesimindeki 0.1 M H3PO4 miktari: % 56

3.8. Dogrusal Regresyon Denkleminin Hesaplanmasi

UPLC yonteminde kalibrasyon icin 5.0-80.0 pg/mL konsantrasyon araliginda
GUA ve 10.0-90.0 png/mL konsantrasyon araliginda PS karisimini igeren 25 adet ¢ozelti
hazirlandi. Bu kalibrasyon ¢ozeltilerinin GUA i¢in 215.0 nm’de ve PS i¢in 215.0 nm’de
PDA dedeksiyonu ile UPLC kromatogramlar1 kaydi yapilarak bilgisayar hafizasina
alindi. Bu UPLC kromatogramlarindan GUA ve PS i¢in sirasiyla alikonma zamanlari
1.03 dakika ve 1.90 dakika olarak rapor edildi. Kromatografik analizde GUA ve PS
bilesiklerinin kromatogramlarindan integrasyonla bulunan dogru denklemi elde edildi.

Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar Cizelge 3.13 da sunulmustur.
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Cizelge 3.13. GUA ve PS i¢in dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar

Parametreler PS GUA
A (nm)
m 0.1182 0.1973
n -0.0304 0.0929
r 0.9990 0.9996
SD (m) 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

m = Regresyon denkleminin egimi,

n = Regresyon denkleminin kesim noktasi,

r = Regresyon denkleminin korelasyon katsayisi,
SH (m) = Egimin standart hatast,

SH (n) = kesim noktasinin standart hatast,

SH (r) = Korelasyon katsayisinin standart hatasz,
LOD (g/mL) = Yakalama siniri,

LOQ (g/mL) = Tayin sinir1,
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Kalibrasyon set ¢ozeltilerindeki GUA ve PS analizi i¢cin UPLC yonteminin
gelistirilmesinde deneysel tasarim ve optimizasyon yonteminden faydalanilarak bulunan
optimal kromatografik sartlara gore c¢izdirilen kalibrasyon numunelerine ait

kromatogramlar Sekil 3.7 de gosterildi.

Kalibrasyon setinde GUA ve PS bilesiklerini igeren ¢ozeltilerin
kromatogramlarinin verileri UPLC-H-Class Empower 2 programi vasitasiyla Microsoft
Excell olarak transferi gerceklestirildi. Sonra Matlab 7.0 programinda “m-file” yazilimi
kullanilarak GUA i¢in 215 nm’de PS i¢in 215nm’de pik alanlari ile konsantrasyon
arasindaki matematiksel iliskiye dayali dogrusal regesyon analizi ile dogrunun egimi,
kesimi, korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel sonuglar1 hesapland1 ve Cizelge 3.13" da

sunuldu.

Sekil 3.7. GUA (a) ve PS (b) bilesikleri i¢in kalibrasyon numunelerine (CS number)

optimal kromatografik sartin uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar
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3.9. UPLC Analitik Yontem Validasyonu

Bu doktora tez ¢aligmasinda kemometrik optimiizasyon teknigi ile gelistririlen
UPLC yoOnteminin analitik validasyonu i¢in metanol igerisinde GUA icin 5.0-80.0
pg/mL ve PS i¢in 10.0 - 90.0 pg/mL ¢alisma araliginda farkli konsantrasyonlar igeren 11
adet karisim ¢ozeltisini iceren validasyon seti hazirlandi. UPLC y6nteminin kesinlik ve
dogrulugunu test etmek i¢in bu validasyon setindeki kullanildi. Geri kazanim degerleri
GUA ig¢in % 97.8 , PS i¢in % 99.5 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri GUA
icin % 1.42 ve PS icin % 2.42 olarak bulundu. Validasyon set ¢ozeltilerinin analizi i¢gin
optimize edilen UPLC yonteminin validasyon setine uygulanmasi ile elde edilen

sonuglar Cizelge 3.14" da verildi.

Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisiyle gelistirilen UPLC
yonteminin kesinligi ve dogrulugunu ¢ek etmek i¢in diger bir validasyon islemi olarak
giin i¢i ve giinler aras1 6l¢iimler icin GUA i¢in ti¢ farkli konsantrasyonda (20.0, 40.0 ve
60.0ug/mL) ve PS i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda (30.0, 50.0 ve 70.0 pg/mL) Cizelge
3.15°de gosterildigi bigimde c¢ozeltiler hazirlandi. Giin i¢i ve giinler arasi numunelerin
ayn1 giin 1’er saat araliklar ile ve giinler arasinda birbirini izleyen 6 giinde olmak {izere
3’er tekrarli kromatogramlar1 alinarak yapilan alan okumalar1 kullanilarak analiz edildi.
Analiz sonuglar1 yiizde geri kazanim (%), bagil standart sapma (%) ve bagil standart hata
(%) Cizelge 3.14’da sunuldu.
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Cizelge 3.14. RP-UPLC yo6nteminin GUA- PS ikili yapay karigimlarina uygulanmasiyla
elde edilen geri kazanim sonuglar1

Konulan Bulunan Geri kazanim
(ng/pL) (ug/mL) (%)
No. PS GUA PS GUA PS GUA
M 10 60.0 10.4 60.3 103.9 100.5
M> 30 60.0 30.2 59.5 100.7 99.1
M; 50 60.0 48.8 59.1 97.6 98.6
My 70 60.0 68.7 58.8 98.2 97.9
M;s 90 60.0 89.7 58.9 99.7 98.2
Ms 18 5 4.8 6.3 102.9 96.3
My 18 10 9.7 11.5 100.1 97.4
Mg 18 20 191 23.2 97.4 95.7
Mo 18 40 38.7 47.9 96.6 96.6
Mio 18 80 78.2 95.0 98.2 97.8
M 18 60 57.9 95.0 98.1 96.5
Ortalama  99.5 97.8
SS 2.42 1.42
BSS 243 1.45

No = Karisim Numarasi

X= Ortalama

SS = Standart Sapma

BSS = % Bagil Standart Sapma
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Cizelge 3.15. Giin i¢i ve glinler aras1 numuneler i¢in deney sonuglari

konulan Bulunan Gerikazanim
(ng/pLl) (ng/pL) (%) BSS % BH %
PS GUA PS GUA PS GUA PS GUA PS GUA
30 20 29.84 19.81 99.48 99.04 1.69 299 -0.52 -0.96
>3
.=
'5 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 96.53 143 0.87 -2.35 -347
_30 20 31.00 19.82 103.33 99.08 4.54 2.44 3.33 -0.92
4
=
:g 50 40 49.20 38.95 98.39 9739 0.73 096 -1.61 -2.61
&)
70 60 66.15 57.79 94.50 96.31 1.01 1.19 -5.50 -3.69

SS = Standart Sapma

BSS = % Bagil Standart Sapma

BH%= Bagil hata
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Kemometrik optimizasyon ile bulunan kromatografik kosullarda GUA ve PS
bilesiklerini igeren ticari surup preparatin yardimci maddelerin aktif bilesiklerin analizi
tizerine etkisini degerlendirmek icin standart ekleme teknigi uygulandi. Bu deneysel
islemde mL’sinde 100 mg GUA ve 30 mg PS igeren ticari preparat i¢in 1 mL alinarak 10
mL’lik balon jojeye transfer edildi ve hacim metanol ile tamamlandi. Ug farkh
konsantrasyon i¢in bu ¢ozeltilerden 2.mL’lik kistm 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
numune igeriginin tizerine 20.0, 40.0 ve 60 .0 ug/mL GUA ve 20.0, 40.0 ve 60.0pg/mL
PS olacak sekilde stok ¢ozeltilerden ilave edilerek standart eklemeli ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu ¢ozeltilerin kemometrik optimizasyon kosullarinda GUA i¢in 215.0 nm’de ve PS i¢in
215.0 nm’de PDA dedeksiyon ile kromatogramlar elde edildi. Bu kromatogramlardan
okunan pik alanlar1 kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak numune icerigindeki
GUA ve PS igerikleri hesaplandi. Standart eklemeli numuneleri igeren ¢ozeltilerin analiz

sonuclar1 Cizelge 3.16’de gosterildi.

Standart ekleme c¢ozeltilerden bulunan toplam GUA ve PS miktarlarindan
formiilasyon ilavesi ¢ikarilarak eklenen GUA ve PS miktarlar1 hesaplandi. Buna gore
ilave edilen standart miktalar i¢in GUA ve PS i¢in bulunan ortalama % geri kazanim ve
bagil standart sapma degerleri hesaplanarak sunuldu (Cizelge 3.17). Bu standart eklemeli
deneylerde ii¢ farkli konsantrasyon seviyesi i¢in ii¢ tekrar yapilarak ortalama sonuglara

ulasildi.
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Cizelge 3.16. Standart ekleme teknigi kullanilarak elde edilen % geri kazanim sonuglar

Bulunan Geri kazanim
Konulan (ng/uL) (%) BSS %
PS GUA PS GUA PS GUA PS GUA
Formulasyon 20 10 19.66  10.04 98.3 1004  0.73 0.19
Formulasyon 40 20 39.10 19.95 97.8 99.7 0.61 0.87
Formulasyon 60 40 62.66  40.79 1044 102.0  0.37 0.66

BSS = % Bagil Standart Sapma
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3.10 UPLC Analizinde Sistem Uygunluk Parametreleri

Analiz islemlerinde kromatografik sistemin, dedeksiyon duyarliligi, ayirma
faktord, segicilik, teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii gibi parametrelerin sayisal
degerlerine dayali olarak dogrulanmasi kromatografik analizin gereklerindendir. Bu
doktora tez ¢alismasinda segicilik, rezoliisyon, pik asimetri, kuyruklanma faktorii ve
teorik tabaka sayisi parametrelerinin GUA ve PS bilesiklerini igeren bir numunenin
UPLC kromatograminda hesaplanan degerleri Cizelge 3.18’de listelendi. GUA ve PS
karisiminin UPLC ydntemiyle analizinde bu degerlerin istenen limitler igerisinde oldugu

gozlendi.
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Cizelge 3.17. system uygunluk parametreleri

Kapasite  Segicilik  Resoliisyon Kuyruklanma Simetri Teorik
faktorii faktorii tabaka
sayisl
PS 15.58 - - 1.28 1.28 762
GUA 28.02 1.80 4.71 1.20 1.20 1802
Referans  >2 >1 >2 <2 <2 >2000
deger
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3.11. UPLC Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Optimize edilen UPLC yonteminin ticari preparatlara uygulanmasinda, 1 mL
BROKSIN 50 mL’lik balonjojeye aktarildiktan sonra hacmi metanolle tamamland.
Balonjojede hazirlanan stok karisim manyetik karistirici ile 35 dakika karistirildi ve
membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,20 um)’den siiziildii. Bu stok ¢ozeltiden 3.4 mL
almp 10 mL’lik balon jojeye aktarildiktan sonra hacmi metanolle tamamlandi.
Hazirlanan g6z damlas1 c¢ozeltileri “vial” lere konuldu ve optimal kromatografik
sartlardaki kromatogramlari elde edildi. GUA ve PS kromatogramlarindan hesaplanarak
elde edilen kalibrasyon grafikleri ile numunesinin icerisindeki GUA ve PS miktarlari

hesaplandi. Elde edilen kromatogram Sekil 3.8 de sunulmustur.
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Sekil 3.8. GUA (a) ve PS (b) bilesikleri icin ticari surup preparatin numulerine
optimal kromatografik sartin uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar
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Yukarida agiklanan kromatografik analiz islemi SUDAFED ®ticari surup preparatina
uygulanmigtir. SUDAFED ®ticari surup sonuglari Cizelge 3.18 "da sunuldu.

Cizelge 3.18. RP-UPLC yontemiyle surup numunelerinin analiz sonuglar1 (100mg

GUA + 30mg PS / 5ml)
mg/5 mL

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 3091 102.81
Ortalama 30.70 102.87

SS 0.47 1.42

BSS 1.52 1.38

x = Ortalama
SS = Standart Sapma

BSS = % Bagil Standart Sapma
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4. TARTISMA

Bu doktora tez calismasinda GUA-EFE ve GUA-PS kombinasyonlarini igeren iki
farkl ticari surup formulasyondaki aktif bilesiklerin miktar tayinleri i¢in yeni ters faz
asirt yiksek basingli sivi kromatografisi (reversed-phase ultra performance liquid

chromatography — RP-UPLC ) yontemlerinin gelismesi amaglanmaistir.

Genellikle , analitik kimyada yeni yontem gelistirilmesinde deneysel sartlarin
optimizasyonu i¢in analitik cevap lizerine etki eden faktorlerden birisi optimize edilieken
digerleri sabit tutulur. Bu tek degiskenli optimizasyon teknigidir. Cevap iizerine birden
fazla faktoriin etkisi ile faktorler arasinda etkilesmenin etkisi var ise, tek degiskenli
optimizasyon teknigi ile dogru optimal deneysel sartlar1 saptamak miimkiin olmayabilir

veya tamamen yanlis sartlarin uygulanmasina sebep olabilir.

Bu nedenle, ¢alismalarimizda GUA-EFE ve GUA-PS karisimlarinin kantitatif
analizleri i¢in tek degiskenli optimizasyon tekni8i yerine yeni UPLC yontemlerinin
gelistirilmesinde en uygun kromatografik deneysel sartlarin belirlenmesinde kemometrik
cok faktorlii optimizasyon metodolojisi kullanildi. Bu ¢ok faktorlii yada ¢ok degiskenli
optimizasyon teknigi sayesinde tek degiskenli optimizasyon teknigi ile belirlenecek
hatali kromatografik deneysel sartlarin yol agacagi istenmeyen analiz sonuglari

durumunda onceden kalmis oldu.
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Doktora tezi kapsaminda GUA-EFE ve GUA-PS kombinasyonlarini analizleri ile
ilgili olarak yapilan literatiir arastirmalarindan, iki bilesenli ticari surup preparatlarindaki
aktif bilesiklerin miktar tayinlerine UPLC yontemlerinin veya kemometrik
optimizasyona dayalt UPLC ydnlerinin uygulanmadigi saptandi. Bu literatiir arastirmasi
sonuglarindan sonra doktora tez kombine ticari preparatlarin analizleri i¢in yeni optimize
edilmis RP-UPLC yontemlerinin gelistirilmesi ve valide edilmesi, literatiire gore yeni

analitik yontem oldu.

Ayrica , GUA-EFE ve GUA-PS karisimlarinin analizlerinde kullanilabilecek
hazir yeni RP-UPLC yontemlerinin olmasi, aragtirma ve AR-GE labratuvarlar ile ilag

endiistrisi icinde alternatif analitik yontemler olacaktir.

Caligmalarimizda iki farkl ticari surup preparatinin analizinde kullanmak iizere

iki farkli RP-UPLC yontemi gerceklestirdi.

GUA-EFE kombinasyonunun kantitasyonu i¢in ii¢ seviyeli ii¢ faktdrlu tam
faktoriyel tasarim kullanildi. Yapilan 6n ¢aligmalarda,kolon sicakligi (X1), akis hizt (X2)
ve hareketli fazdaki % 0.1 M gibi faktorlerin cevap faktorii( improved chromatographic
response function— ICRF) lizerine etkili oldugunu belirledik ve ¢izelge 3.3  de oldugu
gibi araliklarini saptadik. Yontem optimizasyonunda 3° tam faktoriyel tasarimi matrisine
karsilik gelen 3.2 de gosterildigi gibi 27 farkli kromatogram tizerinden ICRF degerleri
hesaplandi.
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Model fonksiyon (2 dereceden kuadratik denklem hesaplandi ve bundan
faydalanilarak  optimal  kromatografik  sartlar  bulundu.GUA-EFE  analizinde
kromatografik optimizasyon yaklasimi ile optimal kromatografik deneysel kosullar,

kolon sicakligi 36.4°C , akis hiz1 0.29 mL/ dakika ve hareketli faz bilesimdeki 0.1 M

H3PO4 yiizdesi 56.9 olarak bulundu. Faktor etkilesimleri gormek i¢in ylizey farkliliklar
ve es yikselti egriler cizdirildi ve ¢izelge 3.2  de sunuldu. Sekillerdeki ylizey grafikleri

ve es ylikselti egrileri faktorler arasinda siddetli etkilesim oldugu gostermektedir.

RP-UPLC yontemin gelistirilmesinde kemometrik optimizasyon teknigi ile
belirlenen optimizasyon kosullarinda GUA-EFE analizi, sirastyla 6-36 Mg/ ml ve 4.64
Mg/ ml calisma aralifinda GUA ve EFE i¢in gerceklestirildi. Gelistirilen RP-UPLC
yontemi, validasyon parametleleri ve sistem uygunluk parametreleri agisindan valide

edildi. Sonuglar Cizelge 3.2, Cizelge 3.3 ve gizelge 3.4 de sunuldu.

Gelistirilen RP-UPLC ydnteminin kemometrik optimizasyonu kisa zaman araliginda
kromatografik alkiloma ve yiiksek eliisyonla GUA ve EFE analizlerinin yapilmasi
olarak verdi. Bu RP-UPLC yontem literatiire yontemlere goére daha hizli , daha
ekonomik, daha dogru ve daha giivenilir oldugu,bu doktora tez c¢aligmasiyla ortaya
konulmustur. Bilesenlerin kromatografik analizi 215 dalga boyundaki dedeksiyonla
gergeklestirildi.
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GUA-PS karsimini iceren ticari surup preparatinin analizinde gelistirilecek RP-
UPLC yo6nteminin kemometrik optimizasyonunda 3° tam faktoriyel tasarim modeli
uygulandi. Kromatografik cevap faktorii (improved chromatografik response function—
ICRF) fiizerine etkili olan faktorlerin belirlenmesi calismasinda oncelik karigimin
analizlerinde oldugu gibi kolon sicakligr (X1) , akis hiz1 (x2) ve haleketli faz igeriginde
0.1 M H3POg4 nin yiizdesinin etkili oldugunu deneysel olarak gozlendi.

Secilen bu faktorlerin seviyeleri ve karsilik gelen faktor araliklar gizelge 3.11
sunuldu. Bu cizelgedeki faktor seviyeleri ve araliklarindan hareket ederek 3 faktorli 3
seviyeli olan 33tasarim matrisi hazirlandi. Bu tasarim matrisinde 27 farkli denysel
kosulda elde edilen sekil.3.1 deki kromatogramlar kullanilarak ICRF degerleri
hesaplandi. Faktorler ve cevaplar arasindaki matematiksel iliskiden 2 dereceden kudratik

fonksiyon elde edildi .

Bu model fonksiyon iizerinde en kisa alkiloma zaman araliginda maksimum
kromatografik ayirim saglayan optimal kromatografik deneysel sartlar tayin edildi.
Ayrica faktorler ve faktor etkilesimlerinin ICRF (cevap)iizerine etkilerini gormek i¢in
yilizey grafikleri ve es yiikselti egrileri ¢izdirildi (Sekil 3.2). Bu yiizey grafikleri ve es

yiikseltli egrileri kuvvetli faktor etkilesimlerinin cevap iizerine etkilerini gdstermektedir.
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Dolayistyla, segilen faktdrlerin optimizasyon isleminde kullanilmasi son derece
isabetli oldugu goriilmektedir.optimize edilen kromatografik deneysel kosullarda GUA-
PS kombinasyonu igeren ticari surup preparatinin kantitatif analizi, sirasiyla 5-80
Mg/mL ve 10-90 Mg/mL dogrusal ¢alisma araliginda GUA ve PS i¢in gerceklestirildi.
Bu doktora tezi kapsaminda GUA-PS igin gelistirilen RP-UPLC yo6ntemin, hazirlanan
yapay karisimlarinin analizi, giin i¢i ve gunler arast numunelerin analizleri ile standart
ekleme numunelerinin analizleri ile analitik validassyonu gergeklestirildi. Yontem

validasyonu ile ilgili analitik sonuglar sunuldu.

Bu doktora tez c¢alismasi kapsaminda gelistirilen RP-UPLC yontemi GUA-PS
karigimin analizi,bilesenlerin kisa zaman araliginda yliksek ayirma giicii ile ayrilmasina
imkan sagladi. GUA-PS kombinasyonunun analizi i¢in yeni gelistirilen RP-UPLC
ylintemi literatlir yontemleri ile karsilastirildiginin avantajlari, daha hizli,daha
kolay,daha kesin, daha dogru ve daha giivenilir sonuclar verdigi doktora tezimin

iceriginden goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez arastirmasmmin temel hedefi GUA-EFE ve GUA-PS
kombinasyonlarini igeren ticari surup formulasyonlarinin kantitatif analizleri ve kalite
kontrolleri i¢in kemometrik optimizasyona dayanan yeni RP-UPLC yontemlerinin
gelistirmesidir. Bu hedef dogrultusunda 3 faktoriyel tasarim kullanarak GUA-EFE ve
GUA-PS karisimlarinin analizi i¢in iki farklt RP-UPLC yo6ntemi gelistirildi.

GUA-EFE kombinasyonun analizi, kolon sicakligi 36.4°C, akis hiz1 0.29 mL/dakika
ve hareketli faz bilesimdeki 0.1M H3PO4 yiizdesi 56.9 oldugu sartlarda 215nm dalga
boyu dedeksiyonla 3 dakikalik alkiloma siiresinde gerceklestirildi.

GUA-EFE karisiminin igeren ticar1 farmdstik preparat igerisindeki aktif bilesiklerin
miktar tayinleri, kolon sicakligit 51.6 ‘C de, akis hiz1 0.24 mL/ dakika ve hareketh

fazdaki 0.1 M H3POs ylizdesi 62 olan kromatografik kosullarda 215 nm de Olgiilen
kromatografik kayit islemyle 2.5 dakikalik alkiloma siiresinde yapildi.

Bu doktora tez ¢alismasinin sonucunda GUA-EFE ve GUA-PS karisimlarin1 igeren
ticari suruplardaki aktif bilesiklerin kantitasyony i¢in optimize ve valide edilen RP-
UPLC yontemleri kalite kontrol ve rutin analiz islemleri icin AR-GE labratuvarlarinda

ve ila¢ endustrisinde yeni alternatif yontemler olarak kullanilacaktir.
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Literatiirlerde olmayan yeni RP-UPLC yontemleri gelistirildigi i¢in bu ¢alisma 6zgiindi.
Doktora tez ¢alismasi GUA,EFE ve PS bilesiklerinin daha sonraki analiz ¢alismalarina

temel kaynak olusturacaktir.
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OZET

Guaifenesin Iceren Farmasotik Surup Preparatlarimin Optimizasyon Teknikleri
Kullanarak Asin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Ile
Kantitatif Analizi

Efedrin (EPH) ve guaifenesin (GUA) igceren bir ticari surup formiilasyonunun
kantitatif analizi i¢in yeni bir ultra performans sivi kromatografi (UPLC) yontemi
gelistirildi. Bu yontemin gelistirilmesinde, deneysel kromatografik kosullar, akis hizi,
kolon sicakligi ve mobil faz i¢in % 0.1 M H3POs , kemometrik stratejiyi kullanilarak ,
optimize edilmistir. Bu faktorler igin , 33 tam faktoriyel tasarim uygulandiginda,
optimum kromatografik kosullar, 0,29 mL / dakika akis hiz1, 36.4 © C kolon sicaklig1 ve
mobil faz i¢cin 0.1 M H3POs %56.9 olarak elde edildi . Bu kosullar uygulandiginda ,
verimli pik ayirimi 3 dakika i¢inde saptandi. EPH ve GUA i¢in kalibrasyon egrileri , 4-
64 ve 6-96 ng / mL caligma araliginda , 215 nm'de tespit edilen pik alanlar1 kullanarak
elde edildi. EPH ve GUA i¢in 4-64 ve 6-96 pg / mL c¢alisma araliginda, 215 nm'de
kromatogramlar1 kayit ve kalibrasyon egrisi tespit edildi. Optimize edilmis UPLC
yontemin performansi ve gegerliligi, bagimsiz ikili karisimlari, gilin i¢i ve giinler arasi
ornekleri ve EPH ve GUA maddeler igeren standart ilave ¢ozeltileri analiz edilerek
tahmin edilmistir. Onerilen ydntem , secilen ticari surup preparatin Kantitatif tespit ve
rutin analiz i¢in umut verici bir yaklagimdir. Guaifenesin (GUA) ve psddoefedrin
hidrokloridin (PS) igeren bir ticari surup preparatin analizinde, yeni bir ultra-performans
stvi kromatografisi (UPLC) gelistirmek icin bir kemometrik optimizasyon yaklagimi
gelistirildi. Bu yontemde , en uygun calisma kosullarin1 bulmak icin i¢ faktorli, ii¢

kademeli, tam faktoriyel tasarim uygulanmistir.

152



Kromatografik faktorler (akis hizi, sicaklik ve mobil fazdaki 0.1 M H3POs yiizdesi)
Kromatografik yanit1 etkilemektedir. Ardindan, analiz edilen bilesiklerin kisa ¢aligma
siiresi icinde uygun bir sekilde eliisyonunu saglayan etkili kromatografik caligma
kosullari, kemometrik yontem optimizasyonu kullanilarak degerlendirildi. Optimal
deney kosullarina gére , GUA ve PS'nin kromatografik ayrilmasi1 , Waters UPLC BEH
C18 (50 mm x 2.1 mm yani, 1.7 um) kolonu kullanilarak gerceklestirildi. Analiz edilen
orneklerin kromatogramlari, PDA dedektor ile215 nm'de saptandi. Kalibrasyon egrileri,
GUA igin 5.0-80.0 pg / mL ve PS i¢in 10.0-90.0 pg / mL konsantrasyon araliginda
dogrusal olarak bulundu.Ticari bir surup preparati i¢in GUA ve PS konsantrasyonu,

optimize edilmis ve gelistirilmis UPLC yontemi ile belirlendi.

Anahtar kelimeler : Efedrin, Guafenesin, Optimizasyon, Psddoefedrin, RP-UPLC

yontemi, Surup Formiilasyon
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SUMMARY

A New UPLC Approach For The Quantitation Of Ephedrine And Guaifenesin In a
Syrup Formulation Using Multivariate Optimization Strategy

A new ultra performance liquid chromatography (UPLC) method with photodiode
array detection was developed for the quantitative analysis of a commercial syrup
formulation containing ephedrine (EPH) and guaifenesin (GUA). In the development of
UPLC method, experimental chromatographic conditions, flow rate, column temperature,
and percentage of 0.1 M H3POs in mobile phase, were optimized using chemometric
multivariate strategy. From the application of a 33 full factorial design, the optimal
chromatographic conditions were obtained as the flow rate of 0.29 mL/min, column
temperature of 36.4° C, and 56.9% of 0.1 M H3POs in the mobile phase. The optimal
conditions gave us a good chromatographic separation of the analyzed drugs with short
analysis run time within 3 min. Calibration curves for EPH and GUA in the linear
working range of 4-64 and 6-96 pg/mL, respectively, were obtained using peak areas
detected at 215 nm. Performance and validity of the optimized UPLC method were
estimated by analyzing independent binary mixtures, inter-day and intra - day samples,
and standard addition solutions containing EPH and GUA substances. It was concluded
that the proposed method was a promising approach for the quantitative determination
and routine analysis of a commercial syrup formulation of the titled substances. A
chemometric optimization approach for developing a new ultra-performance liquid
chromatography (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 implement in finding optimal
operational conditions of chromatographic factors (flow rate, temperature and 0.1 M
H3POs percentage in mobile phase) effecting chromatographic response. Then, effective
chromatographic operational conditions providing adequate elution of analyzed
compounds within short runtime were assessed by using the chemometric method
optimization. Under optimal experimental conditions, chromatographic separation of
GUA and PS was performed using a Waters UPLC BEH C18 (50 mm x 2.1 mm i.e., 1.7
um) column. Chromatograms of analyzed samples were monitored with the PDA
detection at 215 nm. Calibration curves were found to be linear in the concentration
range of 5.0-80.0 pg/mL for GUA and 10.0-90.0 ug/mL for PS. The concentration of
GUA and PS in a commercial syrup preparation was determined by the optimized and

developed UPLC method.

Keywords: Ephedrine, Guaifenesin, Optimization, Pseudoephedrine, Quantification,

RP-UPLC method, Syrup dosage form
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