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ONSO7Z

Bu tez kapsaminda siilfonamidleri iceren veteriner preparatlardaki etken
maddclerim miktar tayinlerini gergeklestirmek {izere yeni agirt performanslt sivi
kromatografisi yontemleri gelistirilmistir. Yontem gelistirme agamasinda  yeterli
kromatografik ayrimi en kisa slirede saglayacak kromatografik sartlarin belirlenmesi
igin cevap yizey metodolojisinden yararlamlmisgtir. Farkli deney tasarimlan
karsilagtirmali olarak kullanilarak, deney tasariminin oplimizasyon siirecini, optimal
olarak tespit edilen kromatogralik sartlari ve analiz sonuclarii nasil etkiledigi
arastirtlmustir.  Gelistirilen bu  yOntemler, analitik validasyon c¢aligmalart ile
gecerlilikleri kanitlandiktan sonra iki farkli etken madde iceren veteriner preparatlarin

analizi i¢in basanyla uygulanmistir,

Bu tez ¢alismasinin planlanmas, yiiriitiilmesi ve sonuglandiriimasimda yakin ilgi
ve destegini gordiigiim, doktora egitimim boyunca tecriibesi ve bilgisiyle bana yol
gosterici olan, ¢aligkanligima hayran oldugum ¢ok kiymetli danisman hocam Prof. Dr.

Erdal DINC’e tesekkiir eder saygilarimi sunarim.

Lisans egitimime basladigim giinden itibaren mesleki birikimime sagladiklari
katkilar i¢in anabilim dalimizin sayin 6gretim iiyelerine, yakin ilgisi ve destegiyle her
zaman yanimda olan Do¢. Dr. Ozgiir USTUNDAG ’a tesekkiir ederim. Analitik Kimya
Anabilim Dali’nda gérev yapan ve beraber calismaktan mutluluk duydugum
arkadaslarnm Dog. Dr. M. Gékhan CAGLAY AN, Dr. Burgin BOZAL PALABIYIK,
Dr. Scving KURBANOGLU, Dr. Engin ER, Lcyla KARADURMUS, Goksu
OZCELIKAY ve Esra UNLU’ye destekleri ve hoggoriileri igin tesekkiir ederim.

Bu tez ¢aligmasinda kullannmg oldugum ticari preparatlant temin etmemi

saglayan Veteriner Hekim Mehmet UVEY e tesekkiirlerimi sunarim.

Doklora egitimine baslamam ve siirdiirmem i¢in en biilyiik motivasyon kaynagim

olan Dr. Giilin AMASYA, Uzm. Ecz. T. Mert SERIM, Uzm. Ecz. G. Ritya TOPAL,

Vil



Dr. Ezgi ONER, Uzm. Ecz. Sakine ATILA KARACA ve Bahar AKYUZ’e
arkadasliklar1 ve destekleri icin tesekkiir ederim. Yanimda olduklar1 icin sansh
hisscttigim arkadaglarmmin diginda, artik diinyaya dagilmis olan ve her daim 6zledigim
arkadaglarnma bu g¢alisma sirasinda gosterdikleri mancvi destek igin bir tegekkiir

bor¢luyum.

Bu caligmadaki gorselleri hazirlamak i¢in bana yardimer olan, hayattaki en iyi
arkadasim, esim Berk OZKAN’a bana olan inanct ve sevgisinin yamnda hayatima

kattiklar: icin de tesekkiir ederim.

Gelecegimi ve mutlulugumu oncelikleri haline getirmis olan anne ve babama

kosulsuz sevgileri, fedakarliklart ve bana asiladiklart 6zgiiven i¢in minnettarim.

Bu ¢aligmayi siddctin her tiiriiyle miicadcle ctmck zorunda kalan kadinlara ithaf

cdiyorum.
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1. GIRIS

Diinyanin artan nuafusu ile birlikte hizli teknolojik gelismelerin sonucu olarak,
biitiin scktorlerde oldugu gibi ilag cndiistrisindc dc ticari {irlinlerin sayis1 ve
gesitliliginde biiytik bir artiy olmugtur. Son yillarda cndiistriycl diriinlerin igerdigi
bilesenlerin sayisimmda da onemli derecede bir artis olmus ve endiistriyel iirlinler
gittikge daha kompleks hale gelmistir. Bu durum, iirlinlerin kalite kontrol ve rutin
analizleri i¢in kullanilan analitik yontemlerin geligtirilmesini  zorlagtirirken

maliyetlerini ve analiz siirelerini de arttirmistar.

flac endiistrisinde bir farmasotik iriniin ve iiretim siirecinin kalitesi, etkinligi ve
givenligini saglamak amaciyla gelistirilecek yontemler icin ilgili tilkelerin resmi
kurumlan tarafindan belli yonergeler ve diizenlemeler olusturulmus, farmakopelerde
bu diizenlemcelere dair boliimler agilmistir. Bu yonerge ve béliimlerde bitmis {iriin ve
iiretim siirecinde kullanilacak yontemlerin validasyonu ile ilgili ayrmtili bilgiler
sunulmaktadir. Ancak farmasotik iiriinlerin ve iiretim siireclerinin kalite kontrol ve
rutin analizleri icin gelistirilecek analitik yontemlerin optimizasyonu ile ilgili bilgilerin
kisithi oldugu bir gergektir. Oysa bir analitik yontemin validasyonundan once bu

yontemin optimize edilmesi analitik kimya acisindan oldukca énemlidir.

Yeni analiz yontemlerinin gelistirilmesinde en kritik adim, uygun deneysel
kosullarin tespit edilmesidir. Bir siirecin sonunda elde edilen ¢iktinin veya cevabin,
istcnen  Ozelliklere  sahip olmast igin  gerckli olan  kosullarm  belirlenmesine
optimizasyon denir. Analiz yontemlcrinin optimizasyonunda gencllikle cn dogru, cn
kesin, en hassas ve en giivenilir analiz sonucuna ulagiimasini saglayan deneysel
kosullarn tespiti amaglanir. Ayrica, bir analiz yonteminin diisitk maliyetli ve hizh
olmasi1 da amagclandigi i¢in deneysel kogullarin bu hedeflleri de saglamasi

beklenmekiedir.

Analitik kimyada geleneksel olarak kullanilan tek degiskenli optimizasyon

yonteminde, analitik cevabi etkiledigi On goriilen her deneysel kosul i¢in bir optimal



deger saptanmasi amaclanir. Bu yontemde tiim deneysel kosullar sabit tutulurken,
secilen parametrenin farkli degerlerinde deneyler gerceklestirilir ve bu parametrenin
cn uygun ccevabi veren degert tespit cdilir. Bu islem her bir degisken igin tckrarlanarak,
optimize cdilmek istenen her parametrenin dencyscl kosuluna karar verilir. Ozcllikle
iki ve daha fazla parametrenin optimize edilmesi gereken durumlarda, tek degiskenli
optimizasyon yontemi belirsiz ve genellikle uzun bir zaman dilimini kaplar. Ustelik
deneysel parametreler arasinda bir etkilesim oldugu takdirde, tek degiskenli

optimizasyon yontemi ile gercek optimal kosullara ulagmak mimkiin degildir.

Bu vyiizden yeni analitik yontemlerin gelistirilmesinde cevap yizey
metodolojisinin kullanimi giin gectikce daha ¢ok dnem kazanmaktadir. Cevap yiizey
mctodolojisinde, optimizasyon amaciyla gergcklestirileccck  dencyler  dnceden
sistcmatik olarak planlanir ve bu dencyler sonucunda analitik cevabr ctkiledigi 6n
goriilen her deneysel parametre ve bu parametrelerin etkilesimleri bir biitiin olarak
ayni anda degerlendirilir. Cevap ylizey metodolojisi, bir siirecin optimizasyonu igin en
az emekle en [azla bilginin elde edilmesini saglarken, gercek optimal kosullara
matematiksel ve istatistiksel yontemlerle kesin olarak ulasilmasimi miimkiin kilar.
Cevap yiizey metodolojisinde karar verilmesi gereken dnemli noktalardan biri, hangi
deney tasariminin kullanilmasi gerektigidir. Bu tez calismasi, coklu ilag analizleri icin
gelistirilecek sivi kromatografisi yontemlerinde cevap yiizey metodolojisinin nasil
uygulanacagim ve hangi deney tasannmlarinim kullamlmasi gercktigt konusunda

kapsamh bir arastirma sunmak amaciyla yapilmisgtir.

Bu doktora tezi kapsaminda, giinlimiiz ila¢ endiistrisinde siklikla tercih edilen
bir aletli analiz yontemi olan asm performansl sivi kromatografisi (UPLC) teknigi
kullanilarak, stilfonamid grubu antibakleriyelleri iceren veleriner preparatlardaki etken
maddelerin miktar tayini i¢in yeni analiz yontemleri gelistirilmis ve yontem gelistirme
sirasinda optimizasyon i¢in cevap ylizey metodolojisinden yararlantlmistir.
Stlfonamid grubu antibakteriyeller 6zellikle veteriner hekimlikte sik kullanilirlar ve
preparatlarinda genellikle trimetoprimle kombine halde bulunurlar. Tiirkiye veteriner
ilag  piyasasinda bulunan siilfonamid-trimctoprim kombinasyonlar1  asagida

siralanmistir:



- Siilfadiyazin / trimetoprim

- Siilfadoksin / trimetoprim

- Siilfadimidin / trimetoprim

- Siilfamctoksazol/trimctoprim

- Silfaklorpridazin / trimetoprim

- Siilfadimetilprimidin / trimctoprim

Bu doktora tczinin konusu olarak yukarida verilen kombinasyonlarm iginden
siilfadiyazin/trimctoprim,  siilfadoksin/trimctoprim  ve  siilfadimidin/trimetoprim
karigtmlarnni igeren, tablet ve enjeksiyonluk ¢ozelti formlarindaki veteriner
preparatlarin analizi se¢ilmistir. Tez konusu olan bu ii¢ farkl: ticari formiilasyonun
kalite kontrol ve rutin analizleri i¢in cevap yiizey metodolojisi kullanilarak yeni UPLC

yontemleri gelistirilmistir.

Cevap yluzey metodolojisi uygulanirken kromatogramlarda yeterli ayiriciliga en
kisa siirede ulagilmasi hedeflenmis ve bu hedef dogrultusunda bagimli degisken olarak
bir kromatografik ccvap fonksiyonu kullanilmigtir. Boylcce optimize cdilceck
yontemlerin dogru, kesin, hassas ve giivenilir olmast yaninda kisa stirch ve diistik
maliyetl olmasi da saglanmistir. Tez konusu olarak secilen ilag karisgimlart igin farklh
deney tasarimlart kullanilarak, deney tasarimi se¢iminin optimizasyon siirecini ve
optimal olarak (espit edilen kromatogralik sartlari nasil etkiledigi aragtirilmistur. Her
bir tasarmmla elde edilen optimal kosullarin kullanildigi UPLC yontemleri, yontem
gecerlilikleri ve sistem uygunluk testleri bakimindan degerlendirildikten sonra,

karsilagtirmali olarak secilen veteriner preparatlarin analizlerine uygulanmugtir.

Bu uygulamalar sonucunda, farkli dency tasarimlarina ait avantajlarin,
dczavantajlarm ve simrlandirmalarin tartigilacagi, farklh dency tasarimlar sonucunda
elde edilen optimal sartlarin birbirleriyle karsilastirilacagt bir arastirmanin literatiire
kazandirilmast hedeflenmistir. Ayrica bu ¢alisma sonucunda gelistirilen UPLC
yontemlerinin  Ar-Ge laboratuvarlarinda ve ila¢ endiistrisinde kullanilabilecek,
literatGrdeki yontemlere alternatif olabilecek yontemler olmasi da bu tez ¢aligmasinin

Oonemini arttirmaktadir. Yapilan literatiir taramalarina gore bu doktora tezinin konusu



olan bilegiklerin ikili karigimlarinin kromatografik analizlerinde optimizasyon
calismalart icin ilk kez cevap yiizey metodolojisi kullanilmistir. Bu tez calismasi
kapsaminda uygulanan ccvap yiizey mctodolojisi sirasinda bagimli degisken olarak
Raki¢ vc ark. (2012) tarafindan gcligtirilen “kromatografik ccvap fonksiyonu”
se¢ildigi i¢in, optimal kromatografik kosullarin en kisa siirede yeterli ayrim ve dar
taban genigligi saglayan yontemler olmast miimkiin kilinmmstir. Boylece bu tez
kapsamuinda gelistirilen UPLC yontemleri literatiirdeki yontemlere gore daha kisa
sirede etkin ayrimi saglamistr. Bu calisma sonucunda yeni gelistirilen UPLC
yontemleri, Ar-Ge ve ila¢c analiz laboratuvarlarinda s6z konusu maddelerin

analizlerinde kullanilabilecek nitelikte, dzgiin, giivenilir ve ekonomik yontemlerdir.



1.1. Trimetoprim (TMP)

1.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozcllikleri

H,N N NH,

Sekil 1.1. Trimetoprimin kimyasal yapisi

TUPAC ismi : 5-[(3,4.5-trimetoksilenil)metil |pirimidin-2,4-diamin
Kapali formulii : C14sH13N4O3
Molekiil agirligt :290,3 g/mol

pKa 16,6
logP 10,91
Erimc noktast :199-203 °C

Trimetoprim beyaz veya sarimsi-beyaz bir tozdur. Suda ¢6ziiniirliigii 400 mg/L
(25 °C) olup alkol ve asetonda hafif¢e, kloroform ve metanolde az ¢oziiniir. Benzil
alkolde serbestge ¢oziinir (Tirk Farmakopesi, 2017; Manius, 1978). Trimetoprimin

UV absorbans spektrumu Sekil 1.2°de, IR spektrumu ise Sekil 1.3’te sunulmustur.
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1.1.2. Farmakolojik Ozclliklcri

Trimetoprim, bakterideki dihidrofolat rediiktaz enziminin giligli  bir
inhibitoridir. Dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek dihidrofolik asitin
tetrahidrofolik asite indirgenmesini engeller. Bu enzimatik reaksiyonun inhibisyonu
piirin, pirimidin ve aminoasit sentezinde kullanilan koenzimlerin azalmasma ve
bakterisid etkive yol acar. Bakteriyel dihidrofolat rediiktaz enziminin trimetoprime
afinitesi memeli hiicresindeki enzime gore ¢ok daha yiiksek oldugu i¢in trimetoprimin

antibaktcriycl ctkisi oldukga scgicidir (Clark, 2012).

Trimctoprim zayif bazik karaktcre sahip, lipofilik bir molckiildiir. Trimetoprim
veteriner amagh kullanmldiginda oral veya parenteral olarak uygulanabilir. Oral
uygulamadan sonra tamamina yakini bagirsaktan hizla absorbe edilir. Trimetoprimin
oral biyoyararlanimi gevis getiren hayvanlarda neredeyse sifirdir, bu yiizden gevis
gelirme yasina erismis kiiciikbas ve biiyiik bas hayvanlarda oral degil parenteral yolla
kullanilir. Dokulara ve viicut sivilarina iyi niifuz eder ve demetilasyonla metabolize
olur. Zayif bazik karakterli bir ila¢c oldugu i¢in plazmada antimikrobiyal
konsantrasyona ulastiginda, idrardaki konsantrasyonu daha yiiksck scviyededir, bu
yiizden dc idrar yollar enfcksiyonlarmda oldukga ctkindir. Siilfonamid bilesiklerine
gore daha izl climinc olur, idrar yoluyla kolayca uzaklagtirilir (Altintas, 2006;
Papich, 2017).

Trimetoprimin antibakteriyel spektrumu siilfonamidlerinkine benzer, gram-
pozilif ve gram-negatil bakierilere karsi etkilidir ve genis bir aerobik bakteri
spekirumuna sahiptir. Trimetoprim siillonamidlerden 20-50 kat daha etkin bir
antibakteriyeldir. Beseri amacli olarak komplike olmayan iriner kanal
enfeksiyonlarinin tedavi ve profilaksisinde, sistitte, otitis mediada ve turist diyaresinde
kullanmlir. Ayrica oftalmik olarak antiscptik amagla da kullamlir (Bushby vc Hitchings,

1968; RxMcdiaPharma, Mayis 2017).



1.2. Siiltadiyazin (SDZ)

1.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozcllikleri

H,N S=0

Sekil 1.4, Siilfadiyazinin kimyasal yapisi

IUPAC ismi : 4-amino-N-(pirimidin-2-il)benzensiilfonamit
Jenerik ismi : Stilfadiyazin, siilfaprimidin, tcradiazin
Kapali formiilii : CioH10N4O2S

Molekiil agirlig : 250,276 g/mol

pKa : 6,36

logP :-0,09

Erime noktasi : 255,5°C

Silfadiyazin beyaz veya sarimsi-beyaz kristalize bir tozdur. Sudaki ¢coziintirligii
77 mg/L‘dir. Alkolde hafifce c¢oOziiniir. Alkali hidroksit cozeltilerde ve seyreltik
mincral asitlerde ¢oziiniir (Tiirk Farmakopcesi, 2017; Stober ve DcWitte, 1982).
Siilfadiyazinin UV absorbans spcktrumu Sckil 1.5°tc, IR spcktrumu Sckil 1.6°da

sunulmustur,
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1.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Siilfadiyazin, kisa-orta siireli etkiye sahip olan siilfonamid sinifindan sistemik
bir antibakteriyeldir. Duyarli oldugu mikroorganizmalarin neden oldugu
enfleksiyonlarda, karetokonjuktivil, malarya, menenjit, nokardiyoz, olilis media,
parakoksidioidimikoz, piyelonellir, sankroid, sistid, toksoplazmozis, trahom ve Uriner
kanal enfeksiyonlarinda kullanilir (Zinner ve Mayer, 2015). Atlarda siilfadiyazinin
oral absorbsiyonu %58, proteine baglanma orant %18-30 olarak bildirilmistir (Papich,

2017).

Siilfadiyazin ve trimctoprim kombinc haldc;

- Kuzu, buzagi, oglak, kedi ve kopeklerde solumun yolu, iiriner sistem,
gastrointestinal sistem ve yumusak doku enfeksiyonlarinda endikedir ve oral
yolla kullanilir.

- Inek, kisrak ve koyunlarda genital kanal enfeksiyonlarinda kullanilir. Post-
partum enfeksiyonlarda intrauterin olarak kullanilir (Ceva, 2004a).

- Tath ve tuzlu su baliklarinda bakteriyel hemorajik septisemi, k171l agi1z hastaligi,
kolumnaris hastaligi, soguk su vibriozisi, soguk su hastaligi, gokkusag: alabalik
sendromu ve streptokok enfeksiyonlarinda endikedir. Piyasada balik yemine

ilave edilecek bicimde toz veya sivi karisimlar halinde bulunur (Deva, 2017).



1.3. Siilfadoksin (SDX)

1.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozcllikleri

I
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Sekil 1.7, Siilfadoksinin kimyasal yapist

TUPAC ismi : 4-amino-N-(5,6-dimethoxypyrimidin-4-yl)benzensiilfonamit
Jencrik ismi : Suilformctoksin, siilfortomidin, stlfadimoxinum

Kapali formiilii : Ci2H14N4048

Molekiil agirlig :310,3 g/mol

pKa 1 6,1

logP 1,27

Erime noktasi : 198 °C

Sitlfadoksin beyaz veya sarimsi-beyaz kristalize bir tozdur. Suda ¢ok az, alkol
ve metanolde az ¢oziniir. Alkali hidroksit ¢ozeltilerinde ve seyreltik mineral asitlerde
¢Oziinir (Kapoor, 1988; Papich, 2017). Siilfadoksinin UV absorbans spektrumu Sekil

1.8’dc IR spcktrumu isc Sckil 1.9°da sunulmustur.
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1.3.2. Farmakolojik Ozclliklcri

Siilfadoksin, uzun siireli etkiye sahip bir siilfonamiddir. Solunum ve {iriner
sistem enfeksiyonlarinda tek basma veya trimetoprimle kombine olarak kullanilir.
Silfadoksinin biiylik bolimii plazma proteinine bagl olarak, bir kismi ise iyonize
olmamug halde (asmur. Tim dokulara ve viicul sivilarina niifuz eder. Plazma ve
dokulardaki etkin antibakteriyel konsantrasyonu iki giinii agkin bir siire devam eder

(Provet, 2019).

Siilfadoksin ve trimctoprimin kombinasyonu sigir, koyun, kegi, at, kedi ve
kopeklerde duyarhh mikroorganizmalanin yol acti@r sindirim, solunum, iirogenital
sistem ve viral hastaliklara eslik eden sekonder bakteriyel enfeksiyonlarda endikedir.
Ozellikle solumun yollar1 enfeksiyonlarinda, kolibasiloz, salmonelloz, aktinomikoz,
listeriyoz, piyelonelrit, piyeten ve pododermatit sistemik (edavisinde; yara
enfeksiyonlar1 ve yumusak doku enleksiyonlarinda lokal tedavilere destiek olarak
kullanilir. Parenteral ¢6zelti halinde bulunan bu kombinasyon hayvan cinsine gore
damar ici, kas i¢i veya deri alt1 olarak uygulanabilir (Provet, 2019). Siilfadoksin
trimctoprim kombinasyonlart sitma tedavisi ve profilaksisinde endikedir, dzcllikle
klorokine dircng gelisen vakalarda bu kombinasyon tercih cdilir (Atemnkeng ve ark.,

2007).



1.4. Siilfadimidin (SDM)

1.4.1. Kimyasal vc Fizikscl 6zcllikleri
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Sckil 1.10. Sulfadimidinin kimyasal yapist

TUPAC ismi : 4-amino-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)benzensiilfonamit
Jenerik ismi :Silfadimidin, siilfamidin, silfametazin, silfadimerazin
Kapali formiilii : Ci2H14N4O28

Molckiil agirhgr  : 278,3 g/mol

pKa 1 2,65ve 7,4

logP : 0,69

Erime noktasi : 197-200 °C.

Silfadimidin beyaz veya beyazimst kristalize bir tozdur. Suda ¢ok az ¢Oziiniir,
asetonda ¢oOziniir, etanolde az coziiniir. Alkali hidroksit ¢ozeltilerinde ve seyreltik
mineral asitlerde ¢ozuniir (Tiirk Farmakopesi, 2017; Papastephanou ve Frantz, 1978;
Papich, 2017). Bu tez ¢alismasinda standart madde olarak siilffadimidinin sodyum tuzu
kullamlmigtir. Stilfadimidin sodyumun UV absorbans spcktrumu Sckil 1.11°de, IR

spcktrumu Sckil 1.12°de sunulmusgtur.
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1.4.2. Farmakolojik Ozclliklcri

Stilfadimidin, uzun siireli etkiye sahip bir siilfonamiddir. Tavuk ve hindilerde
kanh ishal tedavisinde, tavuklarda koriza ve kolerasi, tavuk tifosu, hava kesesi
enfleksiyonlar1 ve E. Coli enfeksiyonlarinda endikedir. Sigir, koyun ve kegilerde
gastrointestinal ~ sistem  enleksiyonlarinda,  koksidiyozis, kolibasilloz  ve
koliseptisemide kullanilir. Sindirim sisteminden hizla emilip plazma doruk
konsantrasyonuna 2-8 saat arasinda ulasir, 12 saat sireyle etkin antimikrobiyal
konsantrasyonda bulunur (Ccva, 2004b). Plazma protcininc baglanma orami sigir, keei,

koyun ve atlarda sirastyla %79, %86, %77 ve %70 tir (Papich, 2017).

Siilfadimidin ve trimetoprim kombinasyonu sigir, at, kedi ve kdpeklerde duyarh
bakterilerin meydana getirdigi solunum sistemi, sindirim sistemi, iirogenital sistem
enfleksiyonlarinda endikedir. Ayrica duyarli mikroorganizmalarin sebep oldugu
yumusak doku enfeksiyonlari, post-partum enfeksiyonlar ve septisemide de kullanilir

(Bavet, 2018).

1.5. Antibakteriycl Tedavi ve Siilfonamid Grubu Antibiyotikler

Mikroorganizmalar §ldiirmck veya goZalmalarmi engellemek igin kullanilan
ilaglar mikrobiyal ajanlar olarak adlandimilirlar. Bu ilaglar tcdavide hedef alinan
mikroorganizmalarin cinsinc gorc antibakteriycel, antifungal, antiviral gibi isimlcrle
simflandinlirlar. Genellikle antibiyotik olarak da adlandirlan antibakteriyel ilaglar,
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ve profilaksisinde kullanilirlar. Antibakteriyel
ilaglar bakterisid (bakteri hiicrelerini oldiariicii) veya bakieriostatik (bakteri

hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyici) Ozelliklere sahip olabilirler (Kayaalp, 2012).

Antibakteriyel tedavinin temel amact, bakteri lizerinde maksimum, organizma
tzerinde ise minimum toksik etkiyi saglamaktir. Se¢ici toksisite adi1 verilen bu prensibi

uygulayabilmck igin, konak organizma ilc bakteriler arasmdaki biyokimyasal



farkliliklardan yararlanilir. Bu farkliliklardan yararlanilarak gelistirilen temel

mekanizmalar asagidaki gibidir (Clark, 2012; Trevor ve ark., 2010):

Bakteri hiicre duvarinin_sentezini_inhibe etmek: Hiicre duvari, memeli hicrelerinin

sahip olmadig: bir yap: oldugu i¢in bakteri hiicre duvarinin sentezinin engellenmesi
bakteri lizerinde yiiksek secicilikte toksisite saglar. Penisilinleri ve sefalosporinleri de
iceren bu antibiyotik grubu yapilarinda beta-laktam halkasi icerdikleri i¢in beta-laktam
antibiyotikleri olarak adlandirtlirlar.

Bakterinin _protein_sentezini_inhibe etinek: Bakleri ribozomunun yapisi memeli

ribozomundan farkli oldugu i¢in, bakieriyel protein sentezini inhibe etmek
mikroorganizmalar tzerinde selektif toksisite saglar. Kloramfenikol, tetrasiklinler,
aminoglikozidler ve makrolid antibiyotikleri bu sinif i¢indedirler.

Bakteri niikleik asitinin sentezini veya fonksiyonunu inhibe etmek: Secici olarak

mikrobik nikleik asit metabolizmasin bozan bakterisid antibiyotiklerden en
onemlileri florokinolonlardir. Florokinolonlar bakteri hiicresinde DNA sentezini
inhibe eder ve hiicre d6limiine sebep olurlar. Rifampin ise bakteri RNA polimerazini
inhibc ederck bakterinin RNA ve dolayisiyla protcin sentezi yapmasini engelleyerck
ctki cder.

Bakteri hiicre duvarinin _yapisuu_bozmak: 1zoniazid, polimiksin, nistatin gibi

antibiyotikler, hiicre duvarinin yapisini ve islevini bozarak bakteri hiicresi icin hayati
oneme sahip maddelerin disar1 sizmasina ve hiicre 6liimiine sebep olurlar.

Bakteri metabolizmasmni inhibe etimek: Bakieri icindeki bazi metabolik yolaklar: inhibe

ederek  bakierinin c¢ogalmasmi veya canliligim sirdirmesini  engelleyen
antibiyotiklerden en dnemlileri siilfonamid grubu iiyeleri ve diaminopirimidinlerdir.
Bu ilaclar kimyasal yapilarindaki benzerlik nedeniyle, folik asit metabolizmasindaki
cndojen bilesiklerin yerine gegerck yarismali inhibisyona scbep olurlar. Bu nedenlc

folik asit antagonistleri veya antimetabolit ilaglar olarak da adlandmilirlar,

Plrin, pirimidin gibi DNA ve RNA prekiirsorlerinin sentezi, metilasyon
reaksiyonlari, aminoasitlerin sentezi gibi hiicre biiylimesinde ve ¢ogalmasmda rol
oynayan sireglerde folik asit ve [olik asit iceren koenzimler kullanilir. Memeliler, folik

asili sentezleyemedikleri i¢in B9 vitamini olarak da adlandirilan (olik asiti



diyetlerinden saglarlar. Bakteri hiicre duvart folik asite gecirgen olmadigi i¢cin bakteri
hiicresi yasamint devam ettirebilmek i¢in folik asiti hiicre icinde sentezlemek
zorundadirlar. Memeli ve bakteri hiicrelerindeki bu metabolik farkliliktan dolayn,
antibakteriyel aktivitede énemli hedeflerden biri folik asit biyosentezidir (Clark,
2012).

Mikroorganizmalar Mikroorganizmalar ve memeliler
2 NADPH . Aminoasit
+ 2 NADP i
+2H sentezi
HaN—i, Y 4”9 e -""
) N/ \'OH Dihidropteraat D:ELd;E::lZal ,."'.
Pte_!idi_n - P-Aminobenzoik _:e:l:iz Folik asit Tetrahidrofolik ...vecesesap  PUMN
prekirsdru asit (PABA) . r > . asit sentezi
Glutamat ."-..
.
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- sentezi
— Bl —
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- / N >

Sekil 1.13. Tetrahidrofolik asit sentezinin siilfonamidler ve diaminopirimidinler tarafindan
inhibisyonu (Clark, 2012)

Stilfonamidler bakteriler i¢in endojen bir bilesik olan p-aminobenzoik asitin
(PABA) sentetik turevleridirler. PABA [olik asit biyosentezinin ilk basamagidir.
Silfonamidlerin antibakieriyel etkisinin temel prensibi para-amino benzoik asitin
(PABA) yapisal analoglar1 olmalaridir. Siilfonamidler, PABA ile yarismalt olarak
dihidropteroat sentetaza baglanirlar. Bu enzimin substrati olarak davranip folik asitin
islevsel olmayan formlarinin sentezine yol acarlar. Yani folik asit sentezini engellemis
olurlar. Mcmeli hiicrclerinde folik asit hiicre digindan tasindi@r igin istenen bigimde
sclektif toksisitc saglanmmg olur. Bir diaminoprimidin tiircvi olan trimctoprim isc
yapisal olarak folik asite benzer ve aym yolaktaki bir sonraki adimda folik asitle
yarigmali olarak dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe edip tetrahidrofolik asit
sentezini engeller. Bakleri dihidrofolat rediiktazi, trimetoprim inhibisyonuna
memelilerin enziminden 10000-100000 kat daha [azla duyarlidir. Bu yiizden istenen
selektivite saglanmis olur (Clark, 2012). Bakteri hiicresindeki folik asit
metabolizmasinin inhibisyonu, hiicrelerdeki aminoasit ve niikleik asit sentezini
ctkilcdigi igin baktcriostatik ctkiyc ncden olur. Yalmz kullanildiklarinda baktcriostatik

ctkili olan bu folik asit antagonistleri, kombinc olarak kullamldiklarinda isc baktcrisit



etkilidirler. Aynmi yolaktaki iki basamagin inhibisyonu ardigik blokaj olarak
adlandirilir. Siilfonamid tiirevleri ile trimetoprimin kombine kullanim1 ardisik blokaj
sayesinde antibakteriyel sincrji ile  sonuglanir ve duyarli organizmalar igin
baktcrisiddir. Bu iki ajanin kombinc kullaniminda direng daha azdir, antibakteriycl
spekrum daha genistir ve etkinlik tek ilag tedavisine gore daha fazladir (Bushby ve
Hitchings, 1968; Kahn ve ark., 1968; Zinner ve Mayer, 2015).

Stilfonamid grubu antibivotikler

Stlfonamid  grubu antibiyotiklerin  (amanunda bir siil(anilamid  (p-
aminobenzensiilfonamid) yapist bulunur. Silfanilamid ilk kez 1908 yilinda Gelmo
tarafindan sentezlenmis fakat 1940’lara dek antibakteriyel etkisinin oldugu
kcsfedilmemistir. Bu tarihten sonra, siilfanilamidin antibakteriyel ctkileri arastirilmaya
baglanmis vc glnlimiize dck yapisinda siilfanilamid tagryan 5400 molckiil
sentezlenmis, bunlarin 25-30 kadan klinik uygulamalarda kullanilmistir. Ashinda
siilfanilamid fonksiyonel grubu ig¢eren pek ¢ok ilag molekiilii vardir ve bu ilaglar
antibakieriyel, diliretik, antidiyabelik, antienflamatuar gibi farkl1 farmakolojik etkilere
sahiptirler. Fakat siilfonamid grubu ilaclar dendiginde akla ilk gelen [armakolojik etki
antibakteriyel aktivitedir. Bunun nedeni piyasadaki ilk siilfonamidlerin antibakteriyel
amagla gelistirilmeleri; diger farmakolojik etkilere sahip silfonamid yapist iceren

ilaclarin ise gorece daha yeni olmalaridir (van Miert, 1994).

Veterinerlikte  stilfonamidlerin kullanilmaya  baglanmasiyla  hayvan
hastaliklarinin yayilma hizi ve 6liim oranlarinda ciddi oranda azalma gézlenmistir. Bu
da stilfonamidlerin hayvan saghg alaninda genis kullanim alanma sahip olmasma
neden olmusgtur (Altintag, 2006). Veterinerlikte kullanilan baglica siilfonamidler
sunlardir:  stlfabromometazin, siilfadimetoksin, siilfadimidin, siilfadiyazin,
sillfadoksin, siil(aetoksipiridazin, sulfakinoksalin, siilfaklorpiridazin, siillamerazin,
sulfametoksazol, siilfanilamid, siilfanitran, siilfasalazin, siilfatiyazol, siilfisoksazol

(Papich, 2017).



Bu tez kapsaminda incelenecek olan siilfonamidler secilirken, trimetoprim
iceren kombine veteriner preparatlar incelenmis ve Tiirkiye’de piyasada bulunan
tirinlere gore karar verilmistir. Hem begeri hem veteriner amagh cn sik kullanilan
siilffonamid antibiyotigi siilfamctoksazol ilc ilgili litcratiirde pck ¢ok caligma
bulundugu i¢in bu tez kapsaminda degerlendirilmemistir. Bu tez ¢alismasinda
incelenen siilfonamid grubu antibiyotikler siilfadiyazin, siilfadoksin ve siilfadimidin

olarak sec¢ilmistir.

Stilfonamid grubu antibiyotiklerin kimyasal yapilar

Silfonamidlerin antibakteriyel etkisinin temel prensibi para-amino benzoik
asitin (PABA) yapisal analoglart olmalaridir. Sekil 1.14 ve Sekil 1.15°te sirasiyla
PABA’nin ve siilfonamidin molckiiler yapilar sunulmustur. En basit ve ilk siilfonamid
antibiyotigi sayilan stilfanilamid, —SO2NH: grubu ile para- pozisyonunda bir amino
grubunun baglandig1 bir benzol halkasindan ibarettir. Siilfonamid grubu ilaglarda
antibakteriyel etki i¢in p-amino grubunun (N*) serbest olmast gereklidir. Sekil 1.15°te
goriilen siilfonilamin grubu azotu (N') iizerinden yapilacak degisikliklerle etkinligi ve
(armakokinetigi birbirinden [farkli pek c¢ok siilfonamid grubu antibiyotik

sentezlenmistir (Papich, 2017).
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Sekil 1.14. Para-aminobenzoik asit (PABA)’in kimyasal yapisi
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Sckil 1.15. Stlfonamid grubu antibiyotiklerin genel yapisi
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Stlfonamidlerin pKa degerleri 5 ila 10 arasinda degisir, bu yiizden ¢oziintrlik,
dagilim, proteine baglanma ve antibakteriyel aktivite gibi ozellikleri de grup i¢inde
degisiklik gosterir. Sillfonamidler, siilfonil grubunun indiktif ctkisinden dolay:
amfoterik yapidadirlar. Sulu ¢ézcltilerinde katyonik, ndtral veya anyonik formlarda

bulunabilirler. Bu ii¢ form, Sekil 1.16°da sunulmustur.

NH3 NH,
SH
o= S (o) O:5|:O
R/NH R/NH s

Sekil 1.16. Siilfonamidlerin sulu ¢dzeltilerindeki amfoterik davramslar

Siilfonamidlerin suda ¢oziintirliikleri grup iginde farkliliklar gsterse de genelde
diisiik veya c¢ok disiiktiir. Sudaki ¢oziiniirliikleri ortamm pH degeri arttik¢a artar.
Sodyum tuzlarimin suda ¢oziiniirligii daha yiiksektir. Zayif asit karaktere sahip olan
silfonamid grubu ilaglar tedavide zayil asit veya bu zayil asitlerin sodyum tuzlar

seklinde kullanilirlar (Stober ve DeWilte, 1982).

Stilfonamid grubu antibivotiklerin etki spektrumlart

Silfonamidler gram-pozitif ve gram-negatif organizmalara, enterobakterilere,
klamidyalara ve Nocardia’ya karsi etkili, genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Ayrica
cogu protozoa tiiriinc kars: da ctkilidirler. Folik asit yolagindaki inhibisyon saycsindc
baktcrilerin  gogalmasmi  durdurur veya gelismesini cngellerler, yiiksck dozda
kullammlarinda veya kombine kullammlarinda ise baktesid etki gosterirler,
Bakterilerin izl gelisme ve ¢ogalma donemlerinde daha etkili olduklan igin 6zellikle

akut hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar (Altintas, 2006, Clark, 2012).
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Stilfonamid grubu antibivotiklerin farmakokinetik ozellikleri

Stlfonamidlerin farmakokinetikleri genel olarak benzer olsa da birbirleri
arasinda belli farklar da vardir. Cogu siilfonamid midc bagirsak kanalindan iyi absorbe
cdilir, Bazilarinm cmilimi agizda baslasa da, asil cmilim bdlgesi bagirsaklardir. Oral
kullamimdan sonraki emilim, dagilim ve etki siire¢leri 6zellikle bagirsak icerigine gore
degisir. Bagirsak iceriginin artmast ilacin emilimini yavaglatir. Bu yiizden emilme hiz1
gevis geliren hayvanlarda diisiik ve diizensiz, kedi ve kopeklerde daha yiiksek,
kanatlilarda ise en yiikseklir ve tam emilme ger¢eklesir. Oral kullanimin zor oldugu
durumlarda parenteral uygulama tercih edilir. Ozelikle besi hayvanlart icin kullantlan
sulfonamid tirevleri genellikle piyasada damar i¢i veya kas ic¢i kullanima uygun
cnjcksiyonluk ¢ozcltiler halinde  bulunmaktadirlar.  Antibakteriyel ctki  igin
stilfonamidlerin kandaki miktarinin 80-100 pg/mL olmast yeterlidir (Papich, 2017).
Siilfonamidlerin viicutta dagilimi genel olarak yiiksektir, beyin-omurilik sivis1 harig
diger viicut sivilarma ve dokulara iyi niifuz ederler. Dolasimda baglica serum
albiiminine, az miktarda da serum globulinine baglanirlar, her bir siilfonamidin plazma

proteinlerine baglanma orani (arklidir (%620-%95) (Kayaalp, 2012).

Silfonamid antibiyotiklerinin temel metabolik yolagi para-amino grubundan
asetilasyondur ve karacigerde gerceklesir. Olusan metabolitin antibakteriyel etkisi
yoktur ve ¢oziiniirliikleri ¢cok azdir. Notral ve asidik pH sahasinda ¢okerek kristaliiriye
ve dolayisiyla bdbrekte hasara yol agabilirler (Papich, 2017). Ana bilegik veya
mctabolitleri halinde globiiler filtrasyonla veya tiibiiler salgilanmayla bébrek yoluyla

atihirlar. Siilffonamidlerin yarilanma omiirleri 4-150 saat aras1 degisir (Kayaalp, 2012).

Stilfonamid grubu antibivotiklerin klinik kullanimlar

Stlfonamidler ¢ok eski bir ila¢ grubudurlar. Popiilerlikleri zaman icinde azalsa
da se¢ici olarak kullanilabilmeleri, diren¢ olusumunun ge¢ olmasi ve maliyetlerinin
diisik olmast nedeniyle hala yaygm bicimde kullaniimaktadirlar. Ozellikle
trimetoprimle kombine kullanilmaya baslandiginda, siilfonamidlere olan ilgi tekrar

canlanmstir.  Veterinerlikte  stilfonamidlerin kullanmlmaya baglanmasiyla hayvan

22



hastaliklarinin yayilma hizi ve 6liim oranlarini ciddi oranda azalma gdézlenmigstir. Bu
da siilfonamidlerin hayvan saglig1 alaninda genig kullanim alanina sahip olmasina
ncden olmustur. Siilfonamidler, hayvanlarda bakteriycl ve protozoal enfcksiyonlarin
tedavisinde ve profilaksisinde kullanilan ilk ilaglardandir. Siillfonamidler 50 yildan
fazladir klinikte kullamidig i¢in, bir zamanlar bu ilaglara duyarlh olan bakteriler artik
direng gelistirmiglerdir. Bu ylizden artik hem beseri hem veteriner amagh olarak
diaminoprimidinlerle kombine olarak kullanilmaktadirlar. Trimetoprim veya
ometoprim gibi diaminopirimidin tiirevleriyle kombine kullanimlarinda daha genis bir
etki spektrumuna sahip olurlar ve diren¢ gelisimini geciktirirler. Evcil hayvanlarda ise
iclii sulfa olarak adlandirilan ve G¢ farkl siilfonamid iceren ila¢ preparatlart da
kullamlmaktadir. Siilfonamidlerin  besi hayvanlarinda  kullammi, gidada  ilag

kalintilarinin bulunmasmi cngellemck i¢in simirlandmlmugtir (Papich, 2017).

Siilffonamid grubu antibiyotikler bagta kanathlar olmak {izere tim evcil
hayvanlarda bakteriyel kaynakli solunum, sindirim, idrar yollan ve merkezi sinir
sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde tek baslarina veya kombine halde yaygin
bi¢cimde kullanilirlar. Siilflonamid grubu antibiyotikler beseri amagla okiiler, triner ve
vanik enfeksiyonlarinda, iilseratif kolit, romatoid artrit ve toksoplazmoziste

endikedirler (Papich, 2017; Zinner ve Mayer, 2015).

Stilfonamid-Trimetoprim Kombinasyonlart

Siilfonamidler ve trimetoprimi hem begeri olarak hem de kedi, kdpcek, at ve diger
hayvanlarda tck baglarina kullanmak yerine kombinasyonlart halinde kullanmak tercih
edilir. Birlikte kullanildiklarinda daha giiclii antibakteriyel etki gosterdikleri ve daha
ge¢ direng olusumu gozlendigi i¢in  bu kombinasyonlara “gliglendirilmis
silfonamidler” de denmektedir. Tetrahidrofolik asit sentezindeki ardisik blokaj
sayesinde elde edilen sinerjik antimikrobiyal etkinin maksimum olmasi icin
sulfonamid ve trimetoprim konsantrasyonlarinin orant 5:1 olmalidir. Bu yiizden
kombine formiilasyonlar silfonamid: trimetoprim orant 5:1 olarak dretilir (Papich,

2017).
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1.6. Etken Maddeclerin Miktar Tayini i¢in Kullamlan Analitik Yontemler

1.6.1. TMP Miktar Tayini i¢in Uygulanan Analiz Yontemleri

Tiirk Farmakopesi’ne gore trimetoprim miktar tayini i¢in susuz ortam titrasyonu
kullanilir. 0,325 g numune 50 mL susuz asetik asit i¢inde ¢oziiliir. 0,1 M perklorik asit
ile titre edilir. Dontm nokiasi potansiyomelrik olarak tayin edilir. 1 mL 0,1 M

perklorik asit 29,03 mg trimetoprime esdegerdir (Tlirk Farmakopesi, 2017).

Literatiirde bulunan trimetoprimin miktar tayinine yOnelik calismalar
incclendiginde, iginde trimctoprim bulunan farmasétik preparatlarin analizi igin
cogunlugu spckrofotometri olmak tizerc HPLC, kapiler clcktroforez ve voltametri gibi
farkl yontemlerin kullanildigr goriilmektedir. Trimetoprim tedavide nadiren yalniz
bagina kullamldigi i¢in, sadece trimetoprimin analizi i¢in gelistirilmis yontemlerin
sayis1 gorece azdir. Trimetoprim kombinasyonlarindan literatiirde en ¢ok bahsi gecen
karisum olan (rimetoprim ve siilfametoksazol karisimmm mikiar tayini i¢in
spetrofotometrinin  yaninda kromatografik ve elektroforetik yodntemler de
kullanilmistir. Hayvansal gida uriinleri, ¢evre numuneleri ve biyolojik sivilarda
yapilan analiz ¢ahsmalarinda trimctoprimin yaninda ¢ok sayida ctken maddenin
analizinin dc amaglandi@i vc calismalarda daha ¢ok sivi kromatografi-kiitle

spcktrometri cithazinin kullanildigr goriilmektedir.

1.6.1.1. Spektroskopik Yontemler

Bonazzi ve arkadaslarnmin yaptigi bir ¢aligmada trimetoprimin siilfadiyazin,
silfametoksazol ve siilfameloksipiridazin ile kombinasyonlarmni iceren ii¢ [(arkli
preparatin analizi igin tiirev spekirofotometri ve [ark spektrofotometri yontemleri
gelistirilmistir. Bu yontemlerle elde edilen analiz sonu¢larint karsilastirmak amaciyla
veni bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Bu HPLC ydnteminde sabit faz olarak Ciy
kolon ve 1,8 diaminooktan ve sodyum heptanosiilfat igeren ve pH degeri 6,5 olan bir

harcketli faz kullanilmigtir (Bonazzi ve ark., 1994).
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Lemus Gallego ve Pérez Arroyo, bir gdz damlast preparatinda bulunan
trimetoprim, deksametanoz ve polimiksin B etken maddelerinin ayni anda miktar
tayinlerini gergeklestirmek igin spekrofotometrik yontemler gelistirmislerdir, Bu g
ctken maddenin absorbans spcktrumlart birbiriyle ¢akistigr igin, gclistirdikleri
yontemlerde farkli kemometrik tekniklerden yararlannmslardir. Ugli kangimda
bulunan etken maddelerin analizi i¢in, spektrum oranlar tiirev sifir kesim yontemi,
kismi en kiciik kareler ve temel bilesen regresyonu tekniklerini kullanmislardir.
Gelistirilen yontemlerin validasyon caligmalarinda, bu ii¢ etken madde icin geri
kazanim oranlar1 %95,5 ile %105,1 arasinda elde edilmistir. Gelistirilen yontemler, bu
¢ etken maddeyi iceren goz damlasi preparatlarinin analizine basariyla uygulanmigstir

(Lemus Gallcgo ve Pérez Arroyo, 2001).

Mohamcd ve arkadaglan, trimetoprim ve critromisin igeren tabletlerin analizi
igin  spektrofotometre kullammma dayanan farkli kemometrik yontemler
gelistirmiglerdir. Trimetoprim ve eritromisinin spektrumlan ¢akistigr halde kullanilan
¢ kemometrik yontemle bu etken maddelerin secici olarak tayini miimkin olmustur.
Tabletlerde trimetoprim ve eritromisinin miktar tayini birinci tiirev spektrofotometri,
cok degiskenli kalibrasyon ve kismi en kiiciik kareler yontemleri uygulanarak
gerceklestirilmis ve analiz sonug¢lart arasinda anlamlt bir fark olmadig1 tespit edilmistir

(Mohamed ve ark., 2007).

2014’tc yaymlanan bir ¢alismada stilfamctoksazol ve trimctoprimin mikromolar
scviycede tayini i¢in  spcktrofotometrik bir ydntem gelistirilmigtir.  Absorbans
spektrumlarinmn  oranlarnm  birinci  tiirevinin - kullamldigt  bu  yontemde
siilfametoksazoliin tayini i¢in 256 nm, trimetoprimin tayini iginse 293 nm’deki
genlikler kullanilmustir. Bu ilaglarin kombine olarak bulundugu tabletlerdeki yardimei
maddelerin analiz lzerine olan etkisinin giderilmesi i¢in kalibrasyonda standart
ekleme yontemi kullanilmistir. Her iki etken madde i¢in dogrusal konsantrasyon
araliginin 5-150 uM/L oldugu bu yontem valide edildikten sonra ticari preparat analizi

i¢in uygulanmstir (Hajianfl ve Ghobadi, 2014).
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Adegoke ve arkadaglari tarafindan trimetoprim ve stlfametoksazoliin es zamanli
spektrofotometrik  analizi i¢in  kloranilik asit  kullanilarak  ylik-transferi
komplckslestirmesi  gergeklestirilmigtir,  Komplckslestirme  iglemlerinden  sonra
kaydedilen spcktrumlarda her iki ilacin  da  kloranilik asitle  olusturduklars
komplekslerin  goriiniir  bolgedeki sinyalleri  kullanilarak kantitatif tayinleri

gerceklestirilmistir (Adegoke ve ark., 2017).

Muchlisyam ve arkadaglart, trimetoprim ve silfametoksazoliin tabletlerdeki
miktar tayini i¢in oran spektrumlarinn sifir etraflinda merkezilestirilmesine dayali bir
UV spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Siilfametoksazol i¢in 271 nm ve
trimetoprim icin 257 nm’de olciilen islenmis sinyal degerleri kullanilarak kalibrasyon
cgrilerini  olugturmus ve analitik  validasyon islemlerini - gergeklestirmislerdir.
Tablctlerin - kantitatif analizi ilc clde cttikleri  sonuglar  ctikette  belirtilen
siilffametoksazol miktarinin %102,97 ila %103,65 arasinda, trimetoprim miktarmin ise

%94,45 ila %98,71 arasindadir (Muchlisyam ve ark., 2018).

2011°’de yayimnlanan bir caligmada siilfametoksazol ve (rimeloprim igeren
siispansiyon preparatinin analizi i¢in azaltilmis toplam yansimali Fourier dontsiimlii
kizilotesi spektroskopisi kullanilmigtir. Kargilastirmali olarak kismi en kiiciik kareler
ve yapay sinir aglari tekniklerini kullandiklart bu calismada spektral aralik olarak 800
2500 cm ' bolgesini secilmistir. Kullanilan kemometrik tekniklerin validasyonundan
sonra, ticari preparat analizini gergeklestirmigler ve her iki teknikle de kabul edilebilir
sonuglar bulmuslardir. Fakat geri kazanmim degerleri ve artik degerlerin dagilimina
bakarak, yapay sinir aglar1 tekniginin tahmin gilicliniin kismi en kiiglik kareler

teknigine gore daha yiiksek oldugunu belirtmiglerdir (Khanmohammadi ve ark., 2011).

Dong ve arkadaslari, siilfametoksazol ve trimetoprim igeren tabletlerin tablet
agirliginin ve trimetoprim igeriginin tayini i¢in yakin kizil6tesi spekiroskopi yontemini
kullanmiglardir. 213 tablet 6rnegini 2:1 oraninda ayirarak kalibrasyon ve tayin
gruplarint  olusturup 7500 5900 cm™ spektral alanindaki verilere, cesitli on
islemlerden sonra kismi en kiigiik karcler tcknigini uygulamiglardir. Tartim ve HPLC

yontemlcrinin  referans  yontemler olarak kullamildigt bu ¢alismayla endiistriycl
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uretimde sure¢ ici kontrol icin uygulanabilecek hizli ve pratik bir yontem
sunmuslardir. Fakat bu yontemle tablet iceriginde bulunan silfametoksazoliin miktar

tayini miimkiin dcgildir (Dong ve ark., 2016).

Shan vc arkadaglar, toz karigimlarindaki trimectoprim tayini i¢in yakin kizil tesi
spektroskopisi yontemi kullanilmistir. Toplam 100 toz numunesi kullanilan bu
yontemde 3 farkli konsantrasyon seviyesi kullanilmig ve numuneler ¢alisma seti,
izleme seli ve test seti olarak ii¢ gruba ayrilmistir. Dalga boyu seciminde genetik
algoritma kullanilan bu yontemde, spekiral veri analizi i¢in iki f(arkli yOniem
kullanilmistir. Kismi en kiiciik kareler yontemi ve yapay sinir aglart yontemiyle
vapilan kantitatif analiz sonucunda elde edilen sonuglarin, artik degerlerin dagilimi

bakimindan benzer oldugu belirtilmistir (Shan ve ark., 2014).

1.6.1.2. Kromatografik Yontemler

2002 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, trimetoprim ve deksametazon igeren
[armasotik goz damlasi preparatlarinin analizi i¢in bir ters [az sivi kromatografi
yontemi gelistirilmistir. Sabit faz olarak Ciz kolonun kullanildig1 bu calismada, %70
asetonitril %30 sodyum fosfat tamponu (10 mM) iceren bir hareketli faz kullanilmistir.
Y ontem gelistirme sirasinda, harcketli fazda bulunan tamponun pH degeri 3,4, 5, 6 ve
7’ye ayarlanarak cnjcksiyonlar gergeklestirilmis, ctken madde piklerinin alikonma
zamanlarinda 6nemli bir degisiklik gozlemlenmedigi igin yontemde pH 3 fosfat
tamponu kullamlmistir. Akis hizmin | mL/dk olarak ayarlandigi bu yontemde,
allkonma zamanlan 2,2 dk ve 4,6 dk olan trimetoprim ve deksametazon igin
dedeksiyon dalga boylari sirasiyla 230 nm ve 242 nm olarak belirlenmistir ve analizler
6 dk icinde tamamlanmustir. Her iki etken madde igin de 0,30-32 ug/mL c¢alisma
araliginda uygun dogrusallik degerlerine ulagilmustir. Yakalama ve tayin sinirlari
trimetoprim i¢in 0,15 pg/mL ve 0,50 ug/mL, deksametazon i¢in 0,07 ug/mL ve 0,25
ng/mL olarak hesaplanmistir. Geligtirilen yontem validasyon galismalarmdan sonra
g6z damlas1 preparatlarindaki ctken maddclerin analizine baganyla uygulanmistir

(Lemus Gallego ve Pérez Arroyo, 2002).
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Ghanem ve Abu-Lafi trimetoprim ve siilfadimetoksin sodyum igeren oral
¢cOzeltinin kantitatif analizi i¢in bir HPLC yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir.
Cis kolonun kullamldig bu ters faz HPLC yontemindc harcketli faz olarak pH decgeri
5,7°yc ayarlanan su: asctonitril: trictilamin (700:299:1, A/h/h) kanisimi kullanilmislar
ve UV dedektorii 254 nm’ye ayarlamiglardir. Etkin maddeleri ve farmasdtik preparat
farkl stres kosullarinda tuttuktan sonra degredasyon iiriinlerinin sinyallerinin etkin
madde pikleriyle cakismadigini gostermislerdir. Gelistirilen yoniem valide edildikien
sonra licari oral ¢Ozelli preparauina basariyla uygulanmistir (Ghanem ve Abu-Lali,

2013).

Wang ve arkadaslari, trimetoprim ve berberin hidrokloriir iceren farmasdotik
dozaj formlarmin kantitatif analizi igin stabilitc gdstergeli bir HPLC ydntcmi
gelistirmiglerdir. Kromatografik ayrim 25 cm uzunlugundaki Cis analitik kolonda, pH
degeri 3’e ayarlanmis asetonitril ve 50 mM potasyum dihidrojen fosfat karigrminin
(30:70 (A/h)) hareketli faz olarak kullamldigr sartlarda gerceklestirilmistir.
Kalibrasyon, validasyon ve gercek numune analizleri 271 nm’ye ayarlanan UV
dedekior kullanilarak yapilmigtir. Trimetoprim ve berberin hidrokloriir i¢in ¢alisma
araliklar1 sirayla 1-30 pg/mL ve 2-60 ug/mL olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontem
kapsiil preparatlarina uygulandiginda etiketteki trimetoprim ve berberin hidrokloriir
miktarlarina gore elde edilen geri kazanim degerleri sirasiyla %983 ve %97,96 olarak

tespit cdilmigtir (Wang ve ark., 2013).

Blahova vc arkadaglan siit érncklerinde trimctoprim analizi igin kullamlmak
lizere bir kati faz ekstraksiyonunu takip eden bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Kesintisiz ve otomatik analiz i¢in kolon degistirici kullanarak, ters faz sorbent bazli 6n
kolonda kat1 faz ekstraksiyonunu gerceklestirmisler, analitik kolon olarak ters faz Cis
kolon kullanmislardir. Hareketli [az olarak pH 3’e ayarlanmig 100 mM fos[at tamponu
ve asetonitril kullanilmistir. Siit 6rneklerini santrifiijledikten sonra orta tabakadan
aldiklart Ornekleri sisteme enjekte etmis ve kromatogramlart 229 nm’de
kaydctmiglerdir. 50-500 pg/mL dogrusal aralikta yapilan ¢aligmada standart cklenmisg
stit drncklerinin analizi gergeklestirilmis ve geri kazanmim degerleri %85,0 ile %95,6

olarak bulunmustur (Blahova ve ark., 2001).
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Dinali ve arkadaglar1 inek siitiinde trimetoprim ve siilfametoksazol tayini icin bir
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Numune hazirlig1i asamasinda manyetik molekiiler
baskili kat1 faz ckstraksiyonu kullanarak bu iki ctken maddenin siit rncklerinden
sceici olarak ckstraksiyonunu saglamiglardir. Geligtirilen HPLC ydntcmindc sabit faz
olarak Cs kolon kullamlmis, hareketli faz olarak %0,1 trietilamin sulu ¢o6zeltisi,
asetonitril ve metanol (76:19:5, h/h/h) kanigimi se¢ilmistir. Kolon sicakhig 25 °C, akis
hiz1 1,5 mL/dk olan yontemde analiz zamant 10 dakikadir ve kromatogramlar 280
nm’de kaydedilmistir. Etken maddeleri i¢in dogrusal ¢alisma araligi 0,5-20 pg/mL
olarak belirlenmig, kalibrasyon ve validasyon c¢alismalarindan sonra gercek numune
analizi gerceklestirilmis ve numunelerde 1,58 pg/mL siilfametoksazol, 7,07 pg/mL

trimctoprim oldugu saptanmigtir (Dinali ve ark., 2020).

Gonzalcs ve arkadaglari, 2015 tarihli ¢aligmalarinda kurumus plazma Icke ve
kurumus idrar leke Orneklerinden trimetoprim ve siilfametoksazol tayinini
gerceklestirmek i¢cin bir HPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. SO mm uzunluktaki
Cis kolonun kullandiklar1 kromatogralik yontemde hareketli (az1 olusturan A (% 0,1
formik asit iceren su) ve B (% 0,1 formik asit iceren asetonitril) bilesenlerinin oranlari
95:5 (W/h) ile 55:45 (h/h) arasinda degistirerek 3,5 dakikalik bir gradient akis
kullanmiglardir. Biyolojik siv1 lekesi bulunan 6 mm c¢apindaki drnekler metanol ile
ekstrakte edildikten sonra gelistirilen yontem kullanilarak analize tabi tutulmustur

(Gonzalcz ve ark., 2015).

Yang vc arkadaglar, trimctoprim, ormctoprim ve diaveridinin hayvan
yemlerinden analizi igin bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Numune
hazirlama teknigi olarak diklorometan kullanimma dayanan bir siv1 ekstraksiyon
yontemi gelistirmiglerdir. Ekstraksiyon sonrasmnda UPLC-MS/MS analizini
gerceklestirdikleri numunelerden kaynaklanan matris etkisinin degerlendirilmesi icin
ekstraksiyon sonrasi standart ekleme yontemini kullanmislar ve matris etkisinin
%15’in altinda oldugunu kanitlamislardir. Trimetoprim ic¢in yakalama sinir1 15,55
ng/kg, tayin alt simri isc 18,92 pg/kg olan bu yontem kullanilarak hayvan yemlerinde

bu ii¢ ctken maddenin analizi gergeklestirilmistir. Ug farkli piyasa {iriiniiniin
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analizinden sonra bir iiriinde 51 pg/kg omeprapol tayin edilmis, hi¢bir iiriinde

trimetoprim ve diaveridin tespit edilmemistir (Yang ve ark., 2016) .

Poiricr Larabic vc arkadaglari, kentsel atik sulara maruz kalmig baliklarin
plazmasmda diklofenak, ibuprofen, naproksen, salbutamol, siilfamctoksazol ve
trimetoprim miktar tayini igin bir LC-MS/MS yoéntemi gelistirmiglerdir. Katyon
degisim kat1 faz ekstraksiyonuyla yapilan on deristirme basamagmin ardindan, Cis
kolon ve 5 mM amonyum asetal tamponu (pH 5,5) i¢eren metanol-su karigumini
gradient akista kullamlarak bir 14 dakikalilk bir kromatogralik ayrim
gerceklestirmislerdir. Pozitif moddaki iyon elektrosprey ile gerceklestirilen
iyonizasyonun ardindan c¢oklu reaksiyon monitorizasyonuyla elde edilen her etken
maddcnin prekiirsor 1yona ait sinyalleri miktar tayini i¢in kullanilmustir,  Gelistirilen
yontem, validasyon g¢aligmalarinm ardindan balik plazma 6rncklerine uygulanmis ve
elde edilen analiz sonuglarmin izin verilen miktarlardan daha diisiik olarak tespit

edilmistir (Poirier Larabie ve ark., 2017).

El-Najjar ve arkadaslari, icinde trimetoprimin de oldugu 10 farkli antibiyotigin
insan plazmasindan analizi i¢in bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Yogun
bakim unitesindeki hastalarin plazma ila¢ diizeylerinin tespitinin hedeflendigi bu
calisma, Avrupa flac Ajansi’nin kilavuzlara uygun olarak gerceklestirilmistir. Ters
faz kromatografik ayrim, 50 °C’ye ayarlanmis 50 mm uzunlugundaki pentoflorofenil
kolon ve 4 dakikalik gradient akis ile saglanmigtir. 2 mM amonyum asctat ve %0, 1
formik asit igcren ve degisen oranlarda mctanol ve su olmak iizere iki bilesenden
olusan bir hareketli faz 0,5 mL/dk akis hizinda kullamlmistir. Pozitif iyon modunda
caligan bir elektrosprey sistemi ile ¢alisan kiitle spektrometresinde dedeksiyon igin
¢oklu reaksiyon modu kullanilmistir. Validasyon ¢alismalar1 sonucunda tayin siniri
degerleri meropenem, seflladizim, piperasilin, ampisilin, [lukloksasilin ve
sulfametoksazol i¢in 0,1 pug/mL; sefepim, benzilpenisilin ve trimetoprim icin ise 0,05
ug/mL olarak belirlenmigtir. Gelistirilen ve valide edilen metod, goniilliilerden alinan

plazma &rncklerine bagariyla uygulanmigtir (EI-Najjar ve ark., 2018).
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Teglia ve arkadaglart iclerinde trimetoprimin de oldugu 17 etken maddenin
analizi icin UPLC-MS/MS yontemi gelistirmiglerdir. Bu yontemin gelistirilmesinde,
kromatografik sartlar1 daha énccki galismalarindan modifiye ctmiglerdir. Yontemin
hassasiyctini arttirmak amaciyla bu 17 ctken maddenin kiitle spcktrometresinde
verdikleri sinyallerin giddetini arttirmay1 hedeflemislerdir. Bu amacla en uygun kiitle
spektrometresi parametrelerine karar vermek i¢in merkezi Dbilesenli tasarm
kullanmislardir. Once kapiler voltaji, koni voltaji, ekstaktor voltaji ve radyo frekansi
voltajmin her bir etken maddenin sinyal siddetine etkilerini modellemek i¢in kesirli
merkezi bilegenli tasarim kullanmuglardir. En kii¢iik kareler yontemiyle elde ettikleri
modellerin korelasyon katsayilart genellikle digiik oldugu i¢in, yapay sinir aglar
yontemini kullanmaya karar vermigler ve daha yiiksck korclasyon katsayilan clde
ctmiglerdir. Gelistirdikleri bu modclden yararlanarak kapiler voltaji, koni voltaji,
ekstaktor voltaj1 ve radyo frekansi voltaji igin en uygun sartlart saptamiglardir. Cok
degiskenli optimizasyonun tek faktorlii klasik optimizasyon yontemine gore
avantajlarim1 gostermek i¢in koni voltajiun klasik yontemle optimizasyonunu da
gerceklestirmislerdir. Calisma sonunda, c¢ok degiskenli optimizasyon sayesinde
yontem geligtirme siiresinin = %54, analit sarfiyatinin  ise %80 azaltildigini
belirtmislerdir. Gelistirilen yOntem valide edilmemis, gercek veya sentetik

numunelerin analizi i¢in uygulanmanmustir (Teglia ve ark., 2020).

Dispas ve arkadaslan, i¢inde trimetoprimin de oldugu yedi antibiyotigin analizi
i¢in bir stiperkritik akiskan kromatografisi yontemi gelistirmiglerdir. Kromatografik
yontemin optimizasyonunda gradient dncesi izokratik zamani, gradient zamanim ve
gradient sonundaki metanol miktarma karar vermek i¢in merkezi bilesenli tasarima
dayanan cevap yiizey metodolojisi kullanmislardir. Sabil (az olarak 2-etilpiridin
kullandiklar1 bu yontemde hareketli [az olarak CO2 ve MeOH karigimi optimal
kosullara gore programlanan gradient akigta uygulanmistir. Validasyon islemlerinden
sonra, gelistirilen yontemle yapay karisimlarda antibiyotiklerin  tayini
gergeklestirilmistir, Bu caligmada aym ctken maddclerin analizini gergeklestirecck bir
UPLC yontemi dc geligtirilmis ve analiz sonuglari kargilastirnlmmstir. Bu iki yontemlc

elde edilen analiz sonuglar istatistiksel olarak karsilastirilmamis, fakat benzer olarak
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ifade edilmistir. Ayrica UPLC yonteminin analitik performansinin siiperkritik sivi

akigkan kromatografisine gore daha iyi oldugu belirtilmistir (Dispas ve ark., 2014).

1.6.1.3. Elektroforetik Yontemler

Da Silva ve arkadaglan trimctoprim ve siilfamctoksazoliin  farmasotik
preparatlardan kantitatif tayini i¢in bir kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir.
Tagiyict elektrolit olarak pH 7,1 lityum fosfat tamponunu kullanarak elektroforetik
analiz sirasinda trimetoprimin katyonik formda, siilfametoksazoliin anyonik (ormda
bulunmasini saglayarak etkin bir ayrima ulasmuslardir. Ikili iletkenlik dedekidrii
kullandiklar1 bu yontemde analiz zamant 2,6 dakika olarak belirlenmistir. Geligtirilen
yontem dogrusallik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik agisindan valide edildikten sonra,
trimctoprim ve stilfamctoksazol i¢eren tablet formiilasyonlarimin kantitatif tayinine

uygulanmistir (Da Silva ve ark., 2013).

1.6.1.4. Elektrokimyasal Yontemler

Carapuca ve arkadaglari, trimetoprimin farmasotik preparatlarda tayinine
yonelik bir kare dalga katodik siyirma voltametri yontemi gelistirmiglerdir. Damlayan
civa elekirodun kullanildig1 yontemde destek elekiroliti olarak pH 3.8 asetat tamponu
kullanilmistir ve biriktirme potansiyeli —0,6 V, biriktirme siiresi 10 saniye, frekans
100 Hz, genlik 25 mV, potansiyel adimini 5 mV olarak optimize edilmistir. Gelistirilen
yontem, sulfametoksazol ve trimetoprim igeren surup preparatlarindan timetoprimin
scgici tayini igin kullamlmig ve ctikctte belirtilen miktarla uyumlu sonuglar clde

cdilmistir (Carapuga ve ark., 2005).

Rebelo ve arkadaslar, balik giftliklerinden temin edilen sularda trimetoprim
analizi i¢in potansiyometrik bir yontem gelistirmislerdir. Molekiiler baskili polimer
kullanilarak (rimetoprime secici olmasini sagladiklart iyon secici elektrodu, calisma
elekirodu olarak kullanmuslardir. Trimetoprim icin c¢alisma araligimmin 1-4 pg/mL
oldugu c¢alismada derisim ve potansiyelin logaritmast arasinda dogrusal bir iliski
kurularak standart ekleme yontemine dayali kalibrasyon, validasyon ve miktar tayini

caligmalar gergeklestirilmistir (Rebelo ve ark., 2011).
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Pereira ve arkadaglari, silfametoksazol, trimetoprim ve fenozapiridinin hizli ve
es zamanli tayini icin amperometrik 6lcime dayanan bir seri akis enjeksiyon analiz
yontemi geligtirmiglerdir. Caligma clcktrodu olarak boron katkilt clmas clcktrodun
kullamldig1 galisma, tablct preparatlarmdaki bu {i¢ ctkin maddenin miktar tayini igin
basariyla uygulanmistir. Analiz sonuglannimm karsilastinlmast i¢in bir HPLC
metodundan yararlanilmistir. Kullanilan HPLC yonteminde sabit faz olarak Cis kolon,
hareketli faz olarak 50 mM fos[al tamponu ve asetontiril karisimi (40:60, 4/h; pH 3.5)
kullanilmistar. Akis hizinin 1,2 mL/dk oldugu bu yontemde analiz zamani 5 dakikadur,
fakat HPLC yonteminin kromatogram, validasyon ve kalibrasyon verilerine yayinda
ver verilmemistir. 3 tekrarin ortalamasi kullanilarak, 4 numune analizi sonucunda elde
cdilen verilerle yapilan istatistiksel testte bu iki yontem arasmda anlamhi bir fark

olmadigr belirtilmistir (Percira ve ark., 2016).

1.6.2. SDZ Miktar Tayini icin Uygulanan Analiz Yontemleri

Turk Farmakopesi’ne gore siilfadiyazin miktar tayini i¢in primer aromatik
aminoazot tayini yontemi kullanilir. Temel olarak bir titrasyon teknigi olan bu
yonteme gore 0,250 g numunc 20 mL scyrcltik hidroklorik asit ve 50 mL su karisim
igindc ¢oziiliir. Cozeltiye 3 g potasyum bromdiir cklenir ve buz banyosunda sogutulur.
0,1 M sodyum nitrit ¢zcltisi ile titre edilir ve cgdegerlik noktasi elcktrometrik olarak
tespit edilir. 0,1 M sodyum nitritin 1 mL’si 31,03 mg siilfadiyazine esdegerdir.
Cozeltideki siilfadiyazinin tamammmi diazonyum tuzuna doniistiikten sonra ortamda
asiris1 bulunan nitrik asit, depolarizasyona neden olarak iki platin elekirot arasindaki
akimm diismesine neden olur ve galvanometrede izlenen bu diisiis titrasyondaki

esdegerlik noktasinin tespitinde kullanilir (Tiirk Farmakopesi, 2017).

Literatiirde bulunan siilfadiyazinin miktar tayini i¢in gelistirilen caligmalar
incclendiginde, farmasotik  preparatlarm  kantitatif  analizi igin - daha ¢ok
spcktrofotometrik ve kapiler clektroforez yontemleriin kullamldigi gériilmektedir.
Hayvansal gida triinleri, biyolojik sivilar, hayvan yemleri ve ¢evre dmeklerinden

siilfadiyazinin miktar tayini i¢in HPLC, HPLC-MS/MS ve kapiler elektroforez

33



yontemlerinin  kullanildigt c¢aligmalar ¢ogunluktadir. Bu yontemler genelde
sulfadiyazinin yaninda diger siilffonamid bilegiklerinin de ayni anda tayinini
gergeklestirceck  bigimde  kullanilmiglardir.  Voltametrik  yontemler  kullanilarak
gergeklestirilen galismalarin sadece stilfadiyazin ctken maddesinin miktar tayinine

yonelik oldugu goriilmektedir.

1.6.2.1. Spektroskopik Yontemler

Espinosa-Mansilla ve arkadaglari siilfadiyazin, trimetoprim, doksisiklin ve
(uraltadon etken maddelerinin ayni anda miktar (ayini i¢in kismi en kiicik kareler
yontemine dayanan bir spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Calismada,
kalibrasyon seti olarak siilfadiyazin, trimetoprim, doksisiklin ve furaltadon etken
maddclermi sirasiyla 1-24 pg/mL, 1-48 pg/mL, 4-44 ng/mL ve 2-24 pg/mL
konsantrasyon araliklarinda igeren 22 karnigim ¢ozcltisi kullantlmistir. Validasyon ve
numune konsantrasyonlar da bu sinirlar ig¢inde tutulmustur. Gelistirilen yontem, bu
etken maddelerin farkli kombinasyonlarini igeren farmasétik preparatlarin analizinde

basariyla kullanilmistir (Espinosa-Mansilla ve ark., 1995).

2002 yilinda yayinlanan bir caligmada siilladiyazin ve (rimetoprim igeren
tabletlerin disoliisyon caligmasi i¢in akis enjeksiyon analiz yontemi gelistirilmistir.
Aki1s enjeksiyon analizorii hatlart disolisyon kabina ve diliient kabina baglanip sisteme
filtre de eklendikten sonra gerekli seyreltmeler otomatik olarak gerceklestirilerek
numuncler detcktdre verilmistir. Dedcktor olarak UV spektrofotomctre kullanilan
galigmada, birinci tiircv spcktrumlan ve sifir kesim tckniginden yararlanilmistir,
Birinci tiirev spektrumlarindaki 288 nm’deki absorbans degerleri siilfadiyazin tayini
igin, 248 nm’deki absorbans degerleri ise trimetoprim tayini i¢in kullanilmistir.
Silfadiyazin ve (rimetoprim i¢in dogrusal ¢alisma araliklart 1-35 pg/mL ve 1-30
ug/mL olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontem, siilfadiyazin ve {rimetoprim iceren
oral dozaj formiilasyonunun disolisyon profilinin tayini i¢in bagariyla kullanilmigtir

(Galvez ve ark., 2002).
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I. Fan ve arkadaslari, farmasotik preparatlardan siilfadiyazin tayini ile idrardan
sulfametoksazol tayini icin spektrofotometrik dl¢lime dayanan akis enjeksiyon analiz
yontemleri gelistirmiglerdir. Bu iki ctken madde igin gelistirilen iki ydntemin csas,
s6z konusu aktif bilesiklerde bulunan scrbest amino grubunun sodyum nitritle
diazonyum bilesigine doniismesi ve diazonyum bilesiklerinin kromojenik bir reaktifle
reaksiyona girerek bir azo boyar madde olusturmasina dayanmaktadir. Akis
enjeksiyon sistemiyle gerceklestirilen bu reaksiyon adimlarinin ardindan siil(adiyazin
icin 538 nm’de ve siillametoksazol i¢in 528 nm’de Olciilen absorbans degerleri
kantitatif analiz icin kullanilmstir. Siilfadiyazin ve siilfametoksazol i¢in sirasiyla 0,2-
20 pg/mL ve 0,1-20 pg/mL dogrusal aralikta gerceklestirilen ¢aligmada tayin sinirlart
siilfadiyazin i¢in 0,06 pg/mL ve siilfamctoksazol icin 0,05 pg/mL olarak
hesaplanmustir, Gelistirilen yontem, tck ctken maddc igeren farmasétik preparatlarin
analizine ve siilfametoksazol uygulanan goniillillerin idrar Orneklerinin analizine

basariyla uygulanmistir (Fan ve ark., 2003).

Hismiogullar1 ve arkadaglari, 2010 yilinda yapuklar: ¢alismada, siil(adiyazin ve
(rimetoprim igceren veteriner preparatin analizi icin spektrofotometrik bir yontem
gelistirmislerdir. Bu iki etken maddenin spektrumlart girisim yaptig1 i¢in, 241, 257 ve
288 nm’deki absorbans verileri kullanilarak ¢ok degiskenli bir klasik en kiiciik kareler
yontemi gelistirilmistir. Dogrusal ¢alisma araliinin siilfadiyazin i¢in 4-22 pg/mL ve
trimctoprim igin 3-18 ug/mL oldugu bu g¢aligmada, validasyon iglemi igin scentctik
karisgtmlardan clde cdilen geri kazanim yiizdcleri degerlendirilmistir. Gelistirilen
yontem 1000 mg silfadiyazin ve 200 mg trimetoprim igeren ticari preparatlara
uygulandiginda siilfadiyazin ve trimetoprimin ortalama miktarlan 991,7 mg ve 200,6
mg; standart sapma degerleri sirasiyla 11,6 mg ve 4,31 mg olarak bulunmugtur. Bu
yontem kullanilarak ti¢ farkli kosulda (oda sicaklig1, buzdolabi ve etiiv) 12 ay boyunca
saklanan preparatlar 3 ay araliklarla analiz edilmis ve etken madde miktarlarinin

gerekli sinirlar i¢inde oldugu saptanmistir (Higsmiogullar1 ve ark., 2010).
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1.6.2.2. Kromatogratik Yontcmlcr

Khattab ve arkadaglari, G¢ farkli numuneden siilfadiyazin ve trimetoprim
tayinini gergeklestirmek igin bir ince tabaka kromatografisi yontemi geligtirmiglerdir.
Numunc olarak balik yemi, balik dokusu ve ticari enjcktabl ¢ozelti scgilmistir. Scgilen
numunelerden balik yemi ve balik dokusu tizerine sentetik olarak eklenen siilfadiyazin
ve trimetoprim ilaglarmin analizi i¢in once basit bir ekstraksiyon iglemi uygulanmistir.
Ince tabaka kromatografisinde sabit [az olarak silika jel aliimina tabakalar, hareketli
[az olarak kloroform: toliien: etanol: glasiyel asetik asit (27:27:6:6, A/h/h/h) karisimi
kullanilmistir. Dedektér olarak tarayici dansitometrenin kullanildigt calismada,
silfadiyazin i¢in 270 nm, trimetoprim icin 225 nm’deki absorbans degerleri
kullanilmigtir. Yontemin validasyonu sirasinda geri kazanim ve standart ckleme
caligmalart ile dogrusalhk, dogruluk, kesinlik ve sceicilik  parametreleri
degerlendirilmistir. Yakalama sir ve tayin simr degerleri tespit edilmemistir

(Khattab ve ark., 2014).

Lian ve arkadaslari, deniz suyunda siilfadiyazin kalint1 tayini i¢in molekiiler
baskilanmis polimerlerle gergeklestirilen kat1 faz ekstraksiyonunu takip eden bir
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kat1 faz ekstraksiyonunun ger¢eklestirilecegi kartus,
sentezlenen molekiiler baskili polimerlerin cam bir kolon icine yerlestirilmesiyle elde
edilmistir. Standart ¢dzeltiler ve numunelerin hepsi bu kartustan gecirilerek 6n
derigtirme basamagina tabi tutulmuglardir. Gelistirilen kati faz ckstraksiyonunu geri
kazamm %88 olarak bulunmustur. HPLC mctodunda 30 °C’dc tutulan Cig kolon ve 1
mL/dk akis mzina ayarlanmig asetonitril su karisimi (25:75, 4/h) kullamlmigtir,
Yontemin yakalama sinim 0,05 pg/L, tayin alt stnin 0,17 pg/L olarak hesaplanmistir,
7 larkl1 bolgeden alinan deniz suyu 6rneklerinden ikisinde stlfadiyazin miktart 0,33
ve 0,28 ug/L olarak tespit edilmis, nedeninin bu bolgelere yakin balik ¢iftlikleri
olabilecegi belirtilmistir (Lian ve ark., 2014).

He ve arkadagslari, yumurta 6rneklerinde siilfadiyazin kalintilarinin miktar tayini

icin - molckiiler baskilannmmsg polimerler  kullanidlarak  geligtirilen bir kati faz

ckstraksiyonunu yonteminin sonrasinda uygulanan bir HPLC mctodu gelistirmislerdir.
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HPLC metodunda sabit faz olarak C g kolon, hareketli faz olarak asetonitril su karigimi
(25:75, h/h) kullanilmistir. Yontemin validasyon ¢alismalar1 sadece yakalama ve tayin
smirt hesaplart ile smirlt kalmigtir. Siilfadiyazin igin hesaplanan tayin alt sinirn 1 pg/kg
olup, yumurtada izin verilen kalintt miktarindan (100 pg/kg) ¢ok daha diisiiktiir,
Geligtirilen yontem, standart eklenmis yumurta 6meklerine basariyla uygulanmistir

(He ve ark., 2016).

Baere ve arkadaglarmin yapu@ c¢alismada domuz dokularmndan (bobrek,
karaciger, kas, yag ve deri) silladiyazin ve (rimetoprim analizi i¢in [arkli sivi
kromatografisi yontemleri gelistirilmigtir. UV dedektor kullanilarak her bir etken
maddenin analizi icin Cjg kolon kullanilan, iki ayr1 yiksek performansli sivi
kromatografisi yontemi geligtirilmistir. Siilfadiyazin tayini i¢in geligtirilen yéntemde
harckctli faz olarak %1 asctik asit igeren su-asctonitril kangimi (85:15, A/h);
trimetoprim tayini i¢in gelistirilen yontemde ise %0,25 trietilamonyum asetat:
asetonitril: metanol karisimi (80:15:5, A/h/h) kullamlmigtir. Dedeksiyon dalga boyu
olarak siilfadiyazin i¢in 270 nm, trimetoprim i¢in 240 nm secilmistir. Siilfadiyazin ve
trimetoprimin ayr1 ayr1 kalitatif analizini gerceklestirmek amaciyla gelistirilen HPLC-
MS yontemlerinde de ayni sabit faz ve hareketli fazlar kullanilmistir. Numune
hazirlama ve 6n deristirme basamaklarinda da her iki etken madde i¢in farklt sivi-sivi
ekstraksiyon ve kati-sivi ekstraksiyon prosediirleri uygulanmustir. Siilfadiyazin analiz
yontemlcrinde ig standart olarak siilfamcrazin, trimctoprim analiz yontemlcrinde isc i¢
standart olarak ormctoprim kullanilan y&ntemler valide cdilmiglerdir. Validasyon
caligmalarinda ger1 kazanim yiizdeleri her iki etken madde i¢in de %80 ile %110
arasinda bulunmustur. Hesaplanan tayin simirlart AB diizenlemesine gore belirlenmis
maksimum etken madde konsanirasyonlarinin alunda bulunmustur. 5 giin boyunca
trimetoprim ve siilfadiyazin iceren preparatin oral yolla uygulandigr domuzlar (arkli
glinlerde kesilmis ve etken maddelerin analizi, gelistirilen ve valide edilen yontemler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda, ila¢ uygulanmasindan 12 giin
sonra kesilen hayvanlardaki ilag kalimtilarinin izin verilen kalintt miktarlarinin altinda

oldugu bulunmustur (D¢ Bacre ve ark., 2000).
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Croubels ve arkadaglari, hayvan yemlerindeki siilfadiyazin ve trimetoprimin
tayini icin iki kromatografik yontem gelistirmislerdir. Tlacli yemlerin Kkalite
kontroliinde kullanmak {izerc ycni bir HPLC-UV ydntemi, ilagsiz hayvan
yemlcrindeki siilfadiyazin ve trimetoprim kalintilarinin tayininde kullanilmak {izere
ise bir HPLC-MS/MS yéntemi gelistirmislerdir. Orneklerden siilfadiyazin ve
trimetoprimin kazanilmasi1 i¢in su-metanol karigimi (50:50, A/h) ve etil asetat ile
ekstraksiyon gerceklestirilmis, katr faz ekstraksiyonu i¢in iyon degistirici kartug
kullanilmigtir. Cig kolon kullanilan HPLC sisteminde hareketli [az olarak %0,5 asetik
asit, %0.,25 trietilamin, %5 metanol iceren su ve %5 metanol igeren asetonitril
kullanilarak gradient akis kullanilmugtir. Dedeksiyon, siilfadiyazin icin 270 nm’de,
trimctoprim igin 240 nm’dc  gergeklestirilmigtic. . HPLC-MS/MS  sisteminde
kromatografik ayrim, aym sabit faz kullanilarak %1 oraninda asctik asit igcren su-
metanol karisimi (70:30, v 4/h) ile izokratik olarak gergeklestirilmistir. Gelistirilen
yontemler valide edildikten sonra ger¢cek numune analizleri gergeklestirilmistir.
HPLC-UV yontemiyle elde edilen yakalama sinur1 degerleri silladiyazin ve
trimetoprim icin sirasiyla 1,16 mg/kg ve 0,390 mg/kg; HPLC-MS/MS yontemiyle ise
0,052 mg/kg ve 0,022 mg/kg olarak hesaplanmistir. Validasyon ve kantitasyon
calismalariyla her iki yontemin de amacina uygun olarak kullanilabilecegi
kanitlanmis, 6zellikle ¢cok diisiik yakalama sinirt degerlerine sahip olan HPLC-MS/MS
yonteminin hayvan ycmlerindcki kalinti analizine uygun oldugu bclirtilmistir

(Croubcls ve ark., 2002).

Kujawinski ve arkadaslar trimetoprim, siilfadiyazin, siilfatiazol, siilfamerazin
ve siilffametoksazoliin ayn1 anda kalitatif analizleri i¢in gelistirdikleri sivi kromatografi
kiitle spektrometri yonteminde, kromatogralik ayrim ic¢in Cig kolon ve pH 3 sodyum
fosfat tamponu kullanmiglardir. Dedek16r olarak izotop oran kiitle spekirometresi
kullandiklar1 i¢in, organik ¢oziicii icermeyen bir hareketli faz secmislerdir. Bilesige
O0zgi karbon izotop orani analizi kullanarak farmasotik preparatlarin orijinalliginin

degerlendirilebilecegi bir yontem sunmuslardir (Kujawinski ve ark., 2012).

Zonaras vc arkadaglari, balik derisi ve kas dokusunda siilfadiyazin, trimetoprim

ve sllfadiyazinin bir metabolitinin miktar tayini i¢in bir sivi kromatografi-kiitle
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spektrometri yontemi gelistirmislerdir. Numune hazirhi@i asamasinda basingli sivi
ekstraksiyonu ve kat1 faz ekstraksiyonu art arda kullanilmis, kromatografik ayrim Cis
kolon ve formik asit ¢dzcltisi ile asctonitrilin kullanildig gradicnt akisla saglanmistir.
Analitik  validasyon ¢ahgmalarmdan sonra, ycrcl marketlerden satin - alman

numunelerin analizi i¢in bu yontem kullanilmistir (Zonaras ve ark., 2016).

Meersche ve arkadaslan, giibre drneklerinde siilfadiyazin ve trimetoprimin de
icinde bulundugu yedi farkli veleriner amag¢li antibiyotigin ayni anda (ayinini
gerceklestirmek icin bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. On ekstraksiyon
agsamasinin ardindan Cig kolon kullandiklar1 kromatografik yontemde, 15 dakika siiren
ve formik asit, amonyum format, su ve metanoliin farkli oranlarda kullanildig1 bir
gradient akig programlamiglardir. Tandem MS/MS dedcktorti kullanilan bu yontem
analitik olarak valide cdildikten sonra gergek numunclere basariyla uygulanmistir

(Van den Meersche ve ark., 2016).

Robert ve arkadaslari, trimetoprim ve siilfadiyazinin de i¢inde bulundugu 15
antibiyoligin hayvan yemlerindeki es zamanli analizlerini gergeklestirmek icin bir
UPLC tandem kiitle spektromeltri yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Yem
orneklerinin numune hazirlig1 agamasinda asidik ekstraksiyonu izleyen santrifiij islemi
ve kat1 faz ekstraksiyonu kullanilmugtir. Standart ekleme yontemi ile gerceklegstirilen
kalibrasyon c¢alismalarindan sonra yontem valide edilmis ve gercek numunelerin

analizinc uygulanmistir (Robert ve ark., 2016).

1.6.2.3. Elektroforetik Yontemler

Berzas Nevado ve arkadaslar, trimetoprim, siilfadiyazin, siilfametoksazol,
guaifenesin ve bromhekzin etken maddelerinin elektroforetik ayrimi i¢in kapiler zon
elekiroforez yontemini kullanmuslardir. Ayrimda elekirolit olarak 25 °C’deki 15 mM
fosfat tamponu (pH 6,2) kullanilmis ve 30 kV potansiyel uygulanmigtr. 6 dakikada
gerceklestirilen ayrimdan sonra UV dedektore giden maddelerin miktar tayinleri i¢in,
her bir maddenin maksimum absorbans yaptig1 dalga boylart kullanilmuistir. Geri

kazamm ¢aligmalan ile valide cdilen yontem kullanilarak analitlerden bir, iki veya
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Uciinii iceren farmasotik preparatlarin analizi gerceklestirilmistir. Tespit edilen etken
madde icerikleri, etikette belirtilen miktarlarin %97.,6 ila %102,9 ‘si arasinda oldugu

tespit cdilmistir (Berzas Nevado ve ark., 2001).

Fan ve arkadaglan, 2005°tc yaptiklan ¢aligmada siilfadiyazin, siilfamctoksazol
ve trimetoprimin ticari preparatlardan tayinini gergeklestirmek i¢in mikro akiskan
kapiler elektroforez yontemi gelistirilmiglerdir. Numunenin = siirekli  bigimde
uygulanmast icin mikrocip ve akis enjeksiyon sisteminden yararlanmislardir. Uc etken
maddenin ayrimi 30 mM, pH 6 fos(at tamponunun 2,0 mL/dk akis hizinda kullanilmasi
ve 1 kV potansiyel uygulanmasi ile 2 dakikalik analiz siiresi i¢inde saglanmustir. Etken
maddelerin dogrusal c¢alisma araliklart 2-80 pg/mL olarak belirlenmig, tekrar
cdilebilirlik yiiksck derigim scviyelerinde degerlendirilmigtir. Gelistirilen yontem,
siilffamctoksazol, trimctoprim vc siilfadiyazin ctken maddclerini igeren farmasotik

preparatlarin analizine basariyla uygulanmistir (Fan ve ark., 2005).

Chu ve galigma arkadaglan, yenilebilir hayvan dokularindan altt siilfonamid
anlibiyotiginin analizi icin bir kapiler elekiroforez yontemi gelistirmislerdir. Iclerinde
siilladiyazin ve siilladimidinin de oldugu bu alu siilfonamidin elektroforetik ayriminda
kullanilacak tagiyicinin secimi icin borik asit ve fosforik asit tuzlarindan olugan farkl
pH degerlerinde tampon sistemleri denemislerdir. En uygun tagiyici sisteminin pH
degeri 6,2 olan ve 40 mM Na:B4O7 ile 25 mM KH;PO, iceren tampon cozeltisi
olduguna karar vermislerdir. Bu tampon sisteminin 18 kV  potansiyclde
kullanilmasiyla 17 dakika ig¢inde ctken maddclerin ayrimi  gergeklestirilmis ve
elektrokimyasal dedektor ile tayinleri ger¢eklestirilmistir. Hayvan dokularmin {izerine
eklenen standart maddelerin gelistirilen yontemle analizi sonucunda geri kazanim

oranlart %81 ile %92 arasinda tespit edilmistir (Chu ve ark., 2009).

Tong ve arkadaslari, i¢lerinde siilfadiyazinin de bulundugu alt1 farkli siilfonamid
antibiyotiginin atik sulardan analizinde kullanilmak iizere bir kapiler elektroforez
yontemi gelistirmislerdir. Elektroforetik ayrimdan once gergeklestirilen on derigtirme
basamaginda oyuk-fibcr sivi faz mikrockstraksiyonu kullanmislardir.  Kapiler

clcktroforcz sisteminde ctken maddelerin ayrimi igin 12 g/l sodyum polistiren
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sulfonat iceren 60 mM Na>B4O7/KH2PO4 tamponu (pH 6,2) tasiyici olarak kullanilmis
ve 18 kV potansiyel uygulanmigtir. Elektrokimyasal bir dedektoriin kullanildigt bu
yontemde 35 dakikalik analizdc alti  siilfonamidin  clcktroforctik — ayrimi
gergeklestirilmistir. Mikrockstraksiyon iglemiyle clde cdilen zenginlestirme faktorleri
121 ile 996 arasinda tespit edilmistir. Yakalama simrlarimin 0,033 ve 0,44 ng/mL
oldugu bu yontemde geri kazanim oranlan % 75 ile %109 arasinda hesaplanmistir

(Tong ve ark., 2013).

1.6.2.4. Elektrokimyasal Yontemler

Braga ve arkadaslari, siilfadiyazinin tablet preparatlarinda analizi i¢in etken
maddenin indirgenmesine dayanan bir voltametrik yéntem gelistirmislerdir. Uclii
clcktrot sisteminin kullanildigr yontemde destek clcktroliti pH 6,8 Britton-Robinson
tamponu olarak scgilmis ve indirgenme Ag/AgCl clcktroduna karst -1,49 voltta
gozlenmistir. Dogrusal alisma araligit 15-85 pg/mL olarak belirlenen yontemin
yakalama smir 2,7 pg/mL olarak hesaplanmistir. Validasyon ¢alismalarindan sonra
yontem siilfadiyazin igeren tabletlere uygulannus ve etikel miklarma gore %96.,0 ila

%104,6 arasinda geri kazanim oranlari elde edilmistir (Braga ve ark., 2010).

Sadeghi ve Motaharian, 2013 tarihli ¢caligmalarinda siit ve insan plazmasindan
sulfadiyazinin miktar tayini i¢in voltametrik bir yontem gelistirmislerdir. Baskili
polimerle modifiye edilmis karbon pasta elektrodunun kullanildigi bu ydntemde
difcransiyel puls tcknigiyle clde cdilen siilfadiyazinin 0,92 'V  potansiycldcki
oksidasyon pikinin akim dcgerleri kaydedilmistir. Siilfadiyazin igin galisma aralig
0,05-25 pg/mL, yakalama smrn 0,035 pg/mL olarak belirlenmistir. YOntemin
dogrulugunu belirlemek i¢in siit ve insan plazma Orneklerine standart eklenerek
yapilan analizlerde geri kazanim oranlart % 69,7 ile %100,9 arasinda hesaplanmistir

(Sadeghi ve Motaharian, 2013).

Vinay ve arkadaglari, silfadiyazinin biyolojik numunelerden analizi icin
kullanilmak lizere karbon nanotiip ve molibden disiilfiir nanokompoziti ile modifiye

cttikleri karbon pasta clcktrot kullanmuglardir. Gelistirdikleri  difcransiyel puls

41



voltametri yonteminde destek elektrolit olarak pH 7 fosfat tamponu kullanmaislardir.
Kantitatif calismalar 0,5-22,5 pg/mL dogrusal c¢alisma aralifinda gerceklestirilmis,
Ag/AgCl clcktroda kars1 0,94 V'ta clde cdilen anodik pik kullamilmstir. Idrar ve
scruma cklenen siilfadiyazinin tayii igin gelistirilen yontem kullamlmis ve geri

kazamm oranlan %98,3 ile %102,2 arasinda bulunmustur (Vinay ve ark., 2020).

1.6.3.SDX Miktar Tayini Icin Uygulanan Analiz Yontemleri

Turk Farmakopesi’ne gore sulfadoksin miktar tayini icin titrimetrik primer
aromatik aminoazot taymi yontemi kullanilir. 0,250 g numunc 50 mL scyrcltik
hidroklorik asit igindc ¢oziillir, 3 g potasyum bromiir cklendikten sonra ¢bzelti buz
banyosunda sogutulur. 0,1 M sodyum nitrit ¢6zeltisi ile titre edilir ve esdegerlik
noktasi elektrometrik olarak tespit edilir. 0,1 M sodyum nitritin 1 mL’si 31,03 mg
siilfadoksine egdegerdir (Tiirk Farmakopesi, 2017).

Literatiirde siilfadoksinin miktar tayininin gergeklestirildigi c¢aligmalar
incelendiginde, sitma tedavisinde kullanilan siilfadoksin ve primetamin ikili
kombinasyonunu iceren farmasotik preparatlarin analizine daha ¢ok onem verildigi
gortilmcktcdir. Bu iki ctken maddenin farmasotik dozaj formlarimdaki miktar tayini
i¢in daha ¢ok UV spcktrofotometrik ve HPLC yontemlcrinin tercih edilmistir. Kan ve
idrar gibi biyolojik numunclerde siilfadoksin miktar tayini igin daha ¢ok HPLC-
MS/MS yontemi kullanilmistir. Bu yontem ayn1 zamanda ¢evre ve gida numunelerinde
siilfadoksinin de i¢inde bulundugu ¢oklu ila¢ kalintist analizleri ig¢in de kullanilmistir.
Silfadoksin analizi icin elekiroforetik ve voltametrik yontemlerin kullanildig:

calismalar da literatiirde mevcuttur.

1.6.3.1. Spcktroskopik Yontemler

Onah ve Odeiani’nin 2002°de yayinladiklart calismada silfadoksin ve
primctamin igcren tabletlerin analizi igin bir komplcks olugumuna dayanan bir

spcktrofotometrik yontem gelistirmiglerdir. Siilfadoksin ve primetaminin kloranilik
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asit ile olusturduklart komplekslerin maksimum absorbans dalga boylart sirastyla 500
nm ve 520 nm olarak tespit edilmistir. Spektrumlarin ¢akisiyor olmasina ragmen,
maksimum  absorbans  dalga  boylart  kullamlarak  kantitatif  galigmalar
gergeklestirilmistir.  Yakalama smint ve tayin alt sinirlan sirastyla siilfadoksin igin 5
ng/mL velS pg/mL, primetamin i¢in 10 ug/mL ve 20 png/mL olarak tespit edilmistir.
Bu iki etken maddeyi igeren ve dort farkl: ticari tablet preparati gelistirilen yontemle
analiz edilmis ve etiket miktarina gore geri kazanim sonuglar: stilfadoksin i¢in %94,79
ile %98,06 arasmda, primetamin icin %93,75 ile %103,5 arasinda tespit edilmistir

(Onah ve Odeiani, 2002).

Ochekpe ve calisma arkadaglari, siilfadoksin ve primetamin iceren tablet
preparatlarinin in - vitro ¢oziinme izt ¢aligmalarinda  kullamlmak {izere UV
spcktrofotometrik yontecmine dayanan analitik yontemler gelistirmiglerdir. 0,1 M HCI
asit ¢ozeltisi, pH 4,5 fosfat tamponu ve pH 6,8 fosfat tamponu ortamlarmmda
gercgeklestirilecek ¢oziinme hiz1 deneylerinde kullanilmasi hedefiyle, bu ortamlarda
hazirlanmis ikili karisimlarm spektrumlart 190-400 nm arasinda kaydedilmistir.
Kalibrasyon ve mikiar tayini c¢alismalarinda, siilfadoksin ve primetamin
spektrumlarinin maksimum absorbans verdigi dalga boylarindaki absorbans degerleri
kullanilmistir. Bu dalga boylart silfadoksin ile primetamin icin sirasiyla 0,1 M HCI
ortaminda 210 nm ile 268 nm, pH 4,5 fosfat tamponu ortaminda 212 nm ile 272 nm,
pH 6,8 fosfat tamponu ortaminda 215 nm ilc 272 nm olarak belirlenmistir. Kalibrasyon
araligmin belirtilmedigi bu galismada analitik validasyon verileri de paylagiimamistir.
Geligtirilen spektrofotometrik yontemler, ii¢ farkli ortamda, 12 farklh markaya ait
triinlerin ¢oziinme hiz1 deneylerinde uygulanmig ve preparatlarm ¢oziinme hizi

profillerinde anlamli varyasyonlar oldugu belirtilmistir (Ochekpe ve ark., 2012).

Meena ve Sandhya, 2013°te yayinlanan c¢alismalarinda siillfadoksin ve
primetaminin kombine dozaj formlarindan ayni anda analizleri i¢in dual dalga boyu
teknigine dayanan bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Siilfadoksin i¢in esit
absorbans dcgcrine sahip olan dalga boyu ¢ifti 246 nm ve 298 nm olarak, primctamin
icin 278 nm ve 295 nm olarak scgilmistir. ikili karisimlarm spcktrumlarinda, bu dort

dalga boyuna karsihk gelen absorbans degerleri kullanilarak siilfadoksin ve
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primetamine ait kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Stilfadoksin i¢in 7-42 pg/mL ve
primetamin i¢in 3-18 pg/mL konsantrasyon aralifinda gerceklestirilen calismada
yakalama sinim sirasiyla 0,93 pg/mL ve 0,49 ng/mL olarak hesaplanmustir. Validasyon
caligmalarindan sonra geligtirilen yOntem tablet dozaj formundaki farmasétik

preparatlara basariyla uygulanmigtir (Meena ve Sandhya, 2013).

Divya ve arkadaslarinin ¢alismasinda siilfadoksinin tabletlerden analizi igin
kobalt ile komplekslesmesine dayanan spekirofotomeirik yontemler gelistirilmistir.
Silfadoksinin vanilin ve p-dimethilaminobenzaldehit ile girdigi reaksiyon sonucu
olusan Schiff bazi, bir ligand olusturup kobalt ile stabil ve yesil renkli kompleksler
olusturmuglardir. Vanilin kullanilan yontemde maksimum absorbansin goézlendigi
dalga boyu 665 nm, p-dimcthilaminobenzaldehit kullanilan yontemdce isc 672 nm
olmustur. Dogrusal konsantrasyon araligi her iki yontem igin de 20-100 pig/mL olarak
belirlenmis ve tespit edilen dalga boylarindaki absorbans degerleri kullamlarak
kalibrasyon, validasyon ve ger¢ek numune analizleri gergeklestirilmistir (Divya ve

ark., 2016).

1.6.3.2. Kromatografik Yontemler

Edstein 1984 yilinda yaymlanan c¢alisgmasinda, plazmadan stlfadoksin,
pirimetamin ve siilfadoksinin asetillenmis metabolitinin tayinini gerceklestirmek icin
bir HPLC yontemi gelistirmistir. I¢ standart olarak kinin kullanilan bu ydntemin
numunc hazirlama agamasmda, fosfat tamponu ve ctilen dikloridin kullanmldig
ckstraksiyon iglemindcn sonra ilaglar organik faza gegmisler, organik faz kuruluga dek
ucurulduktan sonra kalmti hareketli fazda c¢oziilerek HPLC sistemine enjekte
edilmistir. Cig kolonda gergeklestirilen kromatografik ayrim igin hareketli faz olarak
0,005 M penian siillonik asit igeren metanol, asetonitril ve su (25:15:60, h/h/h)
karisim kullanilnugtr. 254 nm’de gerceklestirilen bu yontemde silfadoksin icin
vakalama sinir1 50 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu yontem kullanilarak elde edilen
geri kazanim yuizdeleri stlfadoksin icin %78,6, asetilsiilfadoksin i¢in %75 pirimetamin

i¢in %85’tir (Edstcin, 1984).
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Trag ve arkadaslari, Angora keg¢ilerinden alinan biyolojik Orneklerde
trimetoprim ve siilfadoksin analizini gerceklestirmek icin bir ekstraksivon ve HPLC
yontemi geligtirmislerdir. Cig kolon ilc metanol ve fosfat tamponundan olusan bir
harcketli fazm kullamldig bir kromatografik yontem gelistirilmistir. Yakalama sinir
her iki ilag i¢in 0,02 pg/mL olarak belirtilmistir. Analitik yontemle ilgili kalibrasyon,

validasyon veya kromatogram bilgisi sunulmamigtir (Trag ve ark., 1998).

Plazmada icinde siilfadoksinin de bulundugu alt: sitma ilacinin ayni anda tayini
icin kau-faz ekstraksiyonunu izleyen bir HPLC ydntemi gelistirilmistir. Kat1 [az
ekstraksiyonu icin Cig ekstraksiyon kolonlart kullanilmistir. Ayni cins analitik kolon
kullanilarak, metanol, asetonitril, 1-hekzansiilfonik asit ve sudan olusan bir gradient
akig saglanarak iyon-¢ifti kromatografisi yontemi gelistirilmigtir. Siilfadoksin igin pik
alanlar1 254 nm’dc Slgiilmiistiir. Siilfadoksin i¢in ckstraksiyonda geri kazamim %91,2,

tayin smiri ise 25 mg/mL olarak saptanmustir (Eljaschewitsch ve ark., 1996).

Gbotosho ve arkadaslan, filtre kagidi izerinde kurutulmus tam kan lekesinden
sillfadoksin analizini gerceklestirmek amaciyla bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Tam kan numunelerine standart ¢ozelti ekleyerek, numunelerin 0-100 pg/mL
araliginda sulfadoksin ve 500 pg/mL i¢ standart (siilfisoksazol) igcermesini
saglandiktan sonra, kan numunelerini filtre kdgidina damlatmis ve bir giin boyunca
kurumasini saglamislardir. Numune hazirlama basamaginda kan lekesi bulunan filtre
kagidi NH4Cl ¢ozcltisi iginde bekletilip asctonitril cklendikten sonra karistirma ve
santrifiij islemlcrine tabi tutulmustur. Siipernatan, nitrojen gazi altinda kurutulduktan
sonra 0,1 M HCI iginde ¢oziilerek kromatografik sisteme enjekte edilmistir. Cisg
kolonda ger¢eklestirilen kromatografik ayrimda hareketli faz olarak %] trietilamin
iceren 0,05 M [fosfal tamponu, metanol ve asetonitril karisimu (70:17:13, h/h/h)
kullanmilmig; analit ve i¢ standarda ait piklerin alikonma zamanlar1 6,3 dk ve 7.2 dk
olarak tespit edilmistir. Validasyon calismalarinda siilfadoksin geri kazanim oranlari
%381,02 ile %85,60 arasinda hesaplanmistir. Validasyon caligsmalarinin ardindan,
stilfadoksin kullanan goniilltilerin kanlart filtre kagida damlatildiktan sonra aym
kurutma ve ckstraksiyon iglemleri uygulanmis ve siilfadoksin analizi bagariyla

gerceklestirilmistir (Gbotosho ve ark., 2009).
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Arayne ve arkadaslari 2010 yilinda yayinlanan calismalarinda siilfadoksin,
pirametamin, meflokin ve ibuprofenin tayini icin bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Bu dort ctken maddenin kromatografik ayrimi igin sabit faz olarak Cis kolon, harcketli
faz olarak pH dcgeri fosforik asitle 2,6’ya ayarlanmis asctonitril-su karigimi (50:50,
h/h) kullamlmistir. Akis hizimn 2 mL/dk oldugu bu kromatografik yontemde,
dedeksiyon dalga boyu 220 nm olarak ve pirimetamin, siilfadoksin, meflokin ve
ibuprofenin alikonma zamanlar1 sirasiyla 1,55 dk, 1,82 dk, 2,34 dk ve 5,88 dk olarak
belirlenmistir. Validasyon caligmalarinin ardindan, bu dort etken maddenin ayni anda
analizine uygun olan bu yontem, bu etken maddelerin ikili kombinasyonlarini iceren

farmasotik preparatlarin analizine basariyla kullantlmistir (Arayne ve ark., 2010).

Mwalwisi ve arkadaslart siilfadoksin-primetamin  ve siilfalen-primatamin
kombinasyonlarim igeren farmasétik preparatlarin analizinde kullamimak tizere bir
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Siilfadoksin, primetamin ve siilfalenin yaninda bu
etken maddelerin baz1 safsizliklarmin kromatografik ayrimt Cis kolon ile %40 metanol
ve %60 0,05 M KHyPO4 tamponu (pH 2,6) karisimi, 1,5 mL/dk akis hizinda
kullamilarak 15 dakikalik bir analiz siresinde gergeklestirilmistir. Gelistirilen
yontemin validasyon ¢aligmalart tamamlandiktan sonra, yontem iki farklt farmasotik

preparatin analizine bagariyla uygulanmistir (Mwalwisi ve ark., 2016)

Sanjay Pai ve arkadaglar1 siilfadoksin ve primetamin iceren farmasotik
preparatlarin - analizinde kullanilmak {izere bir HPLC ydntemi gceligtirmislerdir.
Kromatografik ayrimi C18 kolon ile %80 asctonitril ve %20 20 mM sodyum asctat
tamponundan (pH 6) olusan bir hareketli faz kullanarak gerc¢eklestirmislerdir. Akis
hizimn 1 mL/dk ve dedeksiyon dalga boyunun 224 nm oldugu bu yontemde
siilfadoksin ve primetaminin alikonma zamanlar1 0,9 ve 1,2 dk olarak kaydedilmistir.
I¢ standart olarak kullanilan diklofenak sodyumun alikonma zamant ise 4,2 dk olarak
tespit edilmistir. Siilfadoksin ve primetamin i¢in dogrusal ¢alisma araliklar1 sirasiyla
60-200 pg/mL ve 3-10 pg/mL olarak belirlenmis ve validasyon caligmalarinda her iki
ilag i¢in uygun geri kazanmm degerleri clde edilmigtir. Siilfadoksin ve primetamin igin

tayin sinirlart sirasiyla 2,43 ve 0,80 pg/mL olarak hesaplanmigtir. Gelistirilen analiz
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yontemi, validasyon c¢aligmalart tamamlandiktan sonra tablet preparatlarindaki

sulfadoksin ve primetaminin miktar tayinine uygulanmigtir (Sanjay Pai ve ark., 2016).

2015’te pirimetamin, siilfadoksin ve artcsunatin plazmadan tayini igin bir LC-
MS yontemi gelistirilmistir. I¢ standart olarak artemer adli ctken maddenin kullanildig
yontemde etil asetat ile s1vi-s1v1 ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Stvi kromatografisi
yonteminde analitik kolon olarak Phenomenex Cig kolon, hareketli faz olarak her ikisi
de %0.,5 asetik asit iceren 20 mM amonyum asetal ve metanol bilegenleri
kullanilmigtar. Pirimetamin, siilfadoksin ve artesunat i¢in alikonma zamanlari sirastyla
6,5 dk, 9,6 dk ve 13,9 dk olarak saptanmigstir. Kalibrasyon egrileri primetamin icin 5-
30 ng/mL, siilfadoksin icin 50-300 ng/mL ve artesunat icin 25-150 ng/mL araliginda
olusturulmustur. Giin-igi ve giinler-aras1 kcesinlik c¢ahigmalarindaki bagil standart
sapma %8 in altindadir. Her ii¢ ctken maddcenin de {i¢ ay boyunca -20 °C’dcki saklama
kosulunda ve dondurma-¢dzdiirme dongiilerinde stabil oldugu belirtilmistir (Sandhya

ve Shijikumar, 2015).

Li ve arkadaslar1 2016 tarihli caligmalarinda balik dokularindaki siilfonamid
antibiyotiklerinin tayini icin bir HPLC-MS/MS yéntemi gelistirmislerdir. Iclerinde
sulfadoksinin de oldugu bu dokuz ilacin balik dokularindan ekstraksiyonu i¢in yeni bir
manyetik kat1 faz ekstraksiyonu metodu gelistirmiglerdir. Kromatografik ayrimi
40°C’deki Cis kolon iizerinde %0,1 formik asit ¢ozeltisi ve metanolden olusan §
dakikalik bir gradient bir programla gergeklestirmislerdir. Kiitle spektrometresinde
clcktrosprey iyonizasyon sonrasi ¢oklu rcaksiyon modunda monitorizasyon
saglanmigtir. Homojenize edilen doku éreklerine standart maddeler ilave edildikten
sonra, bu numunelerden ekstrakte edilen siipernatant azot gaz altinda ugurulduktan
sonra kalinti n-hekzanda ¢ozilerek HPLC-MS/MS sistemine enjekle edilmistir.
Yapilan validasyon calismalarinda geri kazamim oranlart %74,87 ile %104,74
arasinda, bagil standart sapma degerleri ise %13’{in altinda olarak tespit edilmistir (Li

ve ark., 2016).

Bacza Fontc ve arkadaglari, bal numunclerinden siiltadoksinin dc igindc

bulundugu alti siilfonamid antibiyotiginin miktar tayinim gergeklestirmek igin ayni hat
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tzerinde otomatik bir kat1 faz ekstraksiyonunu izleyen bir UPLC-MS/MS yontemi
gelistirmislerdir. Otomatize edilen bu kat1 faz ekstraksivonu basamagi icin molekiiler
baskili polimerlerin kullanildigr bir kolon kullanilmigtir. Bu adimda 6n derigtirme
gereeklestirildikten sonra kromatografik analizde Cig kolon ilc asctonitril ve %3
formik asit karigimi (50:50, A/h) kullamlmigtir, Piyasadan temin edilen bal numuneleri,

gelistirilen yontem kullanilarak basariyla analiz edilmistir (Baeza Fonte ve ark., 2018).

Blokland ve arkadaslari, 53 ila¢ kalintisinin idrarda tespiti i¢in dedeki6r olarak
kiitle spektrometresinin kullanildigr iki boyutlu bir sivi kromatogralisi yontemi
gelistirmislerdir. Siilfadoksin, siilfadimidin ve siilfadiyazinin de iclerinde bulundugu
bu ilaglarin idrardan ekstraksiyonu i¢in hidrofilik-lipofilik denge sorbenti iceren 96
kuyucuklu plakalar kullanilmistir. iki boyutlu sivi kromatografisinde ilk boyut igin 50
°C’dcki fenil kolonda %0,1 formik asit igeren su ve asctonitril karisimte 0,06
mL/dakikalik bir akista gradient programlama ile kullanilmistir. Ikici boyut i¢in ise 70
°C’deki fenil kolonda aymi hareketli faz bilesenleri ile 0,35 mL/dakikalik akisla
gradient programla verilmistir. Elde edilen iki boyutlu kromatogram incelendiginde
her bir etken maddenin, kendi ila¢ smifina uygun olarak gruplar halinde ayrildig:
gozlenmistir. Incelenen ilaclar icin yakalama sinirt 1-10 ng/mL arasinda tespit

edilmistir (Blokland ve ark., 2018).

Khedr ve arkadaslari, bazi veteriner ila¢c standartlarinin stabilitelerini
degerlendirerck gegerliliklerini test ctmcek igin bu standartlarm tayinini saglayan bir
LC-MS/MS  yontemi  gelistirmiglerdir.  Gelistirilen  kromatografik  yontemde Cais
analitik kolon 40 °C’de tutulmus, hareketli faz olarak S mM amonyum format tamponu
ve metanoliin olusturdugu gradient programli bir hareketli faz akis1 saglanmistir.
Aralarinda sulfadoksinin de bulundugu bu 37 ilacin standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve
gelistirilen yontem kullanilarak analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen
konsantrasyonlar kullanilarak geri kazanim yiizdeleri hesaplanmis, boylece
standartlarin saklama kogullarinda raf Omrii boyunca stabil olup olmadiklari,
mctanolde hazirlanmg  ¢ozceltilerin bozunmadan ne kadar siirc saklanabilceegi

belirlenmistir (Khedr ve ark., 2019).
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Xue ve arkadaglari, siselenmis su ve musluk suyu orneklerinden etken madde
kalintilarinin ekstraksiyonu ve analizi icin kat1 faz ekstraksiyonunu takip eden bir
UPLC-MS/MS  yontemi  gelistirmiglerdir. Iglerinde  siilfadoksin,  siilfadimidin,
siilfadiyazin ve trimctoprimin dc bulundugu 44 ctken maddc igin yapilan galigmada
numuneden analitlerin ekstraksiyonu ig¢in Ui¢ farkhh kati faz ekstraksiyonu kartusu
kullanmImigtir. Farkl analitik kolonlar denendikten sonra 150 mm uzunlugundaki BEH
Cis kolonun kullanilmasi uygun bulunmustur. Her ikisi de %0,1 formik asit igeren
asetonitril ve su bilesenlerinden olusan bir gradient akis ile MS/MS dedektorle tiim
etken maddelerin tayini 12 dakikalik bir kromatografik enjeksiyonla
gerceklestirilmistir. Bu yontem kullanilarak standart ekleme yontemiyle geri kazanim
cahgmalart  gergeklestirilmig, kullanilan  katt faz  ckstraksiyonu kartuslarmin
performanst degerlendirilmigtir. Tiim ctken maddclerin ortalama cn yiiksck geri
kazamm degerlerine hidrofilik-lipofilik denge faz1 iceren kartuslar ile ulasilmistir.
Yontem valide edildikten sonra ger¢ek su numunelerinden analiz ¢aligmalar

yapilmustir (Xue ve ark., 2020).

Tolgyesi ve arkadaglari, bal orneklerindeki antimikrobiyal ila¢ kalintilarmim
tespiti icin LC-MS/MS teknigine dayali c¢oklu tarama yontemi geligtirmislerdir.
Iclerinde siilfadoksin, siilfadiyazin, siilfadimidin ve tirmetoprimin de bulundugu 36
ilacin tespitini amaclayan calismada bal ornekleri %0,1 heptaflorobiitirik asit iceren
sulu ¢ozceltiyle scyreltilip karistinldiktan sonra santrifiijlencrek clde edilen siipernatant
kat1 faz ckstraksiyonu kartuslarmdan gegirilmistir. Kromatografik ayrim igin Ci¢ kolon
kullanilmig, hareketli faz %0,1 heptaflorobiitirik asit ¢ozeltisi ve asetonitrilin gradient
akigi ile elde edilmistir. 33 dakikalik kromatografik ayrimdan sonra etken maddeler
pozilif modda iyonlastirilarak ¢oklu reaksiyon modunda izlenmislerdir. Dort (arkls
kaynaktan gelen bal numuneleri geligtirilen yontemle analiz edilmis ve (¢ tanesinde

ila¢ kalintilart gdozlenmistir (Tolgyesi ve ark., 2018).

Zhao ve arkadaglari, Oplegnathus tiri baliklarda kalinti olarak bulunan ve
stilfadoksinin de i¢lerinde oldugu 80 vcteriner ilacin analizini gergeklestirmek igin bir
s1vi kromatografi-yiiksck ¢oziiniirliiklii kiitle spcktrometresi yontemi gelistirmiglerdir.

Numune hazirlama asamasinda kullandiklarn kat1 faz ekstraksiyon yonteminde ¢o7iicii
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olarak %1 asetik asit ve 10 mM EDTA tuzu iceren asetonitril, metanol ve su karigimi
(3:1:1, A/h/k) kullanmuglardir. Art arda iki kez yapilan yiiksek hizli santriftij islemi
sonrasmda clde cdilen siipernatant, kromatografik sistemc cnjckte cdilmigtir. BEH Cig
kolonun kullamldigi kromatografik ayrim igin %0,1 formik asit ¢dzcltisi ve metanol
gradient akista kullamlms ve 20 dakikada tiim ilaclarm eliisyonu tamamlanmistir,
Hem pozitif hem de negatif elektrosprey iyonizasyonun ayr1 ayr kullanildig yiiksek
¢Ozuniirliklii kiitle spekirometresi ile hedel ilacglarin tayini gergeklestirilmigtir.
Calismada tiim etken maddeler icin lizerine ekleme kalibrasyon teknigi 0,25-1000
ug/kg araliginda uygulanmistir. Validasyon calismalart tamamlandiktan sonra
piyasadan temin edilen 42 Ornek analiz edilmistir. Analiz sonucunda 3 numunede
yasakl1 olan malahit yesiline, bir 6rnckte izin verilen maksimum miktardan daha fazla
norfloksasine rastlanmigtir. Bunun disinda farkli 6rneklerde kantitatif olarak tayin
edilen 10 veteriner ilacin izin verilen simirlarda oldugu goériilmiistiir (Zhao ve ark.,

2017).

Bhoir ve arkadaglari, siilfadoksinin goniillillerdeki plazma seviyelerini tespit
etmek icin stiperkritik s1vi kromatogralisi teknigini kullanmuglardir. Numune hazirligi
asamasinda plazma proteinleri diklorometanla c¢oktiiriilmiistiir. Omeprazoliin i¢
standart olarak kullanildig1 caligmada analitik kolon olarak Nucleosil Cs kolon
kullanilmistir. %7,4 metanol iceren siiperkritik stvi CO» ‘in hareketli faz olarak
kullanilmasiyla stilfadoksinin matriks bilcsenlerinden ve i¢  standarttan ayrimi
gergeklcstirilmistir. Kolon ve harcketli faz 40 °C’dc tutulmug, UV dedcktor 265 nm’de
kayit almistir. Stlfadoksinin ¢alisma arahigt 0,5-100 pg/mL olarak belirlenmis,
yontemin yakalama simirt 0,15 pg/mL, tayin alt st ise 0,10 pg/mL olarak
hesaplanmustir. Validasyon calismalarindan sonra oral yolla siilfadoksin uygulanan
gondllillerden belirli zaman araliklariyla alinan plazma orneklerindeki siilfadoksin

miktarlart gelistirilen yontem kullanilarak belirlenmistir (Bhoir ve ark., 2001).

1.6.3.3. Elcktroforctik Yontemler

Amin vc arkadaglarn tablet formundaki preparatlardan  siilfadoksin  ve

primctamin analizini gergcklestirmek igin yeni bir kapiler clekroforcz yontemi
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gelistirmislerdir. Tastyict elektrolit olarak 100 mM fosfat tamponu (pH 7,2) ve 330 V
potansiyelin uygulandigi bu yontemde UV dedektor 214 nm’ye ayarlanmistir. 6 dakika
stircn bu analiz ydntemindc, primctamin ve siilfadoksin ig¢in gd¢ zamanlart sirasiyla
4,1 dk ve 5,2 dk olarak gozlenmistir. Yontem validasyonu sirasinda dogrusallik,
dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinin ardindan segiciliginin kanitlanmasi igin tablet
preparatlarinda sik¢a kullanilan yardimc1 maddelerden olusan plasebo ¢ozeltilerinin
analizi de gergeklestirilmistir ve yardimci madde sinyallerinin etken madde
sinyallerine etki etmedigi gosterilmistir. Gelistirilen yOniem, basariyla tablet
preparatlarindaki siilfadoksin ve primetamin etken maddelerinin analizi i¢in bagariyla

uygulanmistir (Amin ve ark., 2012).

Lara vc arkadaglart 2009 tarihli ¢alismalarinda, su 6rncklerinden siilfonamid
ilaglariin tayini igin UV dedcktoriin kullamldigr bir kapiler clektroforez yontemi
gelistirmiglerdir. Caligmada kullanilan 6rnekler siselenmis su, ¢esme suyu ve nehir
suyu olarak segilmis ve slilfadoksin, stilfadimetoksin, siilfamerazin, siilfaklorpridazin
ve sillametoksazolden olusan bes antibakleriyelin analizi hedellenmistir. Kat1 [az
ekstraksiyon sorbenti igeren bir cihaz elekiroforetik kapilerin Oniine eklenerek,
numunelerin analiz hatt1 i¢cinde otomatik olarak bir on deristirme basamaginda
gecmesi  saglanmistir.  Elektroforetik akigta tasiyict tampon olarak pH 7,3
Na;HPO4/NaH>PO4 (45 nM) tamponu kullanilmig ve 25 kV’luk bir potansiyel
uygulanarak 8 dakika iginde clcktroforctik ayrim saglanmugtir. Validasyon ¢aligmalan
sirasinda, bu alti ctken madde igin hesaplanan yakalama simrlan 0,3 ve 0,6 ng/mL
arasinda hesaplanmmistir. Standart ekleme ¢alismalarindan elde edilen geri kazanim
oranlart %52,2-109,2 arasinda, bagil standart sapma degerleri %13,4’iin altinda olarak

rapor edilmistir (Lara ve ark., 2009).

1.6.3.4. Elektrokimyasal Yontemler

2015 tarihli bir ¢aligmada tablet ve idrar 6rneklerinde stlfadoksinin miktar tayini
icin elektrokimyasal bir yontem gelistirmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl ve
cahigma clcktrodu olarak camsi karbon clcktrodun kullamildigr bu yontemdce destck

clcktrolit pH 3 fosfat tamponu olarak belirlenmigtir. Difcransiyel puls voltametrisi
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uygulanarak silfadoksin i¢in 0,31-4,34 ng/mL konsantrasyon araliginda c¢alisilmugtir.
Yakalama smirmin 0,01 pg/mL  olarak hesaplandigi bu yontem validasyon
¢ahigmalarindan sonra ticari preparatlar ve standart cklenmis idrar numunclerindcki
stilfadoksin miktarinin tespiti igin bagartyla uygulanmigtir (Gokavi ve Nandibewoor,

2015).

1.6.4.SDM Miktar Tayini Icin Uygulanan Analiz Yéntemleri

Turk Farmakopesi’ne gore siilfadimidin miktar tayini i¢in titrimetrik primer
aromatik aminoazot taymi yontemi kullanilir. 0,250 g numunc 20 mL scyrcltik
hidroklorik asit ve 50 mL su kangim iginde ¢6ziiliir. Cozeltiye 3 g potasyum bromiir
eklenir ve buz banyosunda sogutulduktan sonra 0,1 M sodyum nitrit ¢dzeltisi ile titre
edilir. Titrasyonun esdegerlik noktas1 elektrometrik olarak tespit edilir. 0,1 M sodyum
nitritin 1 mL’si 27,83 mg siilfadimidine esdegerdir (Tiuwk Farmakopesi, 2017).

Literatiir incelendiginde, siilfadimidinin miktar tayini icin gelistirilen
spektroskopik yOntemlerin icinde kolorimetri, spektroflorimetri ve Raman
spektroskopisinin kullanildig1 ¢aligmalar olsa da ¢ogunlukla UV spektrofotometrinin
tercih cdildigi  goriilmektedir.  Ozcellikle  siilfadimidinin  trimctoprim ve  diger
siilffonamidlcrlc karigimlarmin spcktrofotometrik analizleri igin bivariatc kalibrasyon,
temel bilesen regresyonu, kismi cen kiigiik karcler ve tiirev spcktroskopisi gibi
kemometrik yontemlere bagvuruldugu goriilmektedir. Farmasotik preparatlar ve ilagh
yemlerde siilfadimidin miktar tayini i¢in spektrofotometrinin disinda HPLC ve kapiler
elekiroforez (eknikleri de kullanilmistir. Hayvansal gidalarda siilfadimidin analizinin
gerceklestirilmesi icin elektrokimyasal yontemlerin kullanildig1r yontemler de
mevcuttur. Fakat hayvansal gida ve ¢evre analizlerinde siilfadimidinin yaninda pek
cok ilacin da ayni1 anda analizleri i¢in gelistirilen HPLC-MS/MS yontemleri sayica

oldukga fazladr,
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1.6.4.1. Spcktroskopik Yontemler

Sanchez Pena ve arkadaglart yaptiklart bir caligmada siilfadiyazin veya
stilfamerazin igeren karigimlardan siilfadimidin tayini igin bir spcktroflorimetrik
yontem gelistirmislerdir. Bu ctken maddcler zayif floresans dzcllik gosterdikleri igin,
¢aligma i¢in hazirlanan her bir ¢6zelti oda sicakliginda 12 dakika boyunca UV lambasi
altinda tutulmus, boylece fotoindiiklenmis floresans 6zellik kazanmalan saglanmistir,
Foloindiiklenme sonrasinda 284 nm eksitasyon dalga boyunda elde edilen emisyon
spekirumlarimin  birinci  tirevleri  alinmis ve miklar (ayini  ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Etken maddelerin orijinal emisyon spektrumlart cakistigt icin
sulfadimidin tayini icin karigimdaki diger maddenin sifir kesim noktasindaki birinci
tiircv absorbans degerleri kullamlmigtir, Gelistirilen yontemin dogrulugu, kesinligi ve
sceiciligi sentetik 1kili kanigimlar ve ikili farmasGtik preparatlar kullanilarak standart

ekleme ve geri kazamm ¢alismalariyla kanitlanmigtir (Sanchez Pena ve ark., 1995).

2003 yilinda, stlfadimidinin  veteriner dozaj formlarindan analizini
gerceklestirmek icin kolorimetrik bir yontem gelistirilmistir. Ilag cozeltisine 0-5
°C’deki asidik ortamda sodyum nitrit eklenmis ve siilfadimidinin diazotasyonu
gerceklestirilmistir. Bu c¢dzeltinin amonyak-su (1:10, 4#/4) karisimi ile muamele
edilmesiyle olusan sar1 renkli ¢cozeltinin 420 nm’de absorbanst dl¢iilmiis ve elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Siilfadimidin 0,2 - 0,6
ng/mL  konsantrasyon aralifindayken cldc cdilen absorbans dcgerlerinin Beer
kanununa uydugu tespit cdilmigtir. Katt dozaj formlar toz halinc getirildikten sonra
¢ozelti haline getirilmis ve bu yontemle analiz edilmistir. Onerilen yontemle elde
edilen sonuglar farmakope referans metodu ile kargilagtinimig ve aralarindaki farkin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (Rami Reddy ve ark., 2003).

2004’te yayinlanan bir ¢aligmada trimetoprim ve siilladimidin i¢eren orneklerin
kantitatif tayini i¢in spektrofotometre kullanimina dayanan ii¢ farkli kemometrik
yontem gelistirilmigtir. Trimetoprim ve siilfadimidinin sirasiyla 0,98 17,5 ug/mL ve
1,16-17,5 pg/mL derisim aralhiklarinda Beer yasasina uyduklan tespit cdilmistir. Bu

konsantrasyon araliklarinda alinan UV absorbans spcktrumlan farkli kemometrik
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yontemlerle analiz edilmistir. Bunlar oran tiirev spektrofotometrisi, birinci tilirev-
bivariate kalibrasyon ve kismi en kiiciik kareler yontemleridir. Birinci tiirev-bivariate
kalibrasyon yontemindc dalga boyu scgimi Kaiser tcknigiyle gergeklestirilmig, kismi
cn kiiglik karcler yonteminde orijinal spektrumlarda ortogonal sinyal diizcltme islemi
uygulanmigtir. Sentetik karigimlarda gergeklestirilen analizlerde geri kazanim oranlan
trimetoprim igin %99,7 - %102,0 arasinda, siilfadimidin i¢in %99,3 ile %101 arasinda
bulunmustur. Etken maddeler i¢in hesaplanan yakalama ve tayin sinur1 degerlerinin en
diisitk bulundugu yontemin oran (irev spekiroskopisi oldugu belirtilmistir. Bu
yontemin yakalama ve tayin sinirlari trimetoprim i¢in 0,019 ug/mL ve 0,063 ng/mL;
sulfadimidin i¢in 0,145 pg/mL ve 0,483 pug/mL olarak tespit edilmistir. Gelistirilen
yontemler, siilfadimidin ve trimetoprim igeren farmasétik preparatlar ¢dziinme hizi
testlerine ve miktar tayini analizlerine bagariyla uygulanmistir (Markopoulou ve ark.,

2004).

Ni ve arkadaslan, siilfadimidin, siilfadiyazin, siilfametoksazol, siilfanilamid ve
trimetoprimin birbirleriyle olan karisimlarindan analizini gergeklestirmek icin (arkli
kemomeltrik modellerin kullanildigi spektrofotometrik yontemler gelistirmislerdir. pH
degeri 9,9 olan Britton-Robinson tamponu ve etanol karigiminin ¢dziicii olarak
kullanildig1 bu ¢alismada tiim etken maddeler i¢in dogrusal kalibrasyon aralig1 1-24
ug/mL olarak belirlenmistir. Cok degiskenli klasik en kiiciik kareler, temel bilesen
regresyonu ve kismi cn kiigiik karcler yontemlerinin kullamldigi  ¢alismada,
kalibrasyon ¢dzcltilerinin - derisimleri  ortogonal tasarima  gbrc  belirlenmistir.
Gelistirilen yontemler, etken maddelerin bagimsiz bir validasyon setinden analizleri
igin uygulanmis, geri kazanim oranlan %100’e yakimn ve bagil standart sapma degerleri
%2-%10 arasinda tespit edilmigtir. Geri kazanim oranlar1 bakimindan ¢ok degiskenli
klasik en kiiclik kareler yonteminin diger iki yonieme gore daha zayil oldugu
belirtilmistir. Son olarak aragtirilan etken maddelerin ikili kombinasyonlarint igeren
farmasotik preparatlarin analizleri gelistirilen  yontemlerle  bagariyla

gergeklestirilmistir (N1 ve ark., 2006).

Zimmer ve Czarnecki, siilfadimidin ve trimctoprimin sentctik ¢dzcltilerden

kantitatif analizi  tlirev  spektrofotometrisine dayanan iki farkli  yontem
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gelistirmislerdir. Bunlardan ilki tiirev spektrumlarindan iki farklt dalga boyuna
olusturulan lineer regresyon denklemlerinin kullanildigt bir iki degigkenli kalibrasyon
yontemi, diger birinei tiirev spektrumlarinin sifir kesim noktalarindaki degerlerin
kullamldig yontemdir. Dogrusal konsantrasyon araligimn her iki ctken maddc igin de
2-20 pg/mL oldugu ¢alismada ¢o7iicii olarak %0,5 oraninda etanol igeren amonyum
tamponu kullamlmigtir. Yapilan geri kazanim calismalarinda trimetoprim  ve
sillfadimidin i¢in iki degiskenli yontemle %99,1 ve %99,6; silir kesim yontemiyle
%104,8 ve %111,7 degerleri elde edilmistir. Ger¢ek numune analizinin yapilmadigi
yontemde, iki degiskenli tiirev spektrofotometrik yonteminin daha dogru sonuclar

verdigi belirtilmistir (Zimmer ve Czarnecki, 2010).

2020’dc yaymnlanan bir ¢alismada 6rdck ctlerinde siilfadimidin ve siilfapiridin
varhgmin tespiti igin  kullanilabilecck bir Raman  spcktroskopisi  yontemi
gelistirilmistir. Altm nanopartikiiller yardimiyla 557 ve 573 c¢cm™' ‘deki Raman
piklerinin kullamldigr analitik ydntemin gelistirilmesinde temel bilesen analizi
kullanilmigtar. Stlfadimidin, siillapiridin, her iki ilaci da iceren ve her iki ilact da
icermeyen dort grup numuneden olusan calisma seti kullanilarak temel bilesen
analizine dayali bir smiflandirma yapilmigtir. Siniflandirmanin dogrulugu %90,44

olarak tespit edilmistir (Ning ve ark., 2020).

1.6.4.2. Kromatogratik Yontcmlcr

llagh hayvan yemi karigimlarmin saklama siiresi boyunca siilfadimidinin
stabilitesini arastirmayr amagclayan bir ¢alismada, siilfadimidin miktar tayini igin bir
HPLC yontemi gelistirilmistir. Analitik kolon olarak Cis ters faz kolonun se¢ildigi bu
caligmada hareketli faz olarak metanol-66 mM fosfat tamponu (pH 7,2) karigimi
kullanilmistar. 254 nm’de izlenen edilen siilfadimidin pikinin alikonma zamani 14,34
dakika olarak tespit edilmistir. 6 ay boyunca [arkli nem ve sicaklik kosullarinda tutulan
vem numuneleri belli araliklarla HPLC analizine tabi tutulmus ve numunelerdeki ila¢

iceriklerinin degismedigi tespit edilmigtir (Bernabéu ve ark., 2000).
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Giegold ve arkadaslar, kiiciik partikiil boyutuna sahip analitik kolonlar ve
viiksek sicakligin kromatografik ayrim iizerine etkilerini incelemek ic¢in drnek analit
grubu olarak stilfonamidleri ve trimctoprimi kullanmmglardir. 55 pg/mL derigim
scviyesinde bes farkh siilfonamid ilact (stlfadiyazin, silfadimidin, stlfatiyazol,
stilfamerazin, siilfametoksazol), {i¢ farkli metabolit (N*-asetilsiilfadiyazin, N*-
asetilsiilfamerazin, N*-asetilstilfadimidin) ve trimetoprim iceren sentetik karigim
lizerinde yapilan calismada analitik kolon olarak 50 mm uzunlugunda ve 3 mm
capindaki Zorbax C1g kolon kullantlmistir. Hareketli (az olarak 90,1 formik asit igeren
su ve %0,1 formik asit iceren asetonitril gradient programdaki iki bilesen olarak
kullanmlmistir. Kisa zamanda kromatografik ayrimin gerceklestirilmesi icin
viskozitcsinin diigliriilmesi ve kiitle transferinin arttirilmas: amaglandig i¢in oldukga
yiiksck kolon sicakliginda ¢alisgilmigtir. Tiim piklerin birbirinden ayrilabilmesi igin
hareketli faz bilesiminde ve kolon sicakliginda gradient rejim uygulanmigtir. 80 °C ile
baglayan gradient programda enjeksiyonun 1,1. dakikasinda sicaklik 80 °C’ye
¢ikarilmus, 0,4 dakika i¢inde 105 °C’ye ulasilmustr. Yazarlar, kolon sicakligini bu
kadar kisa sirede bu kadar kontrollii olarak degistirilebildiklerini rapor ettikleri
calismalarinda, yiksek kolon sicakliginin  kolon oOmriine olan etkisini

arastirmamuislardir (Giegold ve ark., 2008).

2001 tarihli bir calismada ticari bir yem katki sivisimndaki stlfadimidin ve
trimetoprim tayini icin diyod dizisi dedektorli HPLC yontemi gelistirilmistir.
Kromatografik ayrim metanol ve amonyum asetatin kullanildigt gradient programli bir
harcketli faz ve Cis kolonla gergeklestirilmigtir. Stilfadimidin ve trimctoprim igin
alilkonma zamanlan srastyla 5,5 ve 12 dakika, kuyruklanma faktorleri 1,4 ve 1,6
olarak belirlenmistir. Dogrusal ¢alisma araliginin her iki etken madde i¢in 1-100
ug/mL oldugu yontemde, yakalama smirlar siilfadimidin ve trimetoprim igin sirasiyla
0,3 pg/mL ve 0,4 ug/mL olarak hesaplanmistr. Ticari riindeki siilladimidin ve
trimetoprim miktarlari sirastyla 10,7 ve 2,10 (%a/h) olarak bulunmus ve bu sonuglarin
etikette verilen miktarlarla uyumlu oldugu belirtilmistir (Cancho Grande ve ark.,

2001).
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Zheng ve arkadaslari, silfadimidin, silfadiyazin ve trimetoprimin de i¢lerinde
bulundugu 16 farkli antibiyotigin 6rdek etinden analizini gerceklestirmek icin kati faz
ckstraksiyonuyla kombinc bir LC-MS/MS yontemi gelistirmiglerdir.  Analitik
validasyon c¢aligmalarindan sonra, gergek numunc analizleri gergeklestirilmis ve

numunelerde bu ilaglann bulunmadi@r saptanmistir (Zheng ve ark., 2019).

2014 tarihli bir c¢alismada trimetoprim, siilfadimidin, siilfadiyazin ve
sillfametoksazoliin de i¢lerinde bulundugu 10 adet etken maddenin auk sulardan
analizi i¢in bir sivi kromatograli tandem kiitle spekirometri yontemi gelistirilmistir.
Toplam 42 dakika siiren kromatografik akistan sonra etken maddelerin tayini pozitif
iyon modunda gerceklestirilmistir. Numune hazirlama ve on konsantrasyon iglemi
olarak kat1 faz ckstraksiyonu kullanilan bu ¢aligmada ctkin maddcler igin dogrusal
galigma arah@ 1,26 ilc 60 ng/mL olarak bclirlenmistir. Gelistirilen yontem atik
sulardaki antibiyotik kalmntilarin miktar tayini i¢in basariyla uygulanmistir (Perisa ve

Babic, 2014).

Patyra ve arkadaslari, hayvan yemlerinde siil(adimidin, siil(adiyazin,
trimetoprim, tiamulin ve tilosinin ayni anda kantitatil analizleri i¢in bir LC-MS
yontemi gelistirmiglerdir. Numune hazirlama asamasinda, ekstraksiyon i¢in formik
asit ve asetonitril kullanilmig, karigtirma ve santrifiij basamaklarindan sonra
supernatant seyreltilerek siizilmdustiir. Kromatografik yontem i¢in sabit faz olarak
bifenil kolon, harcketli faz olarak %0,1 formik asit i¢cren asctonitril ve sudan olugan
bir gradicnt akis kullanilmigtir. Y 6ntem dogrusallik, geri kazanim, duyarhhk, scgicilik,
yakalama sinir1 ve tayin sinir1 parametrelerine gore valide edilmistir. Onerilen yontem,
iki farkl ilagh hayvan yemi iiriiniine uygulanmistir. Elde edilen analiz sonuglarinin,
dreticinin belirttigi tiamulin, tilosin ve silfadimidin miktarlar1 ile uyumlu oldugu

belirtilmistir (Patyra ve ark., 2018).

Huang ve arkadaslari, aralarinda siilfadimidin, siilfadiyazin ve trimetoprimin de
oldugu farkl1 gruplardan 19 farkli antibiyotigin idrardan tayini icin bir LC-MS/MS
yontemi  gelistirmiglerdir,. Numune hazirlama  agsamasinda  dispersif  katt  faz

ckstraksiyon yontemi kullanilmigtir, Analitik kolon olarak Cig kullanilan galismada,
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hareketli faz A (%0,1 formik asit iceren su) ve B (%0,1 formik asit iceren)
bilesenlerinin gradient programli akisi ile 15 dakikalik kromatografik enjeksiyonlar
gergeklestirilmistir. MS/MS analizinde pozitif clektrosprey iyonlastirilmast ve goklu
rcaksiyon modu kullanmilmistir. Validasyon ¢alismalarindan sonra goniilliilcrden aliman
gercek numunelerin analizleri gerceklestirilmistir. Farklh numunelerde, bu 19

antibiyotikten 5 tanesi tayin edilmistir (Huang ve ark., 2019).

Bortolotle ve arkadaslari, balik kas dokularinda 25 antibakieriyel ilacin tayinini
gerceklestirmek lizere, asetonitril ve 0,1 M EDTA ¢0Ozeltisinin kullanildig: basit ve
hizl1 bir ekstraksiyon yonteminin ardindan tim ila¢ etken maddelerinin ayni anda
analizini gerceklestirebilecek bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Iclerinde
siilfadimidin, siilfadoksin, siilfadiyazin ve trimctoprimin dc oldugu bu 25 ilag ctken
maddcsinin kismi kromatografik ayrimim Cig kolon iizerindc, %0,1 formik asit igeren
asetonitril ve su bilesenlerinin gradient akisinda 11 dakika i¢inde gergeklestirmislerdir.
Standart eklenmis numunelerle gerceklestirilen kalibrasyon ve validasyon
calismalariyla yoniemin gecerliligini kanitlamiglardir. Piyasadan temin edilen dil
balig: orneklerinin analizi bu yontemle gerceklestirilmis ve 6rneklerin ila¢ kalintisi
yoniinden yonetmeliklere uygunlugunu degerlendirmiglerdir (Bortolotte ve ark.,

2019).

1.6.4.3. Elcktroforctik Yontemler

Hows vc arkadaslari, beta-laktam antibiyotikleri, siilfonamidler ve dihidrofolat
rediiktaz igeren sentetik karigimdaki ctken maddclerin kapiler clektroforctik ayrimini
saglayan bir yontem gelistirmiglerdir. iglerinde trimetoprim, siilfadiyazin ve
siilffadimidin de olan 26 ilacin elektroforetik ayrimi i¢in cevap ylizey metodolojisi ve
geleneksel tek degiskenli optlimizasyon yontemleri karsilastrmalt olarak
uygulamuslardir. Optimizasyon sirecinde tamponun pH degeri, tampondaki siirfaktan
derisimi ve uygulanan potansiyel bagimsiz degiskenler, pik sayisi ise bagimli degisken
olarak secilmigstir. “Statgraphic” programi yardimiyla Box-Behnken tasarimin
kullamldig optimizasyon yoénteminde 15 dency gergeklestirilmis ve optimal gartlar pH

8,5, 100 mM siirfaktan ve 22 kV olarak tcspit cdilmigtir. Bu sartlarda kaydedilen
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elektroferogramda 18 adet pik gozlenmistir. Geleneksel optimizasyon yonteminde ise
40 deney gerceklestirilerek 21 pikin gozlendigi sartlar pH 8,5; 100 mM siirfaktan ve
15 kV olarak tcspit cdilmigtir. Aragtirmacilar, her iki yontemle de tiim maddclerin
ayrimim saglayamamis olsalar da ccvap yilizey metodolojisiyle benzer sonuglara gok

daha az deney saysi ile ulastiklarini belirtmislerdir (Hows ve ark., 1997).

Wang ve arkadaslan stlfadiyazin, siilfadimidin ve trimetoprimin farmasotik
preparatlardan kantitati( tayini i¢in bir kapiler elekiroforez yontemi gelistirmislerdir.
pH degeri 6,2’ye ayarlanmis 20mM [osfat tamponunu tagiyict olarak kullanildig: ve
28 kV potansiyel uygulandig1 yontemde etken maddelerin ayrim1 16 dakika i¢inde
gerceklestirilmistir. Amperometrik tayin icin karbon disk elektrodu ve Ag/AgCl
clcktrodu kullanmilmig ve cevaplar 1275 mV'ta kaydcedilmistir. Gelistirilen yontem,
siilfadiyazin, siilfadimidin, trimctoprim ctken maddclcrinden ikisini veya {iglinii igeren
ti¢ farkl farmasotik preparata uygulanmistir. Bes tekrar igin elde edilen sonuglar etiket
miktariyla uyumlu, bagil standart sapmast %0,5 ila %35,37 arasinda bulunmustur

(Wang ve ark., 1999).

1.6.4.4. Elektrokimyasal Yontemler

2005 yilinda, siit orneklerinden siilfadimidin analizi i¢in Onderistirme ve
voltametrik basamaklardan olusan bir yontem gelistirilmistir. Onderistirme
basamaginda molekiiler baskilanmis polimere dayali bir katt faz ekstraksiyonu
yontemi geligtirilmigtir. Miktar tayini igin camsi karbon clcktrotun kullanildigi bir karc
dalga voltamctri yontemi kullamlmistir. Destck clektroliti olarak metanol ve asctik asit
¢ozeltisinin karigim (9:1, A/k) kullamloms, dogrusal ¢alisma aralig 0,6-112 pg/mL
olarak belirlenmistir. Cahigmada gelistirilen kati faz ekstaksiyonu yonteminin
siilfadimidine segiciliginin zayil oldugu gosterilmistir. On deristirme basamagindan
sonra elde edilen geri kazanim oranlari silfadimidin i¢in %97,9 iken diger stilfonamid
ilaclart icin bu oran %10.4 ve %69,0 oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden gelistirilen
yontemin siit orneklerine uygulanmasinda numuneye sadece siilfadimidin standardi
cklenmis, girisim yapma ihtimali olan diger ilaglarin standartlar kullanilmamistir. Son

olarak gelistirilen yontem, iki farkl scviyede siilfadimidin cklenmis siit drncklerine
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uygulanmis ve geri kazanim oranlart %100 ve %96 olarak hesaplanmistir (Guzman-

Vazquez De Prada ve ark., 2005).

He ve Chen, domuz ctindcki siilfadimidin, siilfadiyazin, siilfamctoksazol ve
stilfonamid kalintilarimin ayr1 ayr tayinini gergeklestirmek igin kullanilmak {izere bir
camsi karbon elektrodu karbon nanotiiple modifiye etmislerdir. Siilfonamid tayini igin
optimize ettikleri deneysel kosullar daha sonra diger ii¢ etken maddenin analizi igin
de kullanmuslardir. Destek elekiroliti olarak pH 2 Britton-Robinson tamponu se¢ilmis,
sillfadimidin, siilfadiyazin, siillfametoksazol ve siilfonamid i¢in 0,927, 0,963, 1,013 ve
0,988 volttaki pik akimlar1 kullanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Domuz eti
orneklerine eklenen standart maddelerin tayini gerceklestirilmis ve yiiksek geri

kazanim sonuglarina ulagilmistir (He ve Chen, 2016).

Su ve Cheng siit ve bal érncklerinde siilfadimidin tayini i¢in bir voltamctrik
yontem gelistirmislerdir. Perde-baskili karbon elektrodlann iizerine iletken polimer
nanokompozit ve manganoksit dokerek elde ettikleri modifiye elektrodlar
kullandiklar1 yontemde kare dalga voltametrisi ile siilfadoksinin oksidasyon pikini
0,39 voltla gozlemlemislerdir. Destek elekiroliti olarak pH 3 fosfal tamponu
kullanilmistir.  Caligma araligt  0,27-135,0 pg/mL  olan yontemin secicilik
calismalarinda, ortamda bulunma ihtimali olan tiirlerin, siilfadimidin sinyalini %22’ ye
kadar degistirdigi tespit edilmistir. Validasyon calismasindan sonra siilfadimidin
cklenmis bal ve siit drnckleri gelistirilen yontemle analiz edilmis ve yiiksck geri
kazanim oranlarina ulasilmistir. YOntcmi karstlagtirmak i¢in Cig kolon ve metanol—su
karnigimmin  (35:65, #4/h) kullamldigt bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Aym
numuneler HPLC yontemi ile de analiz edilmis, elde edilen sonuglar elektrokimyasal
analiz sonuglariyla istatistiksel olarak karsilastirilmis ve iki yontem arasinda anlamli

bir (ark bulunmadigs belirtilmistir (Su ve Cheng, 2018).
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Bu tezin amaci, veterinerlik alaninda en sik kullantlan ila¢ gruplarindan olan
sulfonamidlerin trimetoprim ile kombinasyonlarinin analizi icin yeni UPLC
yontemlceri geligtirmektir, Caligmanin amaglarmdan bir digeri isc, ¢oklu ilag analizleri
i¢in gelistirilecck s1vi kromatografisi yontemlerinde cevap yiizey metodolojisinin nasil
uygulanacagim ve hangi deney tasarnmlarnimm kullanilmas1 gerektigi konusunda
kapsamli bir arastirma sunmaktir. Ayrica bu ¢alisma sonucunda gelistirilen UPLC
yontemlerinin  arastirma-gelistirme laboratuvarlarinda ve ila¢ endiistrisinde
kullanilabilecek, literatiirdeki yontemlere alternatil olabilecek yOniemler olmasi

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Cihazlar ve Sarf Malzemeler

- Waters Acquity H-Class UPLC sistemi: Dortlii pompa, otomatik numunc
yoneticisi, sicaklik kontrollii kolon bdlmesi ve fotodiyot detcktdr (Waters, MA,
ABD)

Waters BEH Cis UPLC kolonu (¢ap:2,1; uzunluk: 100 mm; partikil boyutu:1,7
um; por acikligi:130 A)

- Shimadzu UV-2550 spekirofotometre (Shimadzu, Kyoto, Japonya)

- Moettler Toledo SevenCompact pHmetre (Mettler Toledo, Greifensce, Isvigre)
Sartorius Entris 224-1S hassas terazi (Sartorius, Gottingen, Almanya)

- Isolab manyetik karstirici (Isolab, Eschau, Almanya)

I[solab ultrasonik banyo (Isolab, Eschau, Almanya)

- Sartorius Minisart seliiloz nitrat membran (iltre (gézenek cap1: 0,20 pum)

- Pall Acrodisk naylon giringa ucu filtre (gbézenck gapr: 0,20 wm)

- Walters cam vial (hacim: 2 mL)

- Farklh hacimlerde pipetler, balon jojeler, beherler ve diger cam malzemeler

2.1.2. Bilgisayar Yazihmlari

- Empower2 (Waters, MA, ABD)
Excel 2016 (Microsoft, Washington, ABD)
- Matlab R2018b (Mathworks, MA, ABD)
- NX 11 (Sicmens PLM Softwarc, Texas, ABD)
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2.1.3. Kimyasallar

Metanol (Sigma-Aldrich)

- Ultra saf su (Merck Millipore)
NaOH (Riedel-de Haén)

- HCOOH (Sigma-Aldrich)

- CH3COOH (Sigma-Aldrich)

- (NHy)2COs (Merck)

- Trimetoprim (Alfa Aesar)
Silfadiyazin (Alfa Aesar)

- Siilfadoksin (Alfa Aesar)

- Siilfadimidin sodyum (Sigma-Aldrich)

2.1.4. Farmasotik Preparatlar

e Biotrin Tablet
Siilfadiyazin............ 1000 mg/tablet
Trimetoprim............ 200 mg/tablet

e Animar Enjeksiyonluk Cdzelti
Siilfadoksin............. 200 mg/mL
Trimetoprim............ 40 mg/mL

e Ba-Siilfa Enjcksiyonluk Cozclti

Siilfadimidin ........... 200 mg/mL (Esdcger siilfadimidin sodyum ... 215,8 mg/mL)
Trimetoprim............ 40 mg/mL
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2.2, Yontem

2.2.1. Asin Performansh Sivi Kromatografisi (UPL.C)

Maddelerin biri sabit biri hareketli olmak iizere birbiriyle karigmayan iki fazla
girdikleri etkilesime gore farkli hizlarda hareket etmelerinden yararlanarak bir
karisumdaki bilesenlerin ayrilmasini saglayan teknikler, kromatogralik teknikler
olarak adlandirilir. Kromatografik teknikler uygulama bi¢imlerine, faz tiplerine veya
ayrilmanin esasina gore farkli sekillerde siniflandirtlabilirler. Yiiksek performansli sivi
kromatografisi (High-Pcrformance Liquid Chromatography — HPLC), kullanim alam
cn yaygin olan kromatografik tckniktir. Harcketli faz sivi halde oldugu igin
farmakopelerde ve literatiirde kisaca s1v1 kromatografisi olarak da adlandinlir, Sabit
faz olarak ¢ogunlukla kat1 dolgu parcaciklart iizerine sabitlenmis bir sivi1 kullanihr,
Sabit laz paslanmus ¢elikien veya polimer kolonlara sikistirilmig halde bulundugu icin
HPLC aym zamanda bir kolon kromatografisi teknigidir. Sabit ve hareketli (azlarin
ikisi de sivi oldugu icin sivi-sivi kromatografisi olarak siniflandirilir. Ayrilmasi
hedeflenen maddeler her iki fazda da belirli oranda coziiniir ve dagilirlar, hareket
mzlarint da bu oran belirler. Ornegin sabit fazda daha ok dagilan madde, sabit fazda
cn ¢ok alikonan madde olacad: igin karigimdaki diger maddclerden ayrilacaktir. Bu
mckanizma “partisyon” olarak adlandinldigt ig¢in, maddclerin bu csasa gore
ayrilmasim saglayan HPLC uygulamalarn da partisyon kromatografisi olarak

smiflandirilir,

Partisyon kromatogralfisinin ilk 6rneklerinde, sabit faz1 olusturan durgun sivi
destek parcaciklarina fiziksel olarak adsorbe ettirilmistir. Bu tiir sabit fazlarm kullanim
omri kisa oldugu ve tekrarlanabilirlik diisiik oldugu i¢in giinimizde dolgu
parcaciklarina organik tiirlerin kimyasal olarak baglanmasi ile liretilen sabit fazlar
kullamImaktadir. Bu tiir sabit fazlarin {irctimi igin silika yapili dolgu pargaciklarmin
yiizeyindcki  hidroksil gruplart organoklorosilan ilc rcaksiyona sokulur ve
“organosiloksan” olarak adlandmlan yapilar olusur. Baglanan bu yapilarda bulunan

gruplarm polar veya apolar dogada olmasi, iiretilen sabit fazin da polarhigini ve
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dolayisiyla kromatografik uygulamada maddelerin alikonmalarini etkiler (Skoog ve

ark., 2004).

Partisyon kromatografisi, harckctli ve sabit fazlarm bagil polarliklarina gore

ikiyc ayrihr:

- Normal faz kromatografi: Sabit fazdaki organosiloksan yapisinda siyano, amino,
trietilen glikol gibi gruplarin bulundugu polar bir sabit faz ve hekzan, izopropil

cter gibi apolar ¢oziiciilerden meydana gelen harcketli faz

- Ters laz kromatograli: Sabit [azda organosiloksan yapisinda Cs veya Cis
zincirlerin bulundugu apolar bir sabit faz ve su, asetonitril, metanol gibi

cOziiculerden meydana gelen hareketli faz

Ters faz kromatografisinde sulu ¢ozeltilerin kullanilabilmesi hem maliyeti hem
dc dogaya verilen zaran diisiiriir. Harcketli faz scgimi igin pck ¢ok scgenck vardir,
Ozcllikle harcketli fazin pH’1 ve polarhigt istenen bigimde ayarlanarak pck ¢ok farkli
analit i¢in uygun olacak hareketli fazlar hazirlanabilir. Sabit ve hareketli faz arasinda
kurulan dengeye ulagmak normal faz kromatografisine gére ¢ok daha hizlidir. Bu gibi
nedenlerle ozellikle [armasdtik alanda en sik kullanilan analitik teknik ters [az sivi
kromatografisidir. Tim HPLC ayrimi calismalarinim dorite Ggiinin ters [az
kromatografisiyle gerceklestirildigi tahmin edilmektedir (Biyik, 2017; Skoog ve ark.,
2004; Yabré ve ark., 2018).

Her alanda oldugu gibi, HPLC uygulamalart konusunda galigan arastirmacilar
da bu tcknigin performansint arttirmak icin stirckli bir arastirma-geligtirme stirecinin
iginde bulunurlar. HPLC’nin etkinligini arttirmak i¢in dolgu parcaciklarinin boyutlari
giderek kiciiltilmustiir. HPLC i¢in kullamilan ilk sabit fazlar 50-200 um ¢aplh
parcaciklarla doldurulmusg kolonlar iken, 1990’larda parcacik boyutlar1 3 pm’ye kadar

inmistir. Par¢acik ve kolon caplarimin kiigtiltiilmesi ayrim etkinligini arttirip analiz
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zamanini kisaltmaktadir. Fakat daha kiiciik parcaciklarin kullanildigt kolonlar, HPLC

sistemi icin ¢ok daha yiiksek basin¢larda calisilmasint zorunlu kilmaktadir.

Watcrs  firmasimin - 2004  yilinda piyasaya ¢ikardi@gi agint basinglt  sivi
kromatografisi (Ultra-Pcrformance Liquid Chromatography — UPLC) bu probleme
bir ¢6ziim olmustur. UPLC, ¢ok yiiksek basinglarda ¢aligmasi igin tamamen bastan
tasarlanmig bir s1v1 kromatografi cihazidir. Bu cihaz sayesinde dolgu pargaciklar 1,7
um olan kolonlar kullanilarak ¢ok daha kisa strede, daha iyi ayrima, yiiksek kolon
etkinligine ve yiiksek hassasiyete ulasmak mimkiindiir (Mazzeo ve ark., 2005; Swarlz,

2005; Wu ve Clausen, 2007).

Dedektor

Pompa

Kolon

tt L %

ra ra ;
Hareketli faz Otodrnekleyici Atik
bilesenleri

Sekil 2.1. UPLC cihazmin sematik gosterimi

Bu ¢aligmada kullanilan UPLC sistemi temel olarak pompa, numunc yoncticisi,
kolon ve dedektdr olmak iizere dort temel par¢adan olusur ve Sekil 2.1°de bir semas:
sunulmustur. Uretici firmamn “dortlii ¢oziicii yoneticisi” olarak adlandirdign pompa
kismi, dort farkli ¢ozicii haznesindeki sivilart istenen oranlarda diigiik basingli
ortamda karistiktan sonra pulssuz ve 1000 bara kadar cikabilen basinglarla sabit bir
akigla sisteme verilmesini saglar. Numune yoOneticisi ise numunelerin yerlestirildigi
sicaklik kontrolll bir bélmeden ve otomatik enjeksiyon iinitesinden ibarettir. Bu iinite,

atmosferik basingta bulunan numuncden istenen miktarm alinarak harcketh fazla

66



beraber kolon icine verilmesini saglar. Otomatik enjeksiyon Gnitesindeki basing
ceviriciler, enjeksiyon valfi ve numune dongiisii sayesinde kolon icindeki basincin
degismesi  Onlenir.  Ayrica cnjcksiyon Oncesi veya sonrast giringa  ignesinin
yikanmasiyla Onccki cnjcksiyonlardan kalintilarm  kolona verilmesi engcellenir.
Kolonun bulundugu bdlme sicaklik kontrolliidiir, bdylece istenen kolon sicaklig
ayarlanabilir. Kolon bdlmesindeki on-1sitic1 kullamilarak hareketli fazin kolona
girmeden Once sabil [azla aym sicaklikta olmasi saglanir, boylece hareketli ve sabit
[az arasindaki denge kolon boyunca sabit kalir. UPLC’ye ozel 1,7 um parcacikli
kolonlar kullanilarak bant genislikleri diisiiriilmiistiir ve oldukca dar pikler elde edilir.
Bu piklerin hassas ve dogru tayini i¢in dedektdriin yiiksek hizda sinyal 6l¢timii
yapmasi gerekir. Cihazdaki fotodiyot dedcktoriin sinyal Slgtim hizt saniycde 20 6lgtim
olarak ayarlanmistir. Dedektdriin optik ¢oziintirliigii 1,2 nm olup 190 ile 800 nm
arasinda kayit alir, Boylece analitlerin absorbans spektrumlan ve kromatogramlar

yiiksek hassasiyette kaydedilir,

Kullanilan UPLC sisteminin geleneksel HPLCye gore avantajlart sunlardir:

- Analiz zamam HPLC’yc gore 2-3 kat azaltilabilir.

- Asirt basing ve kolon dolgu materyalinin kiiciik parcacik boyutu sayesinde daha
yiiksek ayiriciliga ulagilir.

- Kolon ¢aplarmin 1,0 — 4,6 mm olmas1 ve kii¢iik parcacik boyutu sayesinde hareketli
[azin ¢ok diisiik akis hizlarinda kullanilmasi mimkiin olur. Coziicli sarfiyat
minimuma indirilir.

- Numune enjeksiyonu i¢in gereken hacim ¢ok daha diistiktiir (0,5-5 pL).

- Pompa ve numune yOneticisinin tasarimi sayesinde enjeksiyon dongusiiniin zamani
kisadir.

- Cozicii yoneticisi hareketli [azi1 istenen oranlarda yiliksek hassasiyelte ve

tekrarlanabilir sekilde olusturur ve pulssuz sekilde sisteme verir (Waters®, 2010).
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Kromatogramlarin Yorumlanmasi

UPLC calismalarinda sistemden elde edilen ¢ikti, dedektdr sinyalinin zamana
kargt grafige gegirilmesiyle clde edilen kromatogramlardir. Kolondan gikan maddcler
bir bant scklindc ilerleyerck dedektdrde sinyale neden olduklart igin kromatogram
tizerinde Gauss egrisi seklinde pikler olustururlar. Uygulanan UPLC y&nteminin
gecerliligini degerlendirmek, kalitatif ve kantitatif analizleri gergeklestirmek igin
kromatogramlardaki bazi parametrelerin degerlendirilmesi gerekir. Olii zaman,
alikonma zamani, pik yiksekligi, taban genisligi gibi temel kromatogralik
parametreler, kromatogramdan kolayca tespit edilir. Ayrica bu parametrelerin
kullanildig1 esitliklerle sistem uygunluk testlerinin sonuclart hesaplanir. UPLC

sistcmindc bu paramctrelerin hesaplan yazilim tarafindan yapilmaktadir.
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Sekil 2.2. Ornck bir UPLC kromatogrami ve temel kromatografik parametreler

- Olii zaman (ty): Sabit fazda hic etkilesime girmeyen tiirlerin kolonu terk ettigi
zamandir. Numunc ¢ozlciisii  dc  sabit fazla hi¢ ahkonulmadigr igin
kromatogramdaki taban gizgisinin bozuldugu ilk an olarak tespit cdilir. Olii
zamanin tayini ayn1 zamanda urasil, potasyum bromiir gibi polarligr ¢cok yiliksek

bilesiklerin sisteme enjekte edilmesi ile de miimkiinddir.
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- Alikonma zamani (tr): Numunenin enjeksiyonundan sonra analitin dedektore

ulagsmast1 i¢in gegen zamandir. Kromatogramdaki bir pikin zirve noktasmin x
eksenindeki izdlUsiimii, o analit i¢in altkonma zamanini ifade eder ve nitel analizi
icin belirleyicidir.

- Pik_yiiksekligi (h): Bir maddeye ait kromatografik pikin zirve noktasmin y

eksenindeki izdiisimiidiir. Numunedeki analit derigimi ile artig gosterdigi igin
kantitatif analizde kullanilabilir.

- Taban genisligi (w): Kolondaki bant genigliginin bir gostergesidir. Kromatogramda

analite ait pikin taban ¢izgisi lizcrinde baglangi¢ ve bitig noktalarinin arasindaki fark
Olgtlilerek saptanabilir,
- Pik _alami: Kromatogramdaki bir pikin alant o analitin numunedeki derisimi

hakkinda bilgi verir. Kantitatif analizler igin tercih cdilen parametre pik alamidir.

Sistem Uygunluk Testleri

Bir sivi kromatografi sistemiyle clde cdilen verilerin dogruluk ve kesinligi,
kromatografik sistemin uygun bigimde ¢aligmasina baglidir. Kromatografik sistemin
amaglanan analiz i¢in uygun olup olmadigimin belirlenmesi i¢in sistem uygunluk
testlerinin gergeklestirilmesi ve onerilen sinirlarda sonuglarin elde edilmesi gereklidir
(Center for Drug Evaluation and Research, 1994; International Conlerence on

Harmonization, 1994).

Kapasite faktérii (k’): Analit pikinin 6lii zamana gore olan konumunu belirtir. Temel
kromatografik paramctrcler kullanilarak Egitlik 2.1°de verilen formiille hesaplanir.

Tavsiyc edilen k* degeri 2-8°dir.

k= ke (Esitlik 2.1)

tg

Secicilik (a): Ardisik iki pikin birbirlerine gore bagil konumlarnnin bir dlgiitiidir.

Temel kromatograflik parametreler kullanilarak Egilik 2.2’de sunulan (ormiille
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hesaplanir. Onerilen deger a>2’dir. Ayiricilik (R) rapor edildigi siirece zorunlu bir

parametre degildir.

(Fsitlik 2.2)

Ayiricilik (R): Tki analit pikinin aynmim ifade eden parametredir. Ayiricilik pratik
olarak, alikonma zamanlart arasindaki farkin ortalama taban pik genigligine oranidir.
UPLC cihazina bagh yazilim, ayiricilig:t Esitlik 2.3’tc sunulan formiil ilc hesaplar.

Onerilen deger R>2"dir.

R=118x R "F1 (Esitlik 2.3)

Kuyruklanma (T): Simetri faktorii olarak da adlandirilan bu parametre analit pikinin

bir Gauss egrisi olup olmadiginm degerlendirilmesi i¢in kullanilir. ideal bir Gauss
egrisi olan pike ait kuyruklanma faktorii 1°e esittir. Bu sayidan degerden sapmalar pik
alaninmn  hesabimi  gl¢lestirdigi  icin  miktar tayininin dogrulugunu etkiler.

Kromatografik piklerin kuyruklanma faktoriiniin 2’ nin altinda olmasi dnerilir.

Enjeksiyon tekrar edilebilirligi: Art arda aynt numuneden yapilan enjeksiyonlarla ele

cdilen pik yiiksckligi veya pik alami degerlerinin bagil standart sapmast hesaplanarak
tespit cdilir. Kromatografik sistemi olugturan pompa, kolon, dedektér gibi clemanlarin
performanst hakkmda bilgi verir, numune hazirlama veya numune eldesindeki
varyasyonlar dikkate almaz. En az 6 kez tekrarlanan enjeksiyonlarda % bagil standart

sapma degerinin 1 den diisiik olmas1 onerilir.

Teorik tabaka savist (N): Teorik tabaka sayisi, kolon uzunlugunun teorik tabaka

yiiksekligine oranidir ve kolon etkinliginin bir olciitidir. Teorik tabaka sayisinin
biiylik olmas1 kolon etkinliginin yiiksek oldugu anlamina gelir. Teorik tabaka sayisi

asagidaki formiil ilc hesaplanir ve dnerilen deger > 2000°dir.
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N =16 (t—R)Z (Esitlik 2.4)

2.2.2. Dencysel Tasarim ve Optimizasyon

Kemometri, kimyasal sistemlerden maksimum bilgiyi elde etmek ve en uygun
deney sirecini tasarlamak i¢in matematiksel ve istatistiksel yontemleri kullanan kimya
disiplinidir. Kimya ve ilgili disiplinlerdeki siireclerde (ekstraksiyon, sentez, tretim,
analiz gibi) hedeflenen amaca ulagilmasint saglayacak uygun deneysel kosullarin
saptanmast i¢in teorik bilgiler veya kisisel deneyimler her zaman yeterli olmayabilir.
Boylc karmasik durumlar, kemometri disiplini kapsammda dencysel tasarim ve

optimizasyon tckniginin kullanimini gercktirir,

Deneysel tasarm terimi, genel olarak iki anlamda kullamlir. Bunlardan ilki bir
model olusturabilmek amaciyla bir dizi deneyin planlanmasidir. Bu model bir
regresyon modeli veya ANOVA modeli olabilir. Plan dahilinde gerceklestirilen
deneyler modelin kalitesini, 6rnegin regresyon katsayilarinin kesinligini veya modelin
hassasiyetini etkiler. Deneysel tasarimin ikinci anlami ise iiriinlere veya siireclere etki
eden faktorlerin tespiti, bu faktorlerin etkisinin incelenmesi ve istenen 6zelliklere sahip
giktilarin clde cdilmesi igin gerckli kosullarin tespiti ile ilgilidir (Massart ve ark.,
1998). Bu doktora tcz kapsaminda miktar tayini ¢aligmalarindaki rcgresyon
modellerinin elde edilmesinde deneysel tasarm prensipleri uygulannmstir. Fakat
¢aligmani odak noktast deneysel tasarimin ikinci anlamiyla yani olan optimizasyonla

ilgilidir.

Optimizasyon, bir siire¢ sonunda ¢ikity1 istenen bi¢imde alabilmek i¢in calisma
kosullarinin  nasil olmast gerektiginin saptanmasidir. Aragtirma ve geligtirme
calismalarinin en 6nemli hedefi ¢iktinin yani cevabin iyilestirilmesidir ve bu hedefi
gerceklestirmek icin ¢ogunlukla tek degiskenli optimizasyon teknigi uygulanir. Bu
tckniktc sistemdcki diger degiskenler sabit tutulurken, bir paramctrenin  farkh

scviyclerinde dencyler gergeklestirilir ve bu paramctrenin cn uygun ccvabr veren
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seviyesi tespit edilir. Daha sonra her bir degisken icin bu islem tekrarlanir. Tek
degiskenli optimizasyon ilk bakista kolay bir yontem gibi goériinmesine ragmen pek

¢ok dczavantaj1 beraberinde getirir (Komsta ve ark., 2018; Massart ve ark., 2003):

- Cevaba etki eden parametreler arasinda etkilesim varsa gercek optimal deger
saptanamaz.

- Cevaba etki eden parametre sayis1 fazlaysa ¢ok sayida deney yapmak gerekir, bu
da kaynaklarm bosa harcanmasina neden olur.

- Optimal olarak belirlenen kosullar énce hangi paramctrenin optimize cdildigince
gorc veya bu paramctrenin scgilen seviyelerine gore degisir.

- Optimal olarak belirlenen kogullar cogunlukla kabul edilebilir cevaplar verir fakat
en iyi cevabin bulundugu garanti edilemez.

- Optimizasyon icin kullanilacak zaman, malzeme ve isglicii belirsizdir, bu yiizden
kaynaklarm dogru kullanmi i¢in onceden plan yapilamaz.

- Scgilen paramctreler ve cevap arasindaki iliski tam olarak agiklanamaz.

Bir sistemin optimizasyonu amactyla izlenecek en dogru yaklasim ¢ok
degiskenli deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisidir. Bu yaklagimla miimkiin
olan en az sayida deney yapilarak sistemle ilgili detayli ve zengin bir bilgi birikimi
elde edilir. Deneysel parametreler arasinda etkilesim olan sistemlerde ise gercek
optimal sartlarin tespiti i¢cin cok degiskenli deneysel tasartm ve optimizasyon
yontemlerinin kullanimi bir gerekliliktir. Deneysel tasarim terminolojisinde, deney
parametrcleri kontrollii olarak degistirilebildigi i¢in bagimsiz degiskenlerdir ve faktor
olarak adlandirilirlar. Deneylerden clde edilen sonucun 6lgiilen degeri isc cevap olarak
tamimlamr. Cevabin degeri faktorlere verilen degerlere yani deneysel kosullara gore
degistigi i¢in, cevap bir bagimh degiskendir. Faktorlerin cevap lizerine nasil etki
eltigini aciklamak icin, bagimli ve bagumsiz degiskenler arasinda matematiksel bir
iliski kurulur ve bu iliski model veya cevap [onksiyonu olarak adlandirilir. Temel
olarak Esitlik 2.5’tek1 gibi ifade edilen modelde faktorler x, cevaplar ise y semboliiyle

gosterilir (Lundstedt ve ark., 1998; Massart ve ark., 1998).

Y= f(x1,%z, .., Xp) (Esitlik 2.5)
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Bu model incelenerek cevaba hangi faktorlerin etkisinin oldugu veya bu etkinin
ne kadar blyiik oldugu anlasilabilir. Fakat bu tiir incelemelerin yapilabilmesi icin
modeclin belirli bir formda olugturulmas: gerckir ki bu, ancak dencylerin dnceden bu
amaca gorc tasarlanmasi ve planlanan bigimde yiiriitiilmesi ilc miimkiin olur. Eger bu
cevap fonksiyonu ¢ok degiskenli ve ikinci dereceden bir modelse, cevabin minimum
ve maksimum olmas1 igin degiskenlerin hangi degerde olmas1 gerektigi tespit
edilebilir. Bu kosulu saglayan modellerin olusturulmasi i¢in kullanilan deneysel
tasarim siiregleri genellikle cevap yiizey metodolojisi olarak adlandirilir. Cevap yiizey
metodolojisi “Tlgilenilen cevabin birden fazla faktdrden etkilendigi durumlarda bu
cevabl optimize etmek amaciyla sistemin modellenmesi ve analiz edilmesi icin
kullanilan matcmatiksel ve istatistiksel tcknikler biitlinii” olarak tanimlanir. Yani
cevap yiizcy metodolojisi, deneyscl tasarmmin bir alt baghgidir. Aslinda birden fazla
faktoriin oldugu her sistem, modelin derecesine bakilmaksizin en az bir cevap yiizeyi
ile temsil edilerek incelenebilir. Bu yiizden literatiirde deneysel tasarim ve cevap ylizey
metodolojisi terimlerinin birbiri yerine kullanildigi ¢alismalar da mevcutiur (Brereton,

2003; Komsta ve ark., 2018; Lundstedt ve ark., 1998; Montgomery, 2013).

Optimizasyon amaciyla kullanilan cevap yiizey metodolojisi asagidaki
basamaklar ¢ercevesinde uygulanir:
- Cevap veya cevaplarin segimi
- Faktorlerin scgimi
- Fak(or seviyelerinin belirlenmesi
- Deney tasarimimin segimi
- Deneylerin gerceklestirilmesi
- Modelleme

- Optimal sartlarin hesaplanmasi

Karmagik numunclerdcki analitlerin - kalitatif ve kantitatif tayinleri  igin
gelistirilen analitik yontemler, ¢ogunlukla kromatografik ayrimi izleyen bir tayin
yontemine dayanir. Dedektor cesidi ¢o7iilmeye ¢alisilan probleme gore degisse de,
mutlaka belli bir dereceye kadar kromatografik ayrima ihtiya¢ duyulur. Bu ylizden

kromatografik ayrim, analitik kimyacilar i¢in kagmilmaz bir tekniktir. Kromatogralfik
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ayrimin optimizasyonu, yontemin teshis ve tayin giciinii, dogrulugunu ve
givenilirligini etkileyen en onemli adimdir. HPLC veya UPLC yoOntemlerinde
analitlerin fizikokimyasal yapilan, sabit fazin 6zcllikleri, harcketli fazm bilcgimi,
viskozitesi, diclcktrik sabiti, pH derecesi, akig hizi gibi pek ¢ok faktdér hem yontemin
ayrm giictinli hem de analiz zamanmi, pik sekillerini ve harcanan kimyasallarin
miktarini etkiler. Bu kadar ¢ok parametrenin etki ettigi bu sistemlerde, arastirmacinin
rahatca takip ederek optimale ulasabilecegi fiziksel veya kimyasal bir yasa yoktur. Tek
degiskenli optimizasyon kullanimi ile gercek optimale ulagmak miimkin degildir
clinkii faktorler arasi etkilesimler istisnasiz olarak cevap iizerine etkilidirler. Bu
yiizden, kromatografik yontemlerin optimizasyonu biiyiik Olc¢iide aragtirmacinin
deneyimine baghdir. Oysa gergek optimal degerlere ulagsmak igin kigisel beceri ve
deneyim yerine, istatistikscl bir yontem olan ccvap yiizey metodolojisinin kullanilmasi
gerekir., Cevap yiizey metodolojisi ile gerceklestirilecek optimizasyon sayesinde
miimkiin olan en anlaml bilgiyi, en akiler ve ekonomik deneysel ¢alismalarla elde
etmek mimkiindir (Duarte ve Capelo, 2006; Hibbert, 2012; Komsta ve ark., 2018;
Massart ve ark., 2003).

Kromatografik sistemlerde cevap yilizey metodolojisinin kullanilmast temel
olarak dort avantaj saglar:

- Cevap iizerine etkisi olan faktor etkilesimleri g6z ardi edilmez. Dogru model
kuruldugu takdirde sisteme ne kadar cok fakior etki ederse etsin, hem [akiorlerin
hem de fakior etkilesimlerinin cevaba etkisi tam olarak saptanir ve bu model
kullanilarak gercek optimal cevap icin deneysel kosullarin ne olmasi1 gerektigi
tespit edilir.

- Sistemin optimizasyonu ic¢in, kromatogralik sistem (zerine etkili olan
paramelrelerin fizikokimyasal detaylari bilinmese de optimal cevaplara ulasmak
miimkindiir. Teorik bilgisi giclii veya bu sistemler lzerinde uzmanlagmis
calisanlara ihtiya¢ ortadan kalkar. Hatta modern teknolojiler sayesinde
belirlenen deneyscl tasarimi bir opceratér olmadan da gergeklestirebilecck

kromatografik sistemler kullanmlabilir.
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- Deneysel planlama optimizasyondan 6nce yapildigr igin, bu siirecte kag deney
yapilmas1 gerektigi, ne kadar zaman, kimyasal, para ve enerji harcanmasi
gerek(igi 6nceden belirlenir.

- Miumkiin olan cn fazla bilgi, akiler dencysel galigmalar sayesinde minimum
deney ile clde cdilir. Béylece daha az atik iirctilir, zamandan, malzemeden,

masraftan ve enerjiden tasarruf edilir,

Literatiirdeki kromatografi ¢aligmalarinda cevap vyiizey metodolojisinin
kullanim oranimi belirlemek icin “Web of Science” veri tabaninda yapilan tarama
sonucunda Sekil 2.3’te sunulan gralik elde edilmistir. Bu grafikieki sttunlar cevap
yiizey metodolojisi kullanilan kromatografi calismalarinin tiim kromatografi
caligmalarinin yiizde kaci oldugunu gdéstermektedir. Sekil 2.3’te gorildign iizere
kromatografik ¢alisgmalarda ccvap yiizcy mctodolojisinin kullanmm gilin gegtikge

artmaktadir.

45
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Sekil 2.3. Literatiirdeki kromatografi calismalarmda cevap yiizey metodolojisinin kullanim
oranlarinin yillara gére dagilimi

1993 m——
1994 eo—
1095 m——
1996 —
1997 m—
1998 m——
2000 e———
2001 m————
2002 |
2003 —
2004 e——
2005 |

1991
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2.2.2.1. Temel Kavramlar

Faktor

Cevap yiizey metodolojisinde cevaba etki etmesi beklenen ve kontrollli olarak
degistirilebilen kosullar, bagimsiz degisken veya faktor olarak adlandirilir. Faktorler
kantitatif veya kalitatif olabilirler. Degeri sayisal bir veri olarak ifade edilebilen
sicaklik, basing, zaman gibi degiskenler kantitatif faktorlerdir. Organik ¢oziicii cinsi,
tampon ¢esidi gibi faktdrler kalitatif faktdr olarak adlandirilirlar. Sistemdcki faktor
sayis1, deney uzaymdaki boyut sayisini belirler (Deming ve Morgan, 1993; Massart ve

ark., 1998).

Faktor ) Ceva
—_— Sistem =P

Sckil 2.4. Bir sistemin gemalik gdsterimi

Faktor Seviyeleri ve Kodlanmasi

Deneysel tasarim islemlerinde faktorlerin belirlenmesinden sonra, bu faktorlerin
deneysel smirlar1 belirlenir. Bu simirlar faktor seviyeleri olarak adlandirlir. Faktorlere
atanan bu minimum ve maksimum degerler deney uzaymin sirlarini olusturur
(Massart ve ark., 1998). Ornegin, ortamin pH degerinin bir [akior olarak secildigi bir
optimizasyon isleminde, analitik sinyal farkli pH degerlerinde 6lciiliir. Olciim alinan
pH degerlerinin 3, 5, 7, 9 ve 11 oldugunu varsayarsak, deney uzayinin sinirlarini
belirleyen degerler, ortam pH’inin minimum ve maksimum dcgerleri, yani 3 ve 11
olur. Bu g¢aligma icin olusturulan faktér scviyeleri bir cksen dizerinde Sckil 2.5°te

sunuldugu gibi gosterilir.

W
’_l
=

- . - - - pH ekseni

|

deney uzayi

Sckil 2.5. Tek fakiorld bir ¢alismaya ait deney uzay:
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Calismada etkisi arastirilan ikinci bir faktor varsa, bu durumda deney uzayi iki
boyutlu hale déniisiir. Ornegin, ayni calismada farklt ortam sicakliklarinda her bir pH
degeri igin dlgiim yapildiginda, gergeklestirilen her bir deney iki boyutlu bir koordinat
sistcminde gosterilir. Sicaklhik degiskeni igin faktor siirlan 20 °C ile 60 °C’dir. Sckil
2.6’da gosterilen gri renkli dikdortgen bolge, iki boyutlu deney uzayimi temsil eder. Bu
sekilde noktalarla temsil edilen ve deney uzaymda homojen olarak dagilmis olan farkl
deneysel kosullar uygulanarak arastirmaya devam edilebilir veya ayni uzayda daha az
sayida deney yapmak i¢in [arkli bir plan yapilabilir. Calismaya lciincii bir [akior

eklendiginde, ¢aligma alani artik tG¢ boyutlu bir deney uzayina donisr.

sicaklik ekseni (°C)
60

. . . . .

pH ekseni

20

Sekil 2.6. ki faktorlii bir galigmaya ait deney uzay

Ccevap ylizey mcetodolojisinde faktdrlere verilen scviyeler gencllikle -1 ile 1
arasinda normalize cdilerck kodlanir. Bdylece dency uzayr her bir faktdriin -1 ile +1
seviyeleri arasinda tammlanmig olur, Ornegin, Sekil 2.5°te verilen tek boyutlu deney
uzaymdaki pH seviyeleri normalize edildiginde Sekil 2.7 daki gibi bir gésterim elde

edilir.
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deney uzay

Sekil 2.7. Tek faktorlii bir caligmaya ait kodlanmig faktdr seviyeleri

Sekil 2.6’da sunulan iki boyutlu deneysel tasarim ¢aligsmasinda kodlanmis faktor
seviyeleri kullanmildiginda deney uzayr Sekil 2.8°de verilen bigimde gosterilir. Her
(aktoriin biyikligi artik eksende diger [ak(orle ayni boyutta temsil edilir ve her bir
[aktor aym Ol¢ekle degerlendirilmis olur. Bu ¢alismadaki (aktorlerin gercek ve
kodlanmig seviyeleri Cizelge 2.1°de sunulmustur. Kodlama yontemi sayesinde farkl
fiziksel biyiikliiklere sahip faktorlerin etkilerinin birbirleri ile daha kolay
kargilagtirilabilmesi, ccvap tizerinde anlamli derecede degisiklik yapan faktorlcrin ve
ctkilcgimlerinin daha kolay saptanabilmesi miimkiin olur. Ayrica dency tasarmmim
sadelestirdigi, modelleme ve hesaplamalarda kolaylik sagladigi i¢in de arastirmacilar

tarafindan siklikla tercih edilir.

Xz
(-1,+1) (0, +1) (+1, +1)
] -~ L] . Y
_(-1,0) (0,0) _(+1,0)
" " 1
oY o -1

Sckil 2.8. iki fakidrlii bir calismaya ait kodlanmis fakior seviyeleri
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Cizelge 2.1. Fakior seviyeleri ve karsilik geldikleri fiziksel degerler

X1 X2

Kod pH degeri Sicaklik (°C)
-1 3 20
+1 11 60

Cevap ylizey metodolojisinde [ak(or seviyelerinin ve dolayisiyla deney
uzayinin belirlenmesi oldukca 6nemlidir. Sinirlarin ¢ok genis olmasi, ¢ogunlukla
gereksiz deneylerin yapilmasina ve modelin calisilan bolgeyi temsil etme giliciiniin
diismesine neden olur. Sinirlarin dar olmasi, optimum bdlgenin bu sinirlar disinda
kalmasma vec gozden kagmasma ncden olur. Ayrica cevaptaki varyansm kiiglik
olmasina ve modcldcki terimin yeterince anlamli olmamasima yol agabilir (Massart ve
ark., 1998). Faktor seviyelerinin ¢ok dar veya ¢ok genis oldugunu kavramak
arastirmacmin gorevidir ve teknik bilgisi ile deneyimine baghdir (Massart ve ark.,
2003). Ornegin, pH’ daki degisimin 0,1 birim olmas1 fakt6r sinirinin cok dar, 5 birim
olmasi ise ¢ok genis oldugu anlamina gelir. pH [aki6riindeki seviyeler arasinda 1 birim

olmasi pek ¢ok sistem i¢cin uygundur (Steinberg ve Hunter, 1984).

Cevap

Deneysel tasarim ve optimizasyon ¢aligmalarinda, onceden planlanan ve farkli
kosullar kullanilarak uygulanan deneylerden sonra, her bir deneyden elde edilen sonug
Olciilebilir bir deger olarak kaydedilir. Kaydedilen bu deger cevap olarak adlandirtlir.
Kaydcdilen cevabin degeri, sistemdcki faktorlerin seviyclerine gore degistigi igin,
cevap sistemdceki bagimh degiskendir. Arastirmacilar farkli sistemlerde farkh
cevaplarla ilgilenirler. Ekstraksiyon isleminde verim yiizdesi bir cevapken,
spektroskopik bir deneyde elde edilen analitik sinyalin siddeti bir cevap olarak
kaydedilir. Baz sistemlerde arastirmactlar birden [azla cevapla ilgilenirler. Ornegin,
kromatografik deneylerde hem ayiricilik hem de analiz zamani 6nemlidir ve her ikisi

de cevap olarak kaydedilebilir.
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2.2.2.2. Dencey Tasarimlan

Cevap yiizey metodolojisinde, sistemle ilgili veri toplamak icin
gergeklestirilceck dencyler planlanirken belli gsablonlar kullanihir ve bu sablonlar
deney tasarimlan olarak adlandirilirlar. Caligmalarda kullanilacak dency tasarimlari
amaca gore segilir. Ormegin, sisteme hangi faktorlerin anlamli derecede etki ettigini,
bu faktorlerin  etkilesimlerinin  anlamli  olup olmadigim saptamak igin
gerceklestirilecek tarama calismalarinda iki seviyeli deney tasarumlari kullanilir.
Amaci1 oplimizasyon olan c¢alismalarda ise (¢ seviyeli cevap yiizey tasarimlari
kullanilir. Sec¢ilen deney tasarimina gore olusturulan ve belirlenen deneysel kosullar
kullanilarak uygulanacak deneylerin planin1 gdsteren tablolara tasarim matrisi adi
verilir. Tasarim matrisindeki her bir satir, gergeklestirilecck her bir dencyin kogsullarim
verir. Tasarnm  matrislerinde, plan  déhilinde  gergeklestirilecck olan  dencylerin
kosullart kodlanmig seviyeler veya gercek sayisal degerleri ile gosterilir. Deneyler
gerceklestirildikten sonra elde edilen cevaplar tasarim matrisinde yeni bir kolonda

sunulur. Cizelge 2.2°de 6rnek bir tasarim matrisi sunulmustur.

Her [aktor icin belirlenen seviyelerin farkli kombinasyonlarmin kullanildigi
deney tasarimlari faktoriyel tasarimlar olarak adlandirilir. Eger faktor seviyeleri -1 ve
+1’den oluguyorsa bunlar, iki seviyeli faktoriyel tasarimlardir. Iki seviveli faktoriyel
tasarimlar c¢ogunlukla tarama deneylerinde kullanildiklart i¢in tarama tasarimlari
olarak da adlandirlirlar. Ciinkii iki scviycli faktoriyel tasarimlarla clde edilen ampirik
modcller dogrusal karakterlidir. Bu tasarimlar kullanilarak faktérlerin ve faktor
etkilesimlerinin cevap iizerine etki edip etmedikleri veya hangi faktorlerin cevap
tizerinde daha etkili olduklari anlasilabilir (Brereton, 2003). & sayida faktoriin
bulundugu bir [akidriyel tasarima gore deney sayist 2* formiilityle hesaplanir. Ornegin,
iki fakidr icin 2% = 4, ii¢ [aktdr icin 2° = 8 deney yapmak gerekir. Fakior sayisi, deney
uzayindaki boyut sayisini da belirledigi i¢in, iki faktorlii bir tasarimda deney uzay1 bir
kareyi, G¢ faktorlii tasarimda bir kipi olusturur. Olusan bu deney uzayinin kose
noktalar1 dency planindaki satrrlara karsilik gelir. Ornegin, Cizelge 2.2°de verilen 22
faktdriyel deney tasarimmina ait deney uzayi Sckil 2.9.a’da verilmistir. Ug faktorlii bir
sistem i¢in olusturulan 2° faktoriyel tasarimina ait deney uzaymin gésterimi ise Sekil

2.9.b’de sunulmustur.
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Cizelge 2.2. iki fakiorlii bir deney plani icin kodlanmis ve gercek seviyelerin verildigi
tasarim matrisi

Dency 1o Kodlanmis seviyeler Gergek kogullar Covaplar
Y X1 X2 pH degeri  Sicaklik (°C) P
Deney 1 -1 -1 3 20 Cevap 1
Deney 2 -1 +1 3 60 Cevap 2
Deney 3 +1 -1 11 20 Cevap 3
Dcncey 4 +1 +1 11 60 Cevap 4
L X2 X,
Deney 2 Deney 4 ' 1I1I-]]. .(1'1'_]’]
-1, +1) [+1,+1) [—1,1,1]. o
/ ----- al *X1
S
.f.-1.-1=-1} . @(1-1.-1)
i el (110 (1)

Sekil 2.9. 22 ve 2* faktdriyel deney tasarimlari

Deney sayisi, faktor sayisina gore iistel olarak artti@i igin, ¢ok faktoriin
bulundugu sistemlerde tam faktoriyel tasarim yerine kesirli faktoriyel tasarim
kullanilir. Deney sayisini azaltmak icin faki6riyel tasarimdaki deneylerin belli bir kesri
uygulanir. Belirlenen kesrin p oldugu, k fakiorlii sistemlerde kesirli [akiriyel

tasarimdaki deney sayist 27 seklinde hesaplanir (Brereton, 2003).

Eger cevabin hangi deneysel kosullarda optimal olacagi belirlenmek veya deney
uzayinda cevabin davranisi dngoriilmek isteniyorsa, bu sistemi iki seviyeli tasarimlarla
incclemck yeterli degildir. Bu amaglarla kullanilacak tasarimlarm ii¢ scviycye sahip
olmalari gerckir. Ug scviyeli tasarimlarin amact sistemi miimkiin olan cn dogru
ampirik modelle agiklamak, bu modeli kullanarak faktorlerin belli seviyelerinde hangi
cevabm hangi degeri alacagini tahmin etmek ve cevabin belli bir degerde olmasi igin
hangi [(akidr seviyelerinin kullanilmasi gerektigini belirlemektir. Uc seviyeli

tasarimlarda, deney uzayinin sinirlari olan -1 ve +1 seviyelerinin ortalamasina denk
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gelen deger 0 seviyesi olarak tanimlanir (Brereton, 2003). Uc seviyeli tasarimlar
modellemenin énemli oldugu durumlarda kullanilirlar, bu yiizden incelenen faktorler
genellikle kantitatif faktorlerden scgilir. Bu doktora tezindcki dencyscl galismalarin
amaci optimal sartlarm belirlenmesi oldugu i¢in ccvap yiizey metodolojisi sirasmda g

seviyeli tasarimlar kullanmilmistir,

2.2.2.2.1. Tam Faktoriyel Tasarim (FFD)

Tam [aktoriyel tasarimlarda (Full Factorial Design —FFD) deney uzayi kare,
kiip veya hiperklp seklinde oldugu i¢in bu tasarimlar kiibik tasarim olarak
siniflandirilir (Massart ve ark., 1998). Tam faktoriyel tasarimlar tarama degil
optimizasyon amacli kullanildiklari takdirde iic seviveli olarak 3* deney gerektirirler.
Ozcllikle faktdr sayisinin iigten fazla oldugu durumlarda tam faktdriyel tasarimlarin
kullammi tercih cdilmez. Ciinkii dency sayisi, ampirik modcli olusturacak terim
sayismi ¢ok {iizerindedir, kaynaklarin ve zamanm kullanimi agisindan etkin bir
secenek degildir (Massart ve ark., 2003). 3° tam faktdriyel deney tasarima ait deney
uzayt Sekil 2.10°da sunulmustur. Bu sekil incelendiginde, 2* [akidriyel tasarima ait
olan deney uzayiyla ayni hacmi kapladig1 goriilmekiedir. Fakat artik kiip halindeki
uzayin sadece koge noktalar1 degil, ayn1 zamanda kiipiin ylizeyinde ve kenarlarinda
bulunan noktalarin da deney planinda oldugu goriilmektedir. Eklenen dciincii seviye
olan 0 seviyesi, eksenlere gore cevap degisiminin tanimlanmasinda karesel etkilerin
de bulunmasin yani ikinci dereceden bir modelin olusturulmasini saglar.

X,

111 I 04-1) -
.10 gy L4 0.1 :_-. ® i ‘-”'. ®
1.1 |-. [ |u1.1|. ..1_1-:-

{+1,0.-1 !
: c._n- =]

O e
® (0.0.1) @ o0
(1.0.1) 10} X1
x3
0.-1.-1 14
(R ® )

Sekil 2.10. 3’ tam faktoriyel tasarim
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2.2.2.2.2. Mecrkezi Bilesenli Tasarmm (CCD)

Merkezi bilesenli tasarimlar (Central Composite Design — CCD), ikinci

dereceden modcllerin olugturulmasi igin en stk kullanilan tasanimlardir (Montgomery,

2013). Farkli tasarimlarda kullanilan noktalarin birlestirilmesiyle cldc cdildikleri i¢in

“bilesenli” olarak adlandirilirlar. 3 faktorlii bir merkezi bilesenli tasarimi olusturan

bilesenleri asagidaki gibi siralayabiliriz:

FaktSriyel noktalar: Faktorlerin +1 ve -1 scviyclerinin tiim kombinasyonlarindan

olugan noktalar, 2* tam faktériycl tasarimin noktalarichr ve ii¢ boyutlu uzayda bir
kiipiin kosclerindcki 8 noktaya karsilik gelir. Faktdr sayisini k oldugu merkezi
bilegenli tasarimlarda faktériyel nokta sayist 2% olarak hesaplanir.

Eksenel noktalar: Deney uzayinin sinirinda ve eksenlerin iizerinde olan bu

noktalara yildiz noktalar da denmcktedir. Ekscnel noktalarin konumu, tasarimda
scgilen +a, 0 ve -a  dcgerlerine baghdir. Ayrica tiim faktorlerin 0 konumunda
oldugu merkez noktas1 da yildiz tasarmin igindedir. Faktor sayisinin k oldugu
merkezi bilesenli tasarimlarda eksenel nokta sayis1 2k+1 formiilii ile hesaplanir.

Tckrarlar: Merkezi bilesenli tasanimlarda hatayr saptamak igin dency uzayimin
merkczinde yani orijin noktasinda tckrarli deneyler yapmak tercih edilir. Cevap
yiizey metodolojisi genel olarak klasik istatistigi temel alir ve hata dagiliminin
homojen oldugu varsayilir. Tasarimdaki tekrar sayisi tipik olarak bestir ve n, ile

gosterilir (Brereion, 2003).

Fak(or sayisi k olan sistemler icin olusturulan merkezi bilesenli tasarimlarda

deney say1st N = 2¥ + (2k + 1) + n, formiilii ile hesaplanir. Uc faktorlii bir merkezi

bilesenli tasarima ait deney noktalart Sekil 2.11°de gosterilmistir.
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Sekil 2.11. Ug faktorlii bir merkezi bilesenli tasarim

Merkezi bilesenli tasarim, ti¢ scviycli tam faktoriyel tasarima gore daha az dency
gerektirdigi halde, sistemle ilgili oldukga fazla bilgi sunar. Tarama dencylerinde
kullanilan 1ki seviyeli faktériyel tasarim noktalart merkezi bilesenli tasarrmm bir
pargasidir. Bu nedenle en bastan yeni plana gore deney yapmak yerine ekstra
deneylerle iki seviyeli [akioriyel tasariminin merkezi bilesenli tasarima doénigmesi
saglanabilir. Boylece zaman ve kaynaklar daha tasarruflu kullanilmig olur (Zhang ve

Xiaofeng, 2009).

Merkezi bilesenli tasarimda eksenel noktalarin ve a degerinin secimi sisteme
gore ve amaca yoncelik olarak dcgigir. Eksencl noktalarin koordinat merkezinden uzak
olmasi dencyscl olarak uygulanabilir degilsc veya sistemi zorluyorsa yiizeyel veya ige
¢izilmis merkezi bilesenli tasarim kullamilarak deney uzayr daraltilir. a degerinin
hesaplams1, tasarimin sahip olmast istenen dzelliklere gore degisir. Ornegin, tasarmin
donebilir olmas isteniyorsa eksenel noktanin konumu a = 2** formiilii ile hesaplanr.
Tasarimin donebilir olmasi, bir noktladaki tayin varyansinin sadece o noktanin merkeze
uzakligina bagli olmas1 demektir. Yani merkeze ayni uzakliktaki tiim noktalardaki
tayinin givenilirligi, bulunduklari yonden bagimsiz olarak birbirine esittir. Donebilir
tasarimlarda bir noktadaki tahmin giivenilirligi merkezden uzaklagtikga azalir

(Brercton, 2003; Massart ve ark., 1998).
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2.2.2.2.3. Box-Bchnken Tasarim (BBD)

Box-Behnken tasarim (Box-Behnken Design — BBD), ikinci dereceden
modcllcri olusturmak igin sik kullanilan tasarimlardan biridir. Sckil 2.12.a’da g
faktorlii bir sistem i¢in uygulanan Box-Bchnken tasarim gosterilmektedir. 3 faktor
seviyesinin oldugu bu tasarim, aslinda ii¢ seviyeli tam faktoriyel tasarimim eksiltilmis
halidir. Tam faktoriyel tasarimdan ¢ikarilan noktalar, kiipiin koselerine ve ylizeylerin
merkezlerine denk gelir. Bu tasarimlarda da hatanin saptanabilmesi i¢in merkez
nokitasinda tekrarlar yapilir ve tekrar sayisi genellikle 3 veya 5 olarak tavsiye edilir.
Faktor sayist k olan sistemler i¢in deney sayis1 N = 2k X (k — 1) + 1 + ny formiili
ile hesaplanir. Bu deney sayisi, merkezi bilesenli tasarimla elde edilen deney sayilarina
cok yakindir ve elde edilen modelin agiklayiciligi her iki tasarimda da benzerdir. Box-
Behnken tasarim donebilir 6zellikte oldugu i¢in merkezi bilesenli tasarima iyi bir

alternatiftir (Myers ve ark., 2009).

X Xz
a) r : b)
{0,1.-1)
(110 g ® ) 01~
- .f1.1.0} 110 g . (110
(0,1,1) : 0.1,1@
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_..____. _____ .:__, ______ ) ® .i L,-1) (1.0, 13.
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. / el “1.11) / | (10.4) ‘
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.[0.-1 -1} .[0--1 1)
@ 1.10) o @1 10) pe
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Sckil 2.12. Uc fakiorlii Box-Behnken tasarim

Box-Behnken tasarim her ne kadar bir kip lzerinde gosterilse de, kiibik bir
tasarim degildir. Deney noktalarinin tamami merkez noktadan esit uzakliktadir ve bu
viizden kiiresel bir tasarimdir. Box-Bchnken tasarim noktalarinm birlestirilmesiyle
olusturulan kiirescl dency uzayr Sckil 2.12.b’de sunulmustur. Box-Bchnken tasarimin
bu &ézelligi baz1 durumlarda avantajh olabilir. Ormegin, bu ekstrem bolgeler deneysel
olarak zorlayic1 kosullara denk geliyorsa, fiziksel olarak miimkiin degilse veya

maliyetliyse arastirmact Box-Behnken tasarimu tercih edebilir (Komsta ve ark., 2018).
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2.2.2.3. Modclleme

Bir deneyden elde edilen ¢ikti, deney kosullarina bagli olarak degisecektir.
Sistemin daha 1y1 anlagilmasi, ccvabin davraniginim 6ngoriilebilmesi, gerckirse
cevabm optimize cdilmesi igin sistemdcki bagiml degisken (ccvap) ve bagimsiz
degisken (faktdr) arasinda bir iliski kurmak gerekir. Faktorler ile cevap arasinda
kurulan bu matematiksel iliskiye model, bu iliskinin kurulmasina ise modelleme denir,
Modelin olusturulmasinda [iziksel veya kimyasal bir yasa degil, deneysel olarak elde
edilen cevaplar kullanildigs i¢in bu modeller ampirik model olarak da adlandirilirlar.
Modeldeki terimlerin cevap iizerine daha fazla etki ettigini anlamak ve bir faktorin
degerinin degismesiyle cevabin ne yonde degisecegini dngdérmek icin bu modelin
incclenmesi yeterlidir. Fakat bu gibi yorumlan dogru olarak yapabilmck igin faktor
scviyclerinin kodlanmig olmasi gercklidir. Boylece her faktor ayni 6lgckte temsil edilir
ve modeldeki katsayilar incelenerek aralarinda karsilastirma yapilabilir. Deneysel
tasarm ve optimizasyon islemlerinde faktorler ve cevap arasinda kurulan iliski genel

olarak Esitlik 2.6’daki gibi ilade edilir.

y=PBo+ Xy Bixi + iy Bux? + Zlfsisj Bijxix (Esitlik 2.6)

Bu esitlikte y cevabi, 8, kesim degerini, 3; dogrusal etki katsayisini, f;; karesel
etki katsayisini, f5;; faktorler arast etkilesim katsayisini, x; ve x; ise bagimsiz
degiskenleri  gostermektedir. Cevap yiizcy mctodolojisinde  modclleme,  Esitlik
2.6°daki katsayilarin (B, Bi, By, Bij) saptanmast anlamma gelir. Bu amagla dency
tasarrmindaki her deneysel nokta i¢in belirlenen faktor seviyelerinde deneyler
gergeklestirilerck y cevaplart kaydedilir. Egitlik 2.6°daki x; ve x; terimleri yerine ilgili
faktorlerin seviyeleri; y yerine kaydedilen cevaplar yazilarak ¢oklu bir denklem
sistemi elde edilir. Bu denklem sisteminin ¢6ziimii ile modeldeki tiim katsayilar tespit
edilir. Bu model sayesinde deney yapmak zorunda kalmadan deney uzayindaki her bir
nokiada hangi cevabm alinacag: tespit edilebilir. Ayrica cevabin belli bir degerde
olmasi i¢in [akior seviyelerinin ne olmasi gerektigi de belirlenebilir. Egitlik 2.6°da
sunulan model sisteme etki eden faktor sayisina gore uyarlanir. Ornegin, cevaba iki

faktoriin etki ettigi bir sistem i¢in Egitlik 2.7’de sunulan fonksiyon olusturulur.
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y = by + byx; + byxy + by X7 + byrX? + byyxq%, (Esitlik 2.7)

Bu modelde y cevabi, x; ve x, sirasiyla birinci ve ikinci faktorleri, by kesim
noktasini, b; ilk faktoriin lineer etki katsayisini, b, ikinci faktoriin lineer etki
katsayisini, by, ilk faktoriin karesel etkisinin katsayisini, b,, ikinci faktoriin karesel
etkisinin katsayisint ve by, iki [akior arasindaki etkilesimin katsayisini simgeler.
Kesim noktasi, faktorlerin 0 scviyesinde clde cdilen cevabin degcerine, yani dency
uzaymmn merkez noktasindaki cevaba esittir. Eger bu fonksiyondaki karesel etki
katsayilar1 sifirdan farkliysa (b;; # 0; b,, # 0) bu model kuadratik model olarak
adlandinhir, Kuadratik modellerin elde edilmeleri igin {i¢ seviyeli deney tasarimlari
kullanilir ve bu modellerin cevap graliklerinde kavisler gézlemlenir. Bu kavisler
sistemin maksimum veya minimum cevap verdigi bélgelerin teshisine olanak verir. Bu
yiizden optimal kosullarin bulunmast gerektigi durumlarda ii¢ seviveli deney
tasarimlar1 kullanilir. Karesel etki katsayilar1 sifira egitse, bu model birinci
derccedendir ve cevap tizerinde faktorlerin sadece dogrusal ctkileri vardir, Birinci
dereceden modcllerin kullanim amaci optimal dency sartlarmi bulmak degil, cevaba
ctkili olan faktorlcrin ve faktor ctkilesimlerinin tespit cdilmesi ve incelenmesidir,
Dogrusal modeller, iki seviyeli deney tasanmlanyla elde edilirler. Esitlik 2.7 deki
faktorler arasi etkilesim katsayisi sifirdan farkliysa (b, # 0), bu sistemde bir faktoriin
cevap Uzerindeki etkisi, diger faktoriin seviyesine bagh olarak degisir. Bu olay
[aktorler arasi etkilesim olarak tamimlanir. Esitlik 2.7°de verilen [aktorler arasi
etkilesime sahip kuadratik esitlikler, cevap ylizey metodolojisinde, pek ¢ok sistem icin

en stk kullanilan modellerdir (Komsta ve ark., 2018; Massart ve ark., 2003).

Optimizasyon amacli cevap yluzey metodolojisinde kuadratik modellerin
kullammu gencllikle yeterlidir. Ug ve daha yiiksck derceeli modeller oldukga nadirdir
ve sadece kuadratik modclin uygun olmadigma kesin olarak karar verilirse
kullanilirlar. Bu modellerde terim sayisinin artmast ¢oziimiin karmagiklagmasina da
neden olur. Fakat gerekli oldugu durumlarda tigiincii ve daha yiiksek dereceden

modeller de optimizasyon amaciyla kullanilabilir (Massart ve ark., 1998).
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Modeldeki terimlerin hangilerinin daha anlamli oldugunu degerlendirmek icin
vapilacak en basit islem, model katsayilarinin mutlak degerlerini karsilastirmaktir. Bir
terimin katsayisimn mutlak degceri ne kadar biiyiiksc, bu tcrimin cevap iizerine ctkisi
dc o kadar giighidiir. Fakat hangi terimlerin ccvap lizerinde istatistikscl olarak anlamli
bir degisiklik yaptiginmn saptanmasi i¢in sadece gdzlem yeterli olmaz. Bunun igin
istatistiksel testlerden yararlamlir (Brereton, 2003). Bir terime ait katsayr igin
hesaplanan (-degeri ne kadar biiylikse, terimin cevap iizerine etkisi o kadar bliytiktiir.
T-degeri (-tablo degerinden kiiciik olan katsayilarin ise cevap lizerinde anlamli etkileri
yoktur (Brereton, 2003). Bunun diginda terime ait katsay1 i¢in hesaplanan p-degeri
incelenerek de terimin cevap iizerinde anlamli etkisinin olup olmadigina karar
verilebilir. Her istatistiksel testte oldugu gibi, ccvap yilizey mctodolojisinde dc
modecldcki katsayilarin anlamhiliklarmin degerlendirilmesi igin iki hipotez olugturulur:
Sifir hipotezi (Ho: Model katsayis1 = 0) ve alternatif hipotez (Hi: Model katsayist # 0).
Eger modeldeki bir katsayinin p-degeri, secilen a anlamlilik seviyesinden kiigiikse
veya bu degere esitse (p < «) silir hipotezi reddedilir, alternatil hipotez kabul edilir.
Model katsayis1 0’dan farklidir, dolayisiyla soz konusu terim ile cevap arasmda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir. Eger modeldeki katsayinin p-degeri, secilen
anlamlilik seviyesinden biiyiikse (p > a) sifir hipotezi kabul edilir, alternatif hipotez
reddedilir. Model katsayis1 0’a esittir dolayisiyla s6z konusu terimin cevap lizerine

istatistiksc] olarak anlaml ctkisi yoktur (Heiberger, 2015).
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2.2.2.4. Cevap Yiizey Grafikleri

Sistemden elde edilen cevabin, faktorlerin bir fonksiyonu olarak cizilmesiyle
clde cdilen grafiklere cevap ylizeyi grafikleri denir. Cevap yiizey grafikleri, faktorlerin
sistcme nasil ctki cttigini gérscl olarak sunar ve sistemin anlagilmasini kolaylastirirlar,
Bu grafikler incelenerek faktorlerin dogrusal etkilerinin cevab1 hangi yonde etkiledigi,
karesel etkisinin olup olmadig, faktdrler arasindaki iligkinin cevap iizerinde ne kadar
etkili oldugu anlasilabilir ve sistemde &lgiilen cevaplarin iyilestirilmesi de miimk{in
olur. Iki fakiorlii sistemlerin cevabi grafiksel olarak incelenirken kagit iizerinde ii¢
eksen bulunur: faktdrlere ait x; ve x, eksenleri ile cevaba ait y ekseni. U¢ boyutlu
olarak sunulan cevap yiizey graliklerinin yaninda iki boyutlu es yiikselti diyagramlari
de kullanilarak cevap davraniginin daha kolay anlagilmasi saglanir. Sekil 2.13te iki
faktorlii bir modele ait cevap yilizey grafigi ve es yikselti diyagrami sunulmusgtur.
Faktor sayismin ikiden fazla oldugu sistemlerde her faktor ¢ifti igin bir cevap ylizey

grafigi olusturulur.

Sekil 2.13. iki faktorlii bir modele ait cevap yiizey grafigi ve es yiikselti diyagrami
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2.2.3. Kromatografik Cevap Fonksiyonu

Kromatografik sistemlerde secilebilecek pek ¢ok cevap mevcuttur. Bu cevaplar
analizcinin ya da ¢ahsilan kurumun isteklerine gore degisebilir. HPLC ve UPLC
sistemlerinde genellikle kullanilan cevaplar sunlardir: alikonma zamani, ayiricilik, pik
simelrisi, kapasite [ak(orii, teorik tabaka sayist, kolon basimci, analiz zamani (Massart
ve ark., 2003). Arastirma amacina gore bu cevaplardan biri, birkag¢1 ya da hepsi cevap
olarak secilebilir. Cevaplardan sadece bir tanesinin secimi genellikle baska bir
cevaptan feragat cdilmesine neden olabilir. Ornegin, sadece yitksck ayimciligin
hedeflendigi bir cevap yiizey galismasinda gok biiyiik thtimallc analiz zamam ¢ok fazla
uzayacak, belki de bu yiizden pik sekilleri bozulacaktir. Ya da kisa siirede analizin
yapilmasim hedefleyen bir ¢aligmada ise ayiricilik ve segicilikten fedakarlhik etmek
gerekecektir. Bu yiizden bir kromatogralik analiz ydnleminin optimizasyonunda
birden [azla cevabin se¢imi gerekli olabilir. Boylece segilen cevaplarin hepsinin birden
olabildigince istenene yakin olmasit miimkiin olur. Bunu ger¢eklestirebilmek i¢in, bu
faktorlerin geometrik ortalamasi tek bir cevap olarak kullanilabilir (Derringer ve
Suich, 1980). Diger bir yaklagimsa, kromatografik cevap fonksiyonlar kullanmaktir.
Kromatogramin kalitesini belirleyen ayiricilik, sceicilik, pik sckli, analiz zamam gibi
kriterlerin hepsinin ctki ettigi 6lciilebilir bir sayisal degere doniistiiriilebilir, Bu sayisal
deger kromatografik cevap fonksiyonu (KCF) olarak adlandinlir (Komsta ve ark.,

2018).

Kromatogralik cevap [onksiyonlarmin ¢ogunda, analitlerin  ayrimini
degerlendiren bir terim ve analiz zamanini degerlendiren bir terim bulunur (Divjak ve
ark., 1998; Matos ve ark., 2013; Morris ve ark., 1996; Schlabach ve Excoffier, 1988).
Tabi ki gelistirilen her KCF fonksiyonunun avantajlar1 ve dezavantajlari vardir.
Orncgin Watson ve Carr’in énerdigi KCF de her pik ciftinin ayrim derceesi, cevaba
aym sckilde katkr saglar (Watson ve Carr, 1979). Bu yiizden iki pikin tamamcn
ayrilmadigr fakat {iglincii pikin alilkonma zamanimin ¢ok yiiksek oldugu sartlar da
uygun cevap olarak kabul edilebilir (Komsta ve ark., 2018). Berridge’nin énerdigi
KCF ise deneysel tasarimi olugturan tiim kromatografik sartlarda piklerin tamamen

ayrildigi tasarimlar i¢in olduk¢a uygundur. Fakat bu [onksiyonda tamamen ¢akigan bir
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pik ciftiyle, kismi olarak ko-eliie olan pik ciftinin cevaba katkist aynidir. Bu yilizden
farkli derecelerde ko-eliisyonun gozlendigi deneysel tasarimlar i¢in uygun bir cevap

degildir (Berridge, 1982; Komsta ve ark., 2018).

Bu gibi orncklerden anlasilabilecegi gibi, tiim kromatografik caligmalarda
uygulanabilecek tek bir KCF yoktur. Bu yiizden de literatiirde pek ¢ok farkli KCF
tammlanmig ve uygulanmistir (Alvarez-Segura ve ark., 2015; Jan¢ié¢-Stojanovi¢ ve
ark.,2011; Ortin ve ark., 2011, Peichang ve Hongxin, 1989). Arastirmacilar ¢alistiklar

sisteme ve hedelledikleri sonuca gore uygun bir KCF se¢melidir.

Bu tez caligmasinda, laboratuvarimizda daha dnce de basariyla kullanilmis ve
farmasotik preparatlarin  kromatografik ayrimi i¢in uygun bulunan, Raki¢ ve
arkadaglarinin gelistirdikleri, Egitlik 2.8de sunulan kromatografik ccvap fonksiyonu
tercih cdilmigtir (Biiker ve Ding, 2017; Ding ve ark., 2015; Raki¢ ve ark., 2012;
Rouhani ve ark., 2017).

SN-1 b w:1€
KCF = [a (1 = ZL_?’) + 1] l1 + (tt—f) l |1+24]  (Esitlik 2.8)

N ot N

Bu esitlikte; 6, ; iki pik arasindaki ayrim derecesini, N beklenen pik saysini, tf
son eliie olan pikin bilis zamaniny, ,,, istenen analiz zamanini, w; laban ¢izgisindeki
pik genigligini, a, b ve ¢ isc aragtirmaci tarafindan scgilceck katsayilart temsil
etmektedir. Bu esitlik, kogeli parantezler iginde verilen (¢ terimin bileskesinden
olusmaktadir. Bu terimler sirasiyla ayrim, zaman ve pik genisligi ile iligkilidirler. Yani

bu KCF sadece ayrim ve analiz zamanini degil, pik genisligini de dikkate alir.

flk terim olan ayrim teriminde bulunan O kriteri Carle’nin gelistirdigi bir

fonksiyondur ve Esitlik 2.9°da sunulmugtur (Carle, 1972).

_ Hv|tR,l_tR,s|
ltrp—trs||HI—Hs| +H |t 1—tR s

=1

(Esitlik 2.9)
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Bu esitlikte; 8 iki pik arasindaki ayrim kriterini, £g ;, piklerin birlestigi noktanin
(vadinin) zamanini, H, vadinin yiiksekligini, tz; ve tzs piklerin alikonma
zamanlarimi, H;ve Hg piklerin yiiksckliklerini temsil ctmcktedir. 8 kriterinin
alabilcccgi degerler 0 ilc 1 arasindadir. Tamamen gakigik pikler igin 8 = 0 iken,
tamamen ayrilms pikleri icin 8 = 1 olur. Bu yiizden 6 'nin kullanildigi kromatografik
cevap fonksiyonlarinda ayrimin ¢ok [azla olmast ve piklerin birbirinden ¢ok uzak
olmasi cevaba daha [azla katki saglamadifi i¢cin, optimizasyon uzun analiz siiresine

yol agmaz.

Esitlik 2.8’de sunulan kromatografik cevap fonksiyonunda yiiksek ayiricilik,
diisik taban genisligi ve kisa analiz zamant olmak lizere ii¢ farkli hedef ayni
matcmatikscl csitlikte kullanihr. Bir kromatografik yontcmin optimizasyonu sirasinda,
bagimli dcgisken olarak bu fonksiyonun kullamlmast ilc optimal olarak saptanacak

kromatografik sartlarin her ii¢ hedefe de uygun olmas: saglanmis olur.
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3. BULGULAR

Bu doktora calismasinda trimetoprim ile bir siilfonamid antibiyotiginin ikili
kombinasyonlarmi igeren iig farkl veteriner preparatin kantitatif analizi igin yeni asirs
performansht  s1ivi - kromatografisi  yontemleri  gelistirilmigtir,.  Bu  yOntemlcrin
gelistirilmesinde, kromatografik deneysel kosullarin optimizasyonu igin cevap yiizey
metodolojisine dayanan farkli deney tasarimlan ve buna bagli olarak farkh
matematiksel modeller kullanilmistir. Kromatogralik kosullarmn ¢ok degiskenli
optimizasyonunda, analit piklerinin dar bant genisligini ve yeterli ayrimini en kisa
sirede saglayan bir cevap fonksiyonu kullanilmigtir. Cevap yiizey metodolojisine
dayanarak saptanan kromatografik deneysel sartlar, analiz edilen her karisim icin
gelistirilen asirn performansh sivi kromatografisi yonteminin optimal dencyscl sartlar
olarak uygulanmigtir. Yeni gelistirilen UPLC yontemlcerinin validasyon galismalar
tamamlandiktan sonra bu yontemler iki bilesenli ticari veteriner preparatlarin

analizlerine uygulanmistir.

Bu ez ¢alismasi kapsaminda, sirasiyla stlfadiazin-trimetoprim, siilfadoksin-
trimetoprim  ve silfadimidin-trimetoprim  kombinasyonlarini iceren veleriner
formiilasyonlarindaki etken maddelerin, sabit faz olarak bir kolonun ve organik ve
inorganik coziici karigimlarindan olusan hareketli faz sistemlerinin kullanildigi
kromatografik ayrimi ve miktar tayinleri i¢in yapilan ¢alismalara ait deneysel bulgular
sunulmaktadir. Bu tez galigmasmda analiz cdilen her karigim igin izlencn yol,
yontemlerin - cevap  yiizey mcetodolojisiyle  optimizasyonlar1  ilc  y&ntemlerin
validasyonlarindan olusan yontem gelistirme basamag ve gelistirilen analitik

yontemlerin gercek numune analizine uygulanmalan seklindedir.
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3.1. SDZ ve TMP Karnisiminin Analizi

Tez calismasinda SDZ (siilfadiyazin) ve TMP (trimetoprim) etken maddelerini
igeren katr dozaj formundaki veteriner preparatin kantitatif analizinde kullamlmak
tzere bir UPLC yéntemi gelistirmek  hedeflenmigtir. Analiz yonteminin
gelistirilmesinde yeterli kromatografik ayrimi en kisa siirede saglayan kromatografik
sartlarin saptanmas1 i¢in cevap yilizey metodolojisi kullanilmistir. Cevap yiizey
metodolojisi sirasinda farkli deneysel tasarim modelleri kullanilarak, birbirinden (arkli
iki kromatogralik sart elde edilmigtir. Bu sartlar kullanilarak gelistirilen UPLC
yontemleri, analitik validasyon caligmalarindan sonra ticari preparatlarin analizine

uygulanmigtir.

3.1.1. UPLC Yonteminin Optimizasyonu

Yontem optimizasyonunda on deneyler: Analitik bir yontemin gelistirilmesinde
deneysel tasarim ve optimizasyon ¢alismalarinda cevap lzerine etki eden (akidrler
kalitatif ve kantitatif olarak iki grup icerisinde siniflandirilabilir. SDZ ve TMP
karistmina ait on deneyler kapsaminda, kalitatif ve kantitatif faktorlerin etkilerinin
incclendi@i galigmalar gergeklestirilmistir. Bu tcz ¢alismasinda yontem gelistirme
basamaginda kalitatif kromatografik sartlardan olan kolon tiirii vc harcketli faz
olusturan  bilcgenlerin - tiirlerinin - scgimi igin - ccvap  yiizey  mctodolojisi
kullamlmamigtir.  Ancak kromatografik yontemlerin gelistirilmesinde, deneysel

tasarim ve optimizasyon ¢aligmalan kantitatif faktor tizerinden gerceklestirilmistir.

SDZ-TMP kombinasyonunun analizi i¢in vyapilan 0n denemelerde,
laboratuvarda bulunan Waters Acquity marka BEH Cis (130A, 1,7 pm, 2,1 mm x 100
mm) kolon ile hareketli fazi olugturan organik ve inorganik bilesenlerin karigimlar
kullanilarak etken maddelerin piklerinin alilkonma zamanlart ve pik sekilleri
arastilmistir, i1k &nce harcketli faz sistemindc organik faz bilegsenleri olarak
asctonitril ve metanol test edilmistir. Harcketli fazda asctonitril ile bir inorganik ¢ézcelti

kullamldiginda SDZ ve TMP piklerinin ayrim1 diisitk oldugu ig¢in organik bilesen
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olarak metanol kullanilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir. Inorganik bilesen
olarak formik asit ve sodyum format (HCOOH+HCOONa) karistmindan olusan
tampon sisteminin kullanilmas: uygun bulunmustur. Ayrica tampon derigiminin ayrim
tizerine ctkisi incclenmistir. Tampon sisteminin derigiminin analitlerin ayrimt {izerine
belirgin bir etkisi olmadigr gézlenmistir. Bu yiizden analiz islemlerinde analitik kolon
ve kromatografik cihazmn daha uzun émiirlii kullanilabilmesi amaciyla hareketli fazda
HCOOH+HCOONa tampon sisteminin derigiminin 20 mM olmast uygun
bulunmustur. Ayrica ¢alismanin 6n deneylerinde numune ¢oziiciisii, enjeksiyon hacmi,
numune odasi sicaklig1 ve bilesiklerin dedeksiyonu i¢in dalga boyu se¢cimi ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu caligmalar sonucunda belirlenen parametreler Cizelge 3.1°de

verilmistir,

Cizelge 3.1. SDZ ve TMP kartgiminin kromatografik analizleri i¢in belirlenen parametreler

Analitik kolon : Cig 100 mm (130A, 1,7 pm, 2,1 mm)

Hareketli faz : Metanol ve 20 mM HCOOH+HCOONa tamponu
Numune ¢oziictisii : Metanol: su (50:50, h/h)

Enjeksiyon hacmi : 1uL

Numune odasi sicaklign @ 15°C

Dedeksiyon dalga boyu : 245 nm

Faktirlerin segimi ve seviyelerinin belirlenmesi: Daha sonraki dencyscl
caligmalarda, hareketli fazdaki tampon orani, kolon sicakhigr ve akis hizinin sabit
tutuldugu kromatografik sartlarda, kullanilan HCOOH+HCOONa tamponunun pH
degerinin SDZ ve TMP bilesiklerinin piklerinin ayrimi {izerine etkisi test edilmistir.
Bu test isleminde ii¢ farkli pH (3,0, 3,7 ve 4,4) degerinde elde edilen kromatogramlar
Sekil 3.1°de sunulmaktadir. Bu sekilden goriildiigi gibi tamponun pH degerinin etken
madde piklerinin alikonma siresi Gzerine anlamlt bir etkisinin olmadig1 sonucuna
varilmistir. Ancak harcketli fazda pH 4.4’tcki sodyum format tampon sistcmi
kullamldiginda daha diisiik siddethi ¢oziicti piki goézlenmistir (Sckil 3.1). Bu nedenle
hareketli faz sisteminde kullanilacak HCOOH-+HCOONa tamponu i¢in uygun deger
pH 4,4 olarak secilmistir.
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Hareketli fazdaki tampon yiizdesinin SDZ ve TMP bilesiklerinin alikonma
sureleri Gizerine etkisini gézlemlemek ve deney tasarimindaki seviyelerini belirlemek
i¢in %55 ve %80 tampon igeren harcketli fazlar kullamlarak iki enjcksiyon yapilmistir.
20 mM sodyum format tamponunun (pH 4.4) harckctli fazdaki yiizdesi disinda kalan
diger kromatografik sartlarn sabit tutuldugu (akis hizt 0,15 mL/dk; kolon sicakligr:
25°C) sartlarda 245 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil 3.2’de sunulmustur. Bu
kromatogramlardan, (ampon oram1 %55 iken SDZ ve TMP bilesiklerinin
kromatografik ayrmminin (am olarak gerceklesmedigi ve alitkonma zamanlarinm
sirastyla 1,84 dk ile 2,00 dk oldugu goriilmektedir. Tampon orant %80 oldugunda ise
SDZ’nin alikonma zamani 3,29 dk ve TMP’nin alikonma zamaninin 8,49 dk oldugu
gozlenmcktedir. Harcketli fazdaki tampon yilizdesinin SDZ ve TMP’nin ayrim
tizerinde oldukea ctkili olmasi nedeniyle cevap ylizey metodolojisindcki faktrlerden

biri olmasma karar verilmistir.

Kolon sicakhgimin aktif bilesiklerin (SDZ ve TMP) kromatografik ayrim
tizerine etkisini gormek icin, diger kromatogralik laktorlerin sabit tutuldugu (%80 pH
4,4 sodyum format tamponu (20 mM) ve %20 metanol; akis hizt 0,15 mL/dk) 6n
calismalar yapilmistir. Bu amagla, kolon sicakligr 25 °C ve 45 °C olan kosullarda
gerceklestirilen iki farkli enjeksiyon ile Sekil 3.3’te sunulan kromatogramlar elde
edilmistir. 1ki farkli sicaklikta elde edilen kromatogramlardan da gériildiigii gibi,
analiz cdilen bilesiklerin kromatografik ayrimi, kolon sicakligina gore degismektedir.
25 °C kolon sicakligmda alikonma zamanlar1 SDZ igin 3,28 dk ve TMP igin 8,50 dk
olarak belirlenmistir. Oysa ve 45 °C’deki kolon sicakliginda SDZ i¢in 2,92 dk ve TMP
igin 6,38 dk alikonma zamanlar ile bilesenlerin kromatografik ayrimimin gergeklestigi
gozlenmistir. Dolayisiyla, kolon sicakliginin bilegenlerin kolondaki alikonmalari ve
ayrumlart  Gzerinde etkili olmasi nedeniyle, cevap yiizey metodolojisindeki

faktorlerden biri olmasi uygun bulunmustur.

Akis hizinin SDZ ve TMP bilesiklerinin kromatografik davranislar iizerine
ctkisini test ctmck ve dency tasarimindaki scviyclerini belirlemek igin, diger
kromatografik sartlarin sabit tutuldugu (%80 20 mM sodyum format tamponu (pH 4.,4)
ve %20 metanol; kolon sicakligr: 25°C) fakat hareketli faz akis hizinin 0,15 mL/dk ve
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0,30 mL/dk olarak ayarlandig: iki farkli enjeksiyon yapilmistir. Bu enjeksiyonlarin
245 nm’de kaydedilen kromatogramlart Sekil 3.4’te sunulmaktadir. Bu sekilden
gortildiigii tizere, harcketli fazin akig hizi SDZ ve TMP’nin alikonma zamanlarina ve
ayrim derceclerine  ctki  ctmcktedir. 0,15 mL/dk akis hiziyla clde cdilen
kromatogramda SDZ ve TMP i¢in alikonma zamanlan sirasiyla 3,29 dk ve 8,50 dk
olarak; 0,30 mL/dk akis hmziyla ise 1,67 dk ve 8,50 dk olarak belirlenmistir. Akis
hizinin kromatogralik ayrim lizerine etki ettigi goriildigii icin bu parametrenin cevap

ylizey metodolojisindeki [akidrlerden biri olmasina karar verilmistir.

t,=147 PH 3,0
| pH 3,7
0.06 =147 || pH 4.4
tR=1,45 I|
' t,=3,23
SDZ R
0.04 — [ t,=3,12
o A
= .
0.02 '
— f\/ ._.._T .
0 B P — —— S—
0 1 2 3 4
Zaman (dk)

Sckil 3.1. Hareketli faz sistemindeki tamponun pH degerinin SDZ ve TMP ayrimina etkisini
gosteren kromatogramlar
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Sekil 3.2. Hareketli faz sistemindeki tampon yiizdesinin SDZ ve TMP ayrimina etkisini
gosteren kromatogramlar
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SDhz
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Sekil 3.3. Kolon sicakliginin SDZ ve TMP ayrimina etkisini gosteren kromatogramlar
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Sekil 3.4. Akis hizinin SDZ ve TMP ayrimina ctkisini gésteren kromatogramlar

Yukarida bahsedilen 6n deneme ¢alismalaniyla tespit edilen ve SDZ-TMP
kombinasyonunun analizinde bilesenlerin kromatografik ayrnmi {izerine etki eden
(aktorlerin listesi asagida sunulmustur:

1) Kolon sicakligi (°C)
2) Hareketli fazdaki tampon yiizdesi (%)
3) Hareketli fazin akis hiz1 (mL/dk)

Sceilen faktdrler Gizerine yapilan 6n denemelerde, harcketli fazdaki 20 mM
format tamponu i¢in %55-80 aralhigi, kolon sicakligi i¢in 25-45 °C araligt ve akis hizi
igin 0,10-0,30 mL/dk aralig: test edilmistir. Faktorlerin 6n denemelerdeki ¢alisma
araliklar ve faktor etkilesimlerinin kromatografik ayrm ve analiz zamani {izerine
etkileri de dikkate alinarak, [akor seviyeleri olarak kolon sicakligi i¢in 30-50 °C, 20
mM format (amponunun hareketli fazdaki orant i¢in %52-78 ve hareketli [azmn akisg
hiz1 i¢in 0,16-0,28 mL/dk araliklarinin uygun olacagi tayin edilmistir. Saptanan bu
araliklar -1, 0, ve +1 olmak iizere ii¢ seviye icin diizenlenmistir. SDZ-TMP karisiminin
analizi igin tam faktériycl ve Box-Behnken tasarmlarinin kullamldigr cevap yiizey
mctodolojisindcki faktorler ve bu faktdrlerin seviyeleri (-1, 0, +1) Cizelge 3.2°de

sunulmustur,
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Cizelge 3.2. SDZ ve TMP i¢in uygulanan FFD ve BBD i{asarimlarinda kullanilan
faktorler ve bu faktorlerin seviyeleri

X1 X2 X3
Seviye Kolon sicaklig (°C) Tampon (%) Akig hiz1 (mL/dk)
-1 30,0 52,0 0,16
0 40,0 65,0 0,22
+1 50,0 78,0 0,28

Cizelge 3.2°de sunulan faktor seviyeleri aym zamanda merkezi bilegenli
tasarimdaki -1, 0 ve +1 seviyeleri olarak da kullanmilmigtir. Merkezi bilegenli tasarimin
dogas1 geregi, her [akior i¢in -1, 0 ve +1 seviyelerinin disinda —o ve + o seviyelerinin
de belirlenmesi gerekir. SDZ ve TMP bilesikleri ile yapilan bu calismada,
kromatografik sistemi zorlayici gsartlar olusmadan deney uzayini genisletmek miimkiin
oldugu icin « ve +a seviyeleri 1’den biiyiik ve koordinat merkezinden uzak olacak
bigimdc belirlenistir. a degeri tasarrmin doncbilir 6zcllikte olmast igin o = 28+ =234
= 1,682 [ormiilii ile hesaplanmustir. Bu formiile ve her bir (aktor i¢in -1 ile +1 araligina
karsilik gelen dencyscel simirlara gore hesaplanmig olan merkcezi bilesenli tasarima ait

faktor scviycleri Cizelge 3.3 tc sunulmustur.

Cizelge 3.3. SD7 ve TMP i¢in uygulanan CCD tasariminda kullanilan faktorler ve bu
faktorlerin seviycleri

X1 X2 X3
Seviyc Kolon sicaklig (°C) Tampon (%) Akis mzi (mL/dk)
-a 232 43,1 0,12
-1 30,0 52,0 0,16
0 40,0 65,0 0,22
+1 50,0 78,0 0,28
+ 0 56,8 86,9 0,32

SDZ ve TMP kangimmin analizinc yonclik UPLC  ydntemlerinin
gelistirilmesinde, optimal kromatografik sartlarin belirlenmesi i¢in Cizelge 3.2°de
sunulan faktdr seviyelerine gore olusturulan tam faktoriyel ve Box-Behnken

tasarimlar; Cizelge 3.3’te sunulan [akior seviyelerine gore olusturulan merkezi
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bilesenli tasarim kullanilarak cevap yiizey metodolojisi uygulanmis ve optimizasyon

calismalart gerceklestirilmistir.

3.1.1.1. Tam Faktoriyel Tasarim ve Yontem Optimizasyonu

SDZ-TMP karigmminm analizi igin UPLC ydntemi gelistirilmesinde, yontemin
faktoriyel tasarim ile optimizasyonu igin, Cizelge 3.2’de sunulan faktor seviyeleri
kullanmlmigtir. Tam faktoriyel tasanma gore ii¢ faktor ve ii¢ seviye kullamldiginda
deney sayist 3* = 27 oldugu icin deneysel tasarim buna gore diizenlenmistir. Tam
[aktoriyel deneysel tasarima goOre planlanan t(asarim matrisi Cizelge 3.4°te
sunulmustur. 20 ng/mL SDZ ve 20 pg/mL TMP iceren numune, Cizelge 3.4’te verilen
27 farkli kromatografik kosul kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilmistir. Bu
cnjcksiyonlara ait 245 nm’dc kaydedilen kromatogramlar Sckil 3.5°tc verilmistir. Elde
cdilen kromatogramlarm her biri i¢in zaman ckscnindcki pik baslangic ve pik bitig
noktalan, alikonma zamanlar, varsa vadi noktalann kaydedilmistir. Piklerin zirve
noktalarmin ve varsa vadi noktasmin y eksenindeki kargihiklar1 da kaydedildikten
sonra her bir kromatograma ail kromatografik cevap fonksiyonu (KCF) degerleri
hesaplanmustir. Her bir kromatogralik gart i¢in hesaplanan KCF degerleri, Cizelge
3.4°te “Olgiilen” siitununda listelenmistir. Modelleme sonrasinda her deney icin
ampirik modelle hesaplanan KCF degerleri, ayni cizelgede “Tahmin edilen”
sutununda, ol¢iilen ve tahmin edilen degerler arasindaki fark ise “Artik” stitununda

verilmistir,
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Cizelge 3.4. Tam faktoriyel tasarim matrisi ile 6lgiilen, tahmin edilen ve artik KCF degerleri

X1 X2 X3 KCF
Kolon .

81 c( ilél )I g1 Ta(li;gon ?nlilﬁ /2]15)1 Olgiilen Téaj]illlelrl]n Artik
FFD1 -1 -1 -1 4,3975 4,4033 -0,0058
FFD2 -1 -1 0 3,9271 3,9265 0,0006
FFD3 -1 -1 +1 3,7707 3,7713 -0,0006
FFD4 -1 0 -1 2,7492 2,7508 -0,0016
FFDS5 -1 0 0 2,3605 2,3536 0,0069
FFD6 -1 0 +1 2,2813 2,2780 0,0033
FFD7 -1 +1 -1 2,9273 2,9271 0,0002
FFDS -1 +1 0 2,6088 2,6093 -0,0005
FFD9 -1 +1 +1 2,6108 2,6133 -0,0025
FFD10 0 -1 -1 4,5365 4,5318 0,0047
FFDI1 0 -1 0 4,0713 4,0612 0,0101
FFDI12 0 -1 +1 3,9014 3,9124 -0,0110
FFDI13 0 0 -1 2,7806 2,7852 -0,0046
FFD14 0 0 0 2,3978 2,3942 0,0036
FFDI15 0 0 +1 2,3241 2,3249 -0,0008
FFDI16 0 +1 -1 2,8681 2,8673 0,0008
FFD17 0 +1 0 2,5549 2,5558 -0,0009
FFDI18§ 0 +1 +1 2,5640 2,5660 -0,0020
FFDI19 +1 -1 -1 4,6438 4,6348 0,0090
FFD20 +1 -1 0 4,1523 4,1705 -0,0182
FFD21 +1 -1 +1 4,0390 4,0279 0,0111
FFD22 +1 0 -1 2,7881 2,7941 -0,0060
FFD23 +1 0 0 2,4064 2,4093 -0,0029
FFD24 +1 0 +1 2,3484 2,3462 0,0022
FFD25 +1 +1 -1 2,7852 2,7820 0,0032
FFD26 +1 +1 0 2,4782 2,4768 0,0014
FFD27 +1 +1 +1 2,4935 2,4932 0,0003

102



~
a
o &
[ = R
Lo
Lo -
Lo
w A
[T
w

©
<
o

2 0.
. 0.04

0.02

FFD1

Zaman (dk) 4

Sekil 3.5, SDZ ve TMP igin tam faktdriyel tasarima gore elde edilen kromatogramlar

103



Cizelge 3.4’te sunulan oOlciilen KCF degerleri ile bagimsiz degiskenler
arasindaki iliskiyi modellemek i¢in, en kii¢tk kareler tekniginden yararlantlarak ikinci
dercceden polinomiyal bir fonksiyon olusturulmustur. Bu modcldeki terimlerin

katsayilar ilc katsayilara ait t-test ve p-degerleri Cizelge 3.5’te verilmigtir.

Cizelge 3.5. SDZ-TMP igin FFD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve istatistiksel

sonuclan
Katsay1 t-test p-degeri

Kesim degeri 2,394 618,23 1,94 x10-38
Xy 0,028 15,55 1,74 x10-11
X, -0,753 -419,87 1,39 x10-35
X3 -0,230 -128,39 7,73 x10-27
x? -0,013 -4,10 7,44 x10-4
x2 0,914 294,46 5,8 x10-33
xZ 0,161 51,80 3,73 x10-20
X1Xy -0,094 -42.88 9,05 x10-19
X1X3 0,006 2,85 1,12 x10-2
Xy X3 0,080 36,22 1,55 x10-17

Cizelge 3.5’te goriildiigi iizere, modeldeki her terimin p-degeri, bu ¢aligmada
secilen anlamlilik seviyesi olan a = 0,05’ten kii¢iiktiir ve t-test degerleri 2,11 olan t-
tablo degerinden biiyiiktiir. Yani 0,05 anlamlilik diizeyinde tiim terimler anlaml
derccede cevap iizerine ctki ctmcktedir. Bu  yiizden kromatografik ccvabin
modcllcnmesinde, tim terimlerin kullanildigt bir modcl gereklidir. Bu terimler

kullanilarak olusturulan matematiksel model Esitlik 3.1°de verilmistir.

y = 2,394 + 0,028x; — 0,753x, — 0,230x3 — 0,013x2 + 0,914xZ + 0,161x2 —
0,094x,x, + 0,006x; x5 + 0,080x,x4
(Esitlik 3.1)
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Bu modelde v kromatografik cevap faktoriind, x;, x> ve x; sirastyla kolon
sicakligi, tampon yiizdesi ve akis hizt degiskenlerinin dogrusal terimlerini, x2, x3 ve
x2 bu degiskenlerin karesel terimlerini, x;x,, X;X3 Ve X,X3 ise bu degiskenlerin

etkilesim terimlerini temsil etmektedir.

Tam (akioriyel tasarim kullanilarak elde edilen ve (akidrlerin KCF iizerine olan ikili
etkilerini gosteren cevap yiizey grafikleri ve es yikselti diyagramlar1 Sekil 3.6°da
sunulmustur. Bu sckil incelendiginde, secilen faktorlerin ve faktor etkilesimlerinin
KCF iizerine genel olarak farkli oranlarda etki ettigi goriilmektedir. Sekil 3.6.a’dan
tampon yiizdesinin disiik seviyelerinde yiiksek KCF degerlerine ulasildigi, %70
tampon scviycsinde diigiik KCF degerleri clde cdildigi gézlenmektedir. Ayni sckil
incclendiginde tampon yiizdesinin ccvap iizerine ctkisinin kolon sicakhigmin ctkisine
gore ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir. Grafikteki i¢ biikeylik tampon yiizdesi
ekseninde olduguna gore, bu faktoriin karesel etkisi de cevap iizerinde oldukga
etkilidir. Es yiikselli diyagraminda goriilen kolon sicakligi eksenine hemen hemen
paralel olan cizgiler, bu fakidrin cevaba etkisinin daha az oldugunu gostermektedir.
Sekil 3.6.b’de akis hizinin arttikca KCF degerinin azaldig goriilmektedir. Ayni
sekilden kolon sicakligi artisinin KCF degerini az da olsa arttirdigr goriilmektedir.
Akig iz cksenindcki i¢ biikeylik, akis hizimn cevap iizerindc karcscl bir ctkisi oldugu
anlamina gelir. Es yiiksclti diyagraminda hemen hemen birbirine paralcel olan gizgiler,
bu iki parametreden cevap tizerinde daha etkili olanmn akis hizt oldugunu
gostermektedir. Bu c¢izgilerin paralellikten uzaklastigt bolge olan yiiksek akis hiz
degerlerinde, kolon sicakligimin degisimiyle cevaptaki degisimin de arttigi
gozlenmekiedir. Bu durum dasiik sicaklik ve yiiksek akig bolgesinde iki [akiOriin
arasindaki etkilesimin de cevab1 daha ¢ok etkiledigi anlamina gelir. Sekil 3.6.c’de akis
hizinin yilkksek ve tampon yiizdesinin orta-yiiksek oldugu bdlgelerde KCF degerinin
diisiik degerler aldigr goriilmektedir. Es yiiksclti diyagramindaki yuvarlaga yakin
cgriler, her iki faktoriin de cevap lizerinde karescl ctkisi oldugunu ve bu ctkileri temsil
eden terimlerin modelde ayni isarete sahip oldugunu gostermektedir. Bu yuvarlak
¢izgilerin elipse benziyor olusu, akis h1z1 ve tampon yiizdesi faktdrlerinin etkilesiminin

de cevap lzerinde etkili oldugu anlamina gelmektedir.
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Esitlik 3.1°de verilen model kullanilarak saptanan bagimsiz degiskenlerin
optimal degerleri Cizelge 3.6’da sunuldugu gibi hesaplanmigtir. Optimal olarak
saptanan bu faktér dcgcrlerinin cevap ylizey grafikleriyle de uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 3.6. SDZ-TMP karisimi igin FFD tasarimla elde edilen optimal kromatogratik sartlar

Fakior ad Optimal deger
X1 Kolon sicakligi (°C) 38,5
X2 Tampon yiizdesi (%) 69,9
X3 Akis mzi (mL/dk) 0,26

3.1.1.2. Box-Bchnken Tasarim ve Yontem Optimizasyonu

SDZ-TMP karigmminm analizi igin UPLC ydntemi gelistirilmesinde, yontemin
Box-Bchnken tasarim ile optimizasyonu igin, Cizelge 3.2°de sunulan faktdr scviycleri
kullanilmustir. Ug faktorlii Box-Behnken tasarima gore, merkez noktadaki tckrar
sayismin li¢ oldugu bir tasarim matrisi olusturularak Cizelge 3.7°de sunulmustur. Box-
Behnken tasarimda deney say1st N = 2k X (k — 1) + 1 + ny formiilii ile hesaplandig:
igin bu ¢izelgedeki deney sayis1 15°tir. 20 pg/mL SDZ ve 20 pg/mL TMP igeren
numune, Cizelge 3.7°de verilen 15 kromatogralik kosul kullanilarak UPLC sistemine
enjekte edilmigtir. Bu enjeksiyonlara ait 245 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil
3.7°de verilmistir. Elde edilen kromatogramlarin her biri icin zaman eksenindeki pik
baglangic ve pik bitis noktalari, alikonma zamanlari, varsa vadi noktalari
kaydcdilmigtir. Piklerin zirve noktalarinin ve vadi noktasmin y cksenindeki kargiliklars
da kaydcdildikten sonra her bir kromatograma ait kromatografik ccvap fonksiyonu
(KCF) degerleri hesaplanmistir. Her bir kromatografik sart i¢in hesaplanan KCF
degerleri, Cizelge 3.7°de “Olgiilen” siitununda listelenmistir. Modelleme sonrasmda
her deney i¢in ampirik modelle hesaplanan KCF degerleri, ayni gizelgede “Tahmin
edilen” stutununda, Ol¢iilen ve tahmin edilen degerler arasindaki (ark ise “Artik”

sutununda verilmistir.
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Cizelge 3.7. Box-Behnken tasarim matrisi ile dlgiilen, tahmin edilen ve artik KCF

degerleri
X1 X2 X3 KCF
Kolon L.
s1 C(iﬂg )1 g1 Ta‘(r;)p)on I(AHITE /2 LZ)] Olgiilen Fl;:g;]l:;n Artik
BBDI 0 -1 -1 4,5210 4,5143 0,0067
BBD2 0 -1 +1 3,7360 3,7388  -0,0028
BBD3 0 +1 -1 2,8410 2,8383 0,0028
BBD4 0 +1 +1 2,6320 2,6388  -0,0067
BBDS -1 0 -1 2,8190 2,8253 -0,0063
BBD6 -1 0 +1 2,2970 2,2938 0,0033
BBD7 +1 0 -1 2,7220 2,7253 -0,0032
BBDS8 +1 0 +1 2,2880 2,2818 0,0062
BBD9 -1 -1 0 3,9440 3,9445  -0,0005
BBDI10 -1 +1 0 2,5400 2,5365 0,0035
BBDI1 +1 -1 0 3,8650 3,8685  -0,0035
BBDI12 +1 +1 0 2,5010 2,5005 0,0005
BBDI13 0 0 2,4570 2,4563 0,0007
BBD14 0 0 0 2,4560 2,4563 -0,0003
BBDI15 0 0 0 2,4560 2,4563 -0,0003
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Cizelge 3.7°de sunulan olgiillen KCF degerleri ile bagimsiz degiskenler
arasindaki iliskiyi modellemek i¢in, en kii¢tk kareler tekniginden yararlantlarak ikinci
dercceden polinomiyal bir fonksiyon olusturulmustur. Bu modcldeki terimlerin

katsayilar ilc katsayilara ait t-test ve p-degerleri Cizelge 3.8’de verilmigtir.

Cizelge 3.8. SDZ-TMP i¢in BBD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve
istatistikscl sonuclan

Katsayi t-test p-degeri

Kesim degeri 2,457 625,71 2,10 x10°13
Xq 0,028 -11,65 8,83 x107
%z -0,694 -288,69 1,01 x10™"!
X3 -0,244 -101,39 1,88 x10
x? -0,073 -20,46 5,46 x107°
x2 0,829 234,16 2,87 x107"
x2 0,148 41,71 1,59 x10°7
X1%X5 0,010 2,94 3,78 x107%2
X123 0,022 6,47 1,35 x10°%
Xy X3 0,144 42,36 1,47 x10°%7

Cizelge 3.8’de goriildiigii iizere, modeldeki terimlerin p-degerleri, bu ¢alismada
secilen anlamlilik seviyesi olan a = 0,05’ten kii¢iktiir ve t-test degerleri 2,57 olan t-
tablo dcgcrinden biiyiiktiir. Yani 0,05 anlamlilik diizeyinde tiim terimler anlamh
derccede cevap iizerine ctki ctmcktedir. Bu  yiizden kromatografik ccvabin
modellenmesinde, tiim terimlerin kullamldig1 bir fonksiyon gereklidir. Kromatografik
cevap fonksiyonunu anlamli olarak etkileyen terimler kullanilarak olusturulan

matematiksel model Esitlik 3.2"de verilmistir.

y = 2,457 + 0,028x; — 0,694x, — 0,244x; — 0,073x? + 0,829x% + 0,148x% +
0,010x;,x, + 0,022x; x5 + 0,144x, x4 (Esitlik 3.2)

Bu modclde v kromatografik ccvap faktoriinii, x;, x> ve x3 sirastyla kolon

sicaklig1, tampon yiizdesi ve akis hizi degiskenlerinin dogrusal terimlerini, x7, xZ ve
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x3 bu degiskenlerin karesel terimlerini, x,x,, X;X3 ve Xx,x5 ise bu degiskenlerin

etkilesim terimlerini temsil etmektedir.

Box-Behnken tasarim kullanilarak elde edilen ve faktdrlerin KCF {izerine olan
ikili etkilerini gdsteren cevap ylizey grafikleri ve eg yiikselti diyagramlart Sekil 3.8’de
sunulmustur. Bu sekil incelendiginde, secilen [akidrlerin ve [akior etkilesimlerinin
KCF iizerine genel olarak farkli oranlarda etki ettigi goriilmektedir. Sekil 3.8.a’da
verilen cevap yiizey grafigi ve es yikselti diyagrami, tampon yiizdesinin digik
scviyclerinde yiltksck KCF degerleri clde cdildigini ve en diisiik KCF degerlerine
yaklasik %70 tampon scviyesinde ulagildigmi gostermcktedir. Ayni sckilden kolon
sicaklhiginin cevap iizerine etkisinin tampon yiizdesinin etkisine gore daha az oldugu
goriilmektedir. Tampon yiizdesi eksenindeki i¢ biikey kivrim, bu faktoriin cevap
tizerindeki karesel etkisinin yiiksek oldugu anlamina gelir. Sekil 3.8.b’de akig hizinin
artikca KCF degerinin azaldigi; kolon sicakliginin orta seviyelerinde KCF degerinin
genel olarak daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sekilde akis hizinin kivrimi i¢
biikey, kolon sicakliginin kivrinu ise dis bukeydir. Bu nedenle olusan “eyer sekli” bu
iki faktorlin karcscl ctkilerini temsil cden terimlerin farkl igarctlere sahip oldugu
anlamma gclmcktedir. Nitckim bu sonug Esitlik 3.2°de verilen ampirik modcl
incelendiginde de anlagilmaktadir. Sekil 3.8.c’de akis hizimin yiiksek ve tampon
yiizdesinin orta-yiiksek oldugu bolgelerde KCF degerinin diisiik degerler aldig
gorilmekiedir. Dasiik tampon ve disik akis hizi degerlerinde ise ylksek KCF
degerleri gbzlenmekiedir. Es ylkselti diyagramindaki yuvarlaga yakin egriler, her iki
faktoriin de cevap lizerinde karesel etkisi oldugunu, cevap yiizey grafigindeki ic

biikeylik ise bu etkilerin ikisinin de pozitif yonde oldugunu gostermektedir.
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Esitlik 3.2°de verilen model kullanilarak bagimsiz degiskenlerin optimal
degerleri Cizelge 3.9’da sunuldugu gibi hesaplanmuistir. Optimal olarak saptanan bu
degerlerin cevap yilizey grafikleriyle yapilan yorumlama ilc dc uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 3.9. SDZ-TMP karisimi igin Box-Behnken tasarimla elde edilen optimal
kromatografik sartlar

Faktor adi Optimal degcer
X1 Kolon sicakligt (°C) 39.3
X2 Tampon yiizdesi (%) 69,7
X3 Akis hizi (mL/dk) 0,26

3.1.1.3. Merkezi Bilesenli Tasarim ve Yontem Optimizasyonu

SDZ-TMP karigmminm analizi i¢in UPLC yontemi gelistirilmesinde, yontemin
merkezi bilesenli tasanim ile optimizasyonu ig¢in, Cizelge 3.3’te sunulan faktor
seviyeleri kullamilmistr. Uc [akiorlii merkezi bilesenli tasaruma gore, merkez
nokiadaki tekrar sayismin bes oldugu tasarim matrisi Cizelge 3.10’da sunulmugtur.
Mecrkezi bilesenli tasarimda dency sayist N = 2% + (2k + 1) + ng formiili ile
hesaplandig1 i¢in bu tasarim maltrisindeki deney sayis1 20°dir. 20 pg/mL SDZ ve 20
ug/mL TMP iceren numune, Cizelge 3.10°da verilen 20 kromatografik kosul
kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilmigtir. Bu enjeksiyonlara ait 245 nm’de
kaydcdilen kromatogramlar Sckil 3.9°da verilmistir. Elde cdilen kromatogramlarin her
biri igin zaman cksenindcki pik baglangig ve pik bitig noktalari, ahkonma zamanlari,
varsa vadi noktalar kaydedilmistir. Piklerin zirve noktalarinmn ve vadi noktasmin y
eksenindeki kargiliklarn da kaydedildikten sonra her bir kromatograma ait
kromatografik cevap fonksiyonu (KCF) degerleri hesaplanmistir. Her bir
kromatografik sart icin hesaplanan KCF deperleri, Cizelge 3.10’da  “Olciilen”
sutununda listelenmigstir. Modelleme sonrasinda her deney i¢in ampirik modelle
hesaplanan KCF degerleri, ayn1 cizelgede “Tahmin edilen™ siitununda, dlgiilen ve

tahmin cdilen dcgerler arasindaki fark isc “Artik” siitununda verilmistir,
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Cizelge 3.10. Merkezi bilesenli lasarim malrisi ile Ol¢iilen, tahmin edilen ve aruk KCF

degerleri
X1 X2 X3 KCF
Kolon .
81 c( ilél )I g1 Ta(ll.zgon l?nlili /15:31 Olgiilen zaj]illlelrlln Artik
CCDl1 -1 -1 -1 6,2223 6,2221 0,0002
CCD2 -1 -1 +1 5,2738 5,2741 -0,0003
CCD3 -1 +1 -1 3,4255 3,4233 0,0022
CCD4 -1 +1 +1 2,7486 2,7502 -0,0016
CCDs +1 -1 -1 7,1624 7,1586 0,0038
CCD6 +1 -1 +1 06,2235 60,2235 0,0000
CcCD7 +1 +1 -1 2,8669 2,8644 0,0025
CCDS8 +1 +1 +1 2,2061 2,2041 0,0020
CCD9 —0 0 0 2,1844 2,1837 0,0007
CCD10 +o 0 0 2,5082 2,5120 -0,0038
CCD11 0 o 0 11,0620 11,0631  -0,0011
CCDI12 0 +a 0 5,3269 5,3289 -0,0020
CCD13 0 0 —a 3,2749 3,2790 -0,0041
CCD14 0 0 +o. 1,9275 1,9265 0,0010
CCDI5 0 0 0 2,1828 2,1828 0,0000
CCDI16 0 0 0 2,1828 2,1828 0,0000
CCD17 0 0 0 2,1828 2,1828 0,0000
CCD18 0 0 0 2,1831 2,1828 0,0003
CCDI19 0 0 0 2,1831 2,1828 0,0003
CCD20 0 0 0 2,1828 2,1828 0,0000
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Cizelge 3.10°da sunulmus olan dl¢iilen KCF degerleri ile bagimsiz degigkenler
arasindaki iliskiyi modellemek i¢in, en kii¢tk kareler tekniginden yararlantlarak ikinci
dercceden polinomiyal bir fonksiyon olusturulmustur. Bu modcldeki terimlerin

katsayilar ilc katsayilara ait t-test ve p-degerleri Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11. SDZ-TMP i¢in CCD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve
istatistiksecl sonuclari

Katsay t-test p-degeri

Kesim degeri 2,183 2012,17 2,29 x10°%
X, 0,098 135,64 1,18 x10
X, -1,705 -2368.43 4,48 x107°
Xy -0,402 -558,65 8,41 x10°#
b 0,058 83,28 1,54 x10°7%
x3 2,125 3034,13 3,77 x10°!
x2 0,148 211,89 1,36 x107"°
X1X, 0,374 -397,56 2,52 x10%
XX 0,003 3,42 6,55 x10°
XpXs 0,069 73,07 5,69 x10°'*

Cizelge 3.11°de goriildiigii tizere, modeldeki terimlerin p-degeri, bu ¢alismada
secilen anlamlilik seviyesi olan o = 0,05°ten kiictiktir ve 1-test degerleri, 2,23 olan t-
tablo degerinden bayiktir. Yani 0,05 anlamlilik diizeyinde tiim terimler, cevap
tzerine anlamli derecede etkilidir. Bu ylizden cevabin modellenmesinde, tim
terimlerin kullanildig1 bir fonksiyon gereklidir. Cevabi anlamli olarak etkileyen

terimler kullanilarak olusturulan matematikscl modcl, Esitlik 3.3tc verilmigtir,

y = 2,183 + 0,098x, — 1,705x, — 0,402x; + 0,058x% + 2,125x% + 0,148x% —
0,374x,x5 + 0,003x, x5 + 0,069x, x5 (Esitlik 3.3)

Bu modelde y kromatogralik cevap [akioriind, x;, x» ve x3 sirasiyla kolon

sicakligi, tampon yiizdesi ve akis hizt degiskenlerinin dogrusal terimlerini, x2, x3 ve
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x3 bu degiskenlerin karesel terimlerini, x,x,, X;X3 ve Xx,x5 ise bu degiskenlerin

etkilesim terimlerini temsil etmektedir.

Merkez bilesenli tasanim kullanilarak elde edilen ve faktorlerin KCF {izerine
olan ikili etkilerini gosteren cevap ylzey gralikleri ve es yiikselti diyagramlar1 Sekil
3.10’da sunulmustur. Bu sekil incelendiginde, secilen [akiorlerin ve [akior
etkilesimlerinin KCF iizerine genel olarak farkli oranlarda etki ettigi goriilmektedir.
Sekil 3.10.a’da verilen cevap yilizey grafigi ve es yiikselti diyagrami, tampon
yiizdesinin cevap tizerinde karcesel bir ctkisi oldugunu, diisiik ve yiiksck scviyclerinde
KCF dcgerinin arttigini, en diisiik KCF dcgerinin %70 civarinda cldc cdildigini
gostermektedir. Aymi sekilde kolon sicakhigimin artisiyla KCF degerinin de arttidy,
fakat bu faktorilin etkisinin daha az oldugu gézlenmektedir. Sekil 3.10.b’de akis hizinmn
arlikca cevabin azaldigi;  kolon sicakliginin arttikca KCF degerinin  arttigi
gorilmekiedir. Akis hizi ve kolon sicakligi etkisinin karesel etkileri sonucu i¢ biikey
bir yiizey grafigi elde edilmistir. Bu i¢biikey kivrimin merkezi olan yiiksek akig hizi
ve diisiik kolon sicakligi seviyelerinde diigiik KCF degerleri elde edilmektedir. Sekil
3.10.c’dc akig hizinm yiiksck vc tampon yiizdesinin orta-yiiksck oldugu bolgcelerde
KCF dcgerinin diisiik degerler aldig gériilmektedir. Tampon yiizdesi cksinindcki her
kiiglik degisiklik, cevap iizerinde yiiksek bir degisime sebep olduguna gore, tampon

yiizdesinin cevap iizerindeki etkisi olduk¢a baskindir.
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Sekil 3.10. SDZ-TMP i¢in CCD ile elde edilen a) Kolon sicaklhigi-tampon yiizdesi ile KCF,
b) akis hizi-kolon sicaklig ile KCF, ¢) tampon yiizdesi-akis hizi ile KCF arasindaki iligkiyi
gdsleren yiizey grafikleri ve es yikselli diyagramlari
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Esitlik 3.3’te verilen model kullanilarak bagimsiz degiskenlerin optimal
degerleri Cizelge 3.12°de sunuldugu gibi hesaplanistir. Optimal olarak saptanan bu
degerlerin cevap yilizey grafikleriyle yapilan yorumlama ilc dc uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 3.12. SD7Z-TMP karisimi igin merkezi bilesenli tasarimla elde edilen optimal
kromatografik sartlar

Faktor adi Optimal degcer
X1 Kolon sicakligt (°C) 449
X2 Tampon yiizdesi (%) 70,5
X3 Akis hizi (mL/dk) 0,30

3.1.1.4. Tasarimlarin Karsilastirilmasi

SDZ-TMP etken maddelerinin analizi igin gelistirilmesi hedeflenen UPLC
yonteminin optimizasyonunda, FFD, BBD ve CCD tasarimlan kullanilarak ii¢ farkl
kromatografik sart optimal olarak belirlenmistir. Her bir (asarimla elde edilen optimal
sartlar Cizelge 3.13’te sunulmugtur. Cizelgede gorildigh iizere, FFD ve BBD
tasarimlarla elde edilen sartlar birbirinin hemen hemen aynisidir. CCD tasarim ile elde
edilen tampon yiizdesi degeri, diger iki tasarimla elde edilen degerlere cok yakindir.
Fakat CCD kullamlarak kolon sicakligi ve akig hizi igin belirlenen degerler, diger iki

tasarimla belirlenen degerlerden daha ytikscktir.

Cizelge 3.13. SD7Z-TMP kangimi igin farkli tasarimlar kullamlarak elde optimal
kromatografik sartlar

Faktor ad FFD BBD CCD
X1 Kolon sicakhgi (°C) 38,5 39,3 449
X2 Tampon yiizdesi (%) 69,9 69,7 70,5
X3 Akig hiz1 (mL/dk) 0,26 0,26 0,30

Uc farkli  tasarimin  kullanildign  cevap  yiizey  metodolojilerinin

karsilagtirilabilmesi icin, Cizelge 3.13’te sunulan ii¢ farkli kromatografik kosul
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kullanilarak, 20 pg/mL SDZ ve 20 pg/mL TMP i¢ceren numune, UPLC sistemine
enjekte edilmigtir. Bu enjeksiyonlara ait 245 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil
3.11°dc sunulmustur. Bu kromatogramlardan da goriildiigli iizere, FFD vc BBD
tasarimlarla cldc cdilen kromatografik sartlarin kullanildigi cnjcksiyonlarla cldc cdilen
kromatogramlar birbirinin neredeyse aynisidir. FFD ve BBD tasarimlarla elde edilen
sartlarla elde edilen alikonma zamanlan sirasiyla SDZ i¢in 1,25 dk ve 1,23 dk ve TMP
icin 1,78 dk ve 1,75 dk olarak tayin edilmistir. Oysa CCD tasarimla elde edilen
sartlarin kullanildigi kromatogramda SDZ ve TMP’nin alikonma zamanlari daha

kiicik olup 1,09 dk ve 1,56 dk olarak saptanmustir.
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Sekil 3.11. SDZ-TMP karisim i¢in farkl: tasarimlar kullanilarak saptanan optimal
kromatografik sartlarda kaydedilen kromatogramlar
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SDZ ve TMP kombinasyonunu i¢eren ticari veteriner preparatin kantitatif analizi
icin gelistirilecek UPLC yontemlerinin kromatografik sartlarinin belirlenmesinde tam
faktdriyel (FFD), Box Behnken (BBD) ve merkezi bilesenli (CCD) tasarimlara dayah
cevap yiizey mctodolojileri uygulanmig ve sonuglan Cizelge 3.13°tc sunulmustur.
Bolim 3.1.1°deki optimizasyon ve yontem gelistirme basamaginda, FFD ve BBD
tasarimla benzer kromatografik sonuglar elde edilmistir (Cizelge 3.13 ve Sekil 3.11).
SDZ-TMP karisiminin analizlerinde kromatogralfik sartlar1 arasinda ¢ok kiiciik fark
bulunan bu iki yontemi uygulamak yerine, FFD ve BBD tasarumlarla elde edilen
sartlarin ortalamasi uygulanmis ve bu yontem tez i¢inde “FFD-UPLC yontemi™ olarak
adlandirilmistir. CCD tasarimla elde edilen kromatografik sartlarin kullanildigi
yontem isc  “CCD-UPLC yontemi” olarak adlandinlmistir.  Cevap  ylizey
mctodolojisiyle clde cdilen ortalamaya dayali FFD-UPLC yontemi ilc CCD-UPLC

yontemi i¢in belirlenen tiim kromatografik kosullar Cizelge 3.14’te verilmistir.

Cizelge 3.14. SD7. ve TMP etken maddelerini igeren veteriner preparatin kantitatif analizi
icin kullanilan UPLC ydntcmlcerine ait kromatografik sartlar

FFD-UPLC CCD-UPLC

Analitik kolon Cis 100 mm Ciz 100 mm
Hareketli faz Metanol ve 20 mM Metanol ve 20 mM

HCOONa (pH 4,4) karistmu  HCOONa (pH 4.4) karigimi
Numune ¢oziiciisi Metanol: su (50:50, A/h) Metanol: su (50:50, h/h)
Enjeksiyon hacmi 1 uL 1ul
Numune odasi sicakligi 15°C 15°C
Tampon yiizdesi (%) 69.8 70,5
Kolon sicakligi (°C) 38,9 44.9
Akig hizi (mL/dk) 0,26 0,30
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3.1.2. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

SDZ ve TMP karigimimin analizi i¢gin hazirlanan tiim ¢ozeltilerde 6n deneylerde
belirlenen metanol-su karisimi (50:50, A/h) ¢6ziicti olarak kullanilmistir. SDZ stok
¢Ozeltisi i¢in 20 mg standart madde 100 mL balon jojede ¢oziicii ile tamamlanmistir.
TMP stok ¢ozeltisi i¢in 10 mg standart madde 100 mL balon jojede ¢6ziicii ile
tamamlanmigtir. Standart maddelerin tam olarak c¢dziinmesi i¢in stok c¢ozeltiler 5
dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmugtur. Kalibrasyon ve validasyon
cahgmalart i¢in her 1ki stok ¢ozeltiden hesaplanan hacimler pipetlendikten sonra

¢oziicti ile seyreltilmis ve tiim ¢ozeltiler giinliik olarak hazirlanmigtir.

Kalibrasyon setinin planlanmasinda faktoriyel tasarimdan yararlanilmigtir. SDZ
igin 6-38 ug/mL, TMP i¢in 2-26 png/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyon
¢oOzeltileri hazirlanmistir. SDZ ve TMP karisiminin kalibrasyon setinin tam [akidriyel
tasarimunda bes seviye ve iki bilesen icin 5°=25 adet kalibrasyon c¢dzeltisi

hazirlanmistir. Bu kalibrasyon setinin diyagramt Sekil 3.12°de sunulmusgtur.

26 o o o] o] a

20 o Q o [ ] ®
O
=
D

=14 ° o o ° °
o
=
r_

8 ® o o ° °

2 ] o o o] ]

6 14 22 30 38
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Sekil 3.12. SD7 ve TMP karigiminin analizi igin hazirlanan kalibrasyon seti plam
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SDZ ve TMP bilesiklerini iceren tam faktOriyel kalibrasyon seti (veya
konsantrasyon seti) FFD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin Cizelge 3.14°te sunulan
kromatografik kosullarinda UPLC sistemine cnjcktc cdilmistir.  FFD-UPLC
yonteminde SDZ igin 267 nm’de ve TMP i¢in 230 nm’dc PDA dcdcksiyon ilc
kromatogramlar elde edilmis ve Sekil 3.13’te sunulmustur. Bu yontem kullanilarak
elde edilen kromatogramlarda SDZ ve TMP i¢in alikonma zamanlar1 sirastyla 1,24
dakika ve 1,77 dakika olarak (ayin edilmistir. CCD-UPLC yonteminin
uygulanmasinda SDZ icin 267 nm’de ve TMP i¢in 230 nm’deki PDA dedeksiyonu ile
kromatogramlarin kaydi gerceklestirilmis ve Sekil 3.14’te gosterilmistir. Bu yontem
icin SDZ ve TMP i¢in alikonma zamanlari sirasiyla 1,07 dakika ve 1,54 dakika olarak

tayin cdilmistir.
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Sekil 3.13. SDZ-1TMP kalibrasyon sctinin FFD-UPLC yéntcmi ilc 267 ve 230 nm’de

kaydedilen kromatogramlar:
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Sekil 3.14. SDZ-TMP kalibrasyon setinin CCD-UPLC ydntemi ile 267 ve 230 nm’de
kaydedilen kromatogramlar:
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FFD-UPLC ve CCD-UPLC yodntemlerinde bilesiklerin kalibrasyon egrilerini
elde etmek icin, tam faktoriyel kalibrasyon setinde SDZ’nin 267 nm’deki ve TMP’nin
230 nm’dcki pik alanlar ve konsantrasyon degerleri arasindaki matematiksel iligkinin
dogrusal regresyon analizinden kalibrasyon denklemleri hesaplanmig ve istatistikscl
sonuglar Cizelge 3.15°te listelenmistir. Validasyon ve ger¢ek numune analizi
caligmalarinda SDZ ve TMP miktarlar bu kalibrasyon denklemleri kullanilarak tayin

edilmistir.

Cizelge 3.15. SDZ vc I'MP ctken maddcleri i¢in elde cdilen dogrusal regresyon verileri

FFD-UPLC CCD-UPLC

SDZ TMP SDZ TMP

Dalga boyu (nm) 267 230 267 230
Dogrusal aralik (pg/mL) 6-38 2-26 6-38 2-26
Egim 2,847 3,111 2,495 2,748
Kesim -1,151 0,473 -1,016 0,269
Korelasyon katsayisi 0,9992  0,9997 09991 00,9998
Egimin standart hatas: 0,024 0,016 0,022 0,012
Kesimin standart hatasi 0,604 0,259 0,539 0,204
Korclasyon katsayisinin standart hatas1 1,382 0,672 1,233 0,528

Yakalama st (pg/mL) 0,70 0,28 0,71 0,24

Tayin suur1 (ug/mL) 2,12 0,83 2,16 0,74

3.1.3. Yontemlerin Validasyonu

SDZ-TMP karigtminin analizi i¢in gelistirilen UPLC yontemlerinin validasyon
calismalart sistem uygunluk testleri ve analitik validasyon testleri seklinde iki

basamakla gerceklestirilmistir.

Sistem uygunluk testleri: SDZ ve TMP bilesiklerini iceren bir ¢ozelti, FFD-
UPLC ve CCD-UPLC yéntemlerinin Cizelge 3.14’te dzetlenen kromatografik sartlari

altmda UPLC sisteminc cnjckte cdilmistir. 10 cnjcksiyon sonucunda cldc cdilen
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kromatogramlardaki sistem uygunluk parametreleri Waters Empower 2 yaziliminda

hesaplanarak ortalama degerleri Cizelge 3.16’da sunulmustur.

Cizelge 3.16. SDZ vc TMP karigimimin analizi igin geligtirilen UPLC
yontemlerinin sistem uygunluk testi sonuclari

FFD-UPLC CCD-UPLC .

spz  TMP  spz  mmp  onerien
Alikonma zamani (dk) 1,24 1,77 1,07 1,54
Kapasite faktorii (k) 1,07 1,95 1,15 2,08 k>>2
Ayiricilik (R) - 6,13 - 4,67 R>2
Kuyruklanma [akt6rii (T) 1,58 1,45 1,64 1,46 T<2
Tcorik tabaka sayist (N) 4140 5598 2480 4111 N>2000
Alikonma zaman BSS 0,11 0,10 0,19 0,13 BSS <1
Pik alan1 BSS 0,89 1,15 0,97 1,17 BSS <1

BSS: Bagil standart sapma

Yontem validasvon testleri: FFD-UPLC vec CCD-UPLC yontemlcrinin
validasyonlar geri kazamm, giin igi ve gilinler arasi ile standart ckleme galigmalan

yapilarak gergeklestirilmistir.

Geri kazanim ¢aligmasi i¢in etken maddelerin ¢aligma araligr i¢inde, her iki
etken maddeyi de [arkli derisimlerde iceren 11 adet yapay karisum ¢ozeltisi
hazirlanmistir. FFD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin dogruluk ve kesinligini
degerlendirmek icin, hazirlanan 11 adet yapay karigim ¢Ozeltisinin kromatogramlari,
yontemlerin Cizelge 3.14’te 6zetlenen kromatografik kogullarinda kaydedilmistir. 267
nm’dc kaydcdilen kromatogramlarda SDZ bilesigine ait olan pik alanlar, 230 nm’dc
kaydcdilen kromatogramlarda TMP bilcsiginc ait olan pik alanlar, kalibrasyon
denklemlerinde yerlerine konularak yapay karigimlardaki etken maddelerin miktarlar
hesaplanmis, FFD-UPLC ve CCD-UPLC i¢in Cizelge 3.17°de sunulmustur. FFD-
UPLC yontemi ile elde edilen yiizde geri kazanim ile standart sapma degerleri SDZ
icin %100,16 ve 1,31; TMP icin %99,30 ve 1,79 olarak hesaplanmigtir. CCD-UPLC
yontemi ile elde edilen ylizde geri kazanim ile standart sapma degerleri ise SDZ icin

%100,54 ve 1,06; TMP i¢in %100,36 ve 1,74 olarak hesaplanmistir.
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Gelistirilen yontemlerin dogruluk ve kesinlik acisindan degerlendirilmesi icin
diger bir validasyon testi olarak giin ici ve giinler arast deneysel caligmalar
gergeklcstirilmistir. Bunun igin belirlenen test derigiminin %80°1 (20 pg/mL SDZ + 4
ng/mL TMP), %100°{ (25 ug/mL SDZ + 5 pg/mL TMP) ve %120°s1 (30 pg/mL SDZ
+ 6 ug/mL TMP) olacak bigimde ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde ¢ozeltiler
hazirlanmigtir.  Hazirlanan bu ¢ozeltiler, FFD-UPLC ve CCD-UPLC yontemleri
kullanilarak ayni giin iginde tc¢ farkli saatte ve birbirini takip eden 3 giinde analiz
edilmis ve ortalama sonuglar1 Cizelge 3.18’de 6zetlenmistir. Her bir seviye icin (¢ kez
tekrar edilen analiz sonuclarinin ortalamalart “Bulunan” siitununda verilmig olup, %
geri kazanim, standart sapma, bagil standart sapma ve bagil hata degerleri ayni

gizclgede verilmistir,
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SDZ ve TMP bilesiklerini iceren katt dozaj formundaki yardimci maddelerin
etken maddelerin analizi iizerine etkisini degerlendirmek icin standart ekleme teknigi
uygulanmistir, Standart cklemc galismalart igin {i¢ paralcl olarak, {i¢ farklt dcrigim
scviycsinde ¢dzcltiler hazirlanmmgtir. Tiim scviycler igin 10 mL’lik balon jojclere
oncelikle Boliim 3.1.4°te agiklandig1 gibi hazirlanan derigik tablet ¢ozeltisinden 0,6
mL konulmusgtur. Standart olarak eklenen derisim seviyeleri SDZ i¢in 10, 15, 20
ug/mL ve TMP ig¢in 5, 12, 19 pug/mL olacak bi¢imde farkli hacimlerde alinan stok
¢Ozeltileri balon jojelere ilave edildikien sonra balon jojeler ¢ozicii ile
tamamlanmigtir. 0. seviye olarak adlandirilan derisim seviyesini hazirlamak i¢in 0,6

mL derisik tablet ¢cozeltisi 10 ml’ye seyreltilmigtir.

Standart cklemc ¢aligmalan igin iig¢ paralcl hazirlanan standart ¢dzcltiler, FFD-
UPLC ve CCD-UPLC y&ntemleri kullanilarak analiz edilmistir. ilave cdilen standart
madde miktarlarmin hesaplanmasi i¢in, saptanan toplam miktarlardan 0. seviyedeki
¢ozeltilerin  analizinden elde edilen miktarlar (preparattan gelen miktarlar)
cikarilmistir. Bu calismayla elde edilen sonuglarin ortalamalari, geri kazanim

ylizdeleri, bagil standart sapma ve bagil hata degerleri Cizelge 3.19°da sunulmustur.
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3.1.4. Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Optimize edilen UPLC yontemlerinin ticari veteriner preparatlara uygulanmasi
i¢in 10 adet BIOTRIN tablet hassas terazide tartildiktan sonra havanda toz edilmistir.
Kitle olarak 1/10 1tablete karsilik gelen toz miktar1 c¢oziicii ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. Balon joje igerigi 15 dakika ultrasonik banyoda ve 15 dakika
manyetik karigtiricida karistirildiktan sonra 0,2 um por agikligina sahip naylon
membranli siringa ucu filtre ile siiziilmiistiir. Elde edilen filtrat, derisik tablet cozeltisi
olarak adlandimlmigtir. Derigik tablet ¢ozeltisi, SDZ ve TMP'nin dogrusal galisma
araligma girccck bigimde 10 mL’lik balon joje iginde ¢oziicii ilc scyrcltilmistir. Bu
islem 10 kez tekrarlanarak UPLC sistemine enjekte edilecek ger¢ek numune ¢ozeltileri

elde edilmistir,

Ger¢ek numune ¢ozeltileri, FFD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin Cizelge
3.14’te sunulan kromatografik sartlari alunda UPLC sistemine enjekte edilmistir.
FFD-UPLC yontemi ile SDZ’nin miktar tayini i¢cin 267 nm’de ve TMP’nin miktar
tayini i¢in 230 nm’de PDA dedeksiyon ile kaydedilen kromatogramlar1 Sekil 3.15°te
sunulmustur, CCD-UPLC yonteminin veteriner ticari riinlerin kantitatif analizine
uygulanmasinda, SDZ miktar tayini igin 267 nm’dc ve TMP miktar tayini i¢in 230
nm’dc PDA dcdcksiyon ile kromatogramlar kaydedilmis ve Sckil 3.16’da

gosterilmistir.

SDZ ve TMP bilesiklerinin sirasiyla 267 nm ve 230 nm’de kaydedilen bu
kromatogramlarmdaki pik alanlar1 ve etken maddelere ail olan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak veleriner preparatta bulunan etken madde mikiarlari
hesaplanmistir. Hesaplanan miktarlar mg/tablet olarak, ortalama, standart sapma, bagil
standart sapma, standart hata, bagil hata ve giiven aralig1 degerleriyle birlikte Cizelge

3.20°dc sunulmustur.
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Sekil 3.16. CCD-UPLC yodntemlerinin SDZ-TMP igeren veteriner preparatlarina
uygulanmast ilc cldc cdilen kromatogramlar
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Cizelge 3.20. FFD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin SDZ-TMP iceren veleriner
preparatlarina uygulanmasi ile elde edilen miktar tayini sonuglar

FFD-UPLC CCD-UPLC
SDZ TMP SDZ TMP
(mg/lablet) (mg/tablet) (mg/tablet) (mg/tablet)
Tl 993,09 198,03 1000,65 201,12
T2 1013,06 196,32 986,53 193,52
T3 088,61 192,48 998,94 194,95
T4 988,13 200,41 1012,50 201,17
T5 992,85 200,16 1002,60 201,69
T6 986,47 201,53 991,41 193,33
T7 1010,44 192,36 1018,49 194,65
T8 1002,84 196,03 1015,86 201,20
T9 99431 200,41 098,46 201,45
T10 1006,18 196,82 998.42 194,47
Ortalama 997,60 197,46 1002,38 197,76
SS 9,74 3,27 10,34 3,80
BSS 0,98 1,65 1,03 1,92
SH 3,08 1,03 3,27 1,20
GA 991,56-1003,63 195,43-199,48  995,97-1008,79  195,40-200,11
F-test 1,13 1,35 F-tablo: 3,18
t-test 1,11 0,25 t-tablo: 2,26

Etiket degeri: SDZ:1000 mg/tablet, TMP: 200 mg/tablct
SS: Siandart sapma

BSS: Bagil standart sapma

S11: Standart hata

GA: Giiven araligi (p=0,05 igin)

Farklh tasarimlarla clde cdilen FFD-UPLC ve CCD-UPLC adh iki optimal
kromatografik sartin birbiri yerinc kullanithip kullanmlamayacagimin tespiti igin, bu
yontemlerin farmasotik preparatlara uygulanmasiyla elde edilen analiz sonuglar1 %95
giiven araliginda F-testi ve t-testi kullamlarak istatistiksel olarak kargilastinimig ve
sonuclar Cizelge 3.20°de 6zetlenmistir. F-testi kullanilarak yapilan kargilastirmada F-
tablo degeri 3,18 iken, SDZ icin hesaplanan F-test degeri 1,13; TMP igin hesaplanan
F-test degeri ise 1,35 olarak hesaplanmistir. F-test<F-tablo oldugu i¢in analiz

sonuclarinin varyanslart arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tayin
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edilmistir. t-testi kullanilarak yapilan kargilagtirmada t-tablo degeri 2,26 iken, SDZ
icin hesaplanan t-test degeri 1,11; TMP i¢in hesaplanan t-test degeri ise 0,25 olarak
bulundu. t-test<t-tablo oldugu i¢in analiz sonuglarinin ortalamalar arasindaki farkin
istatistikscl olarak anlamli olmadig tespit cdilmigtir. Bu veriler 1s13inda FFD-UPLC

ve CCD-UPLC yontemleri arasinda anlamlt bir fark olmadigr sonucuna varilmistir,

3.2. SDX ve TMP Karistminin Analizi

Bu tez calismasinin hedellerinden biri SDX (siilfadoksin) ve TMP (trimetoprim)
etken maddelerini igeren ve enjeksiyonluk ¢ozelti olarak piyasada bulunan vetleriner
preparatin miktar tayininde kullanilmak tizere bir UPLC metodu gelistirmektir. Bu
analiz yonteminin gelistirilmesinde yeterli kromatografik ayrimi en kisa siirede
saglayan kromatografik sartlarin saptanmast ig¢in ccvap ylizey mctodolojisi
kullamlmistir. Cevap yiizey metodolojisi sirasinda iki farklh dencyscl tasarim modcli
kullanilarak, birbirinden farkli iki kromatografik sart elde edilmistir. Bu sartlar
kullanilarak gelistirilen UPLC yontemleri, analitik validasyon ¢aligmalarindan sonra

ticari preparatlarin analizine uygulanmigtir.

3.2.1. UPLC Ydénteminin Optimizasyonu

Yontem optimizasyonunda én denevler: SDX ve TMP karigimina ait 6n dencyler
kapsaminda, kalitatif ve kantitatif faktdrlerin ctken maddclerin alikonma zamanlan
lizerine etkilerinin incelendigi caligmalar gerceklestirilmistir. Yontem gelistirme
basamaginda kalitatif kromatografik sartlardan olan kolon tiirii ve hareketli faz
olugturan bilesenlerin tiirlerinin secimi icin deneysel tasarim ve optimizasyon
metodolojisi kullanilmanugtr. Kromatogralik yontemlerin gelistirme basamaginda

kantitatif faktorlerin optimizasyonu i¢in cevap yiizey metodolojisi kullantlmamugtir.

SDX-TMP kombinasyonunun analizi icin yaptlan ©6n denemelerde,

laboratuvarda bulunan Waters Acquity marka BEH Cis (130A, 1,7 pm, 2,1 mm x 100
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mm) kolon ile hareketli faz1 olugturan organik ve inorganik bilesenlerin karigimlar
kullanilarak etken maddelerin piklerinin alilkonma zamanlart ve pik sekilleri
arastilmistir, ik &nce harcketli faz sistemindc organik faz bilesenleri olarak
asctonitril ve metanol test edilmistir. Harcketli fazda asctonitril ile bir inorganik ¢ézcelti
kullanmldiginda SDX ve TMP piklerinin ayrm diisiik oldugu igin organik bilesen
olarak metanol kullaniimasinin uygun olacag sonucuna vanlmigtir. Inorganik bilesen
olarak asetik asit ve sodyum asetat (CH3:COOH+CH3COONa) karisimindan olusan
tampon sisteminin kullanilmasi uygun bulunmustur. Ayrica tampon derisiminin ayrim
tzerine etkisi incelenmistir. 20 mM ve 40 mM asetat tamponu (pH 5,45) kullanilarak
gerceklestirilen deneylerde, tampon sisteminin derigiminin analitlerin ayrimi iizerine
belirgin bir ctkisi olmadigi gézlenmigtir. Bu yilizden analiz islemlerinde analitik kolon
ve kromatografik cihazin daha uzun émiirlii kullanmilabilmesi amaciyla harcketli fazda
CH3COOH+CH3;COONa tampon sisteminin derigiminin 20 mM olmas1 uygun
bulunmustur. Ayrica ¢alismanin 6n deneylerinde numune ¢6ziiciisii, enjeksiyon hacmi,
numune odasi sicakligs ve bilesiklerin dedeksiyonu i¢in dalga boyu se¢imi ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu calismalar sonucunda belirlenen parametreler Cizelge 3.21°de

verilmigtir.

Cizelge 3.21. SDX ve TMP karistiminin kromatografik analizleri i¢in belirlenen
parametreler

Analitik kolon : Cis 100 mm (130A, 1,7 pm, 2,1 mm)
, MeOH ve 20 mM CH;:COOH+CH3;COONa tamponu
Hareketli faz .
karigimi
Numunc ¢oziiciisi : Metanol: su (50:50, h/h)
Enjeksiyon hacmi : 1uL
N das
umurie odast 15 °C
sicakligi
Dedeksiyon dalga 245
boyu

Faktorlerin segimi ve sevivelerinin belirlenmesi: Kolon sicakhiginin SDX ve
TMP bilegiklerinin kromatografik ayrimi iizerine etkisini test etmek igin, diger

kromatografik faktorlerin sabit tutuldugu (%30 metanol, %70 pH 4,0 asetat tamponu
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(20 mM); akis hizi: 0,22 mL/dk) 6n ¢alismalar yapilmistir. Bu amacla, kolon sicakligi
30 °C ve 44 °C olan kosullarda 15 pg/mL SDX ve 15 pg/mL TMP iceren bir ¢cdzeltinin
cnjcksiyonuyla clde cdilen 245 nm’dcki kromatogramlar Sckil 3.17°de verilmistir. ki
farklh sicaklikta cldc cdilen kromatogramlardan da goriildiigii gibi, analiz cdilen
bilesiklerin kromatografik ayrimi, kolon sicakligina gore degismektedir. 30 °C kolon
sicakliginda alikonma zamanlart TMP i¢in 3,02 dk ve SDX i¢in 4,67 dk olarak
belirlenmistir. Oysa ve 44 °C’deki kolon sicakliginda alikonma zamanlart TMP i¢in
2,69 dk ve SDX i¢in 4,04 dk olarak gdzlenmistir. Dolayisiyla, kolon sicakliginin etken
maddelerin alitkonma zamanlar1 ve ayrimlari iizerinde etkili olmasi nedeniyle, cevap

yiizey metodolojisindeki faktdrlerden biri olmast uygun bulunmustur.

Daha sonraki dcncyscl c¢ahismalarda, kullamlan CH3COOH+CH3;COONa
tamponunun pH degerinin SDX ve TMP bilesiklerinin piklerinin ayrimi tizerine ctkisi
test edilmistir. Bu test isleminde diger kromatografik faktorlerin sabit tutuldugu
sartlarda (mobil faz: %30 metanol, %70 asetat tamponu (20 mM); akis hizi: 0,22
mL/dk; kolon sicakligi: 30 °C) pH degeri 4,0 ve 5,5 olan iki [arkli tampon sistemi
kullamilarak iki enjeksiyon vyapilmis ve bu enjeksiyonlara ait 245 nm’deki
kromatogramlar Sekil 3.18’de sunulmustur. Bu kromatogramlardan da goraldigi gibi,
kullanilan asetat tamponunun pH degeri 4,0 iken TMP ve SDX icin alikonma
zamanlart 2,19 dk ve 3,39 dk olarak belirlenmistir. pH degeri 5,5 oldugunda ise bu
ctken maddclere ait piklerin  kromatografik ayrmminin  azaldign ve alikonma
zamanlarinin strastyla 2,76 dk ve 3,39 dk olarak kaydedildigi goriilmektedir. Harcketli
fazdaki asetat tamponunun pH degeri, alikonma zamanlar ve ayiricilik izerine etki
ettigi i¢in, cevap ylizey metodolojisindeki faktdrlerden birinin tampon pH’1 olmasma

karar verilmistir.

Hareketli (azdaki tampon yiizdesinin SDX ve TMP bilesiklerinin alikonma
sureleri Gizerine etkisini gézlemlemek ve deney tasarimindaki seviyelerini belirlemek
icin %50 ve %70 tampon iceren hareketli fazlar kullanilarak iki enjeksiyon yaptlmistir.
20 mM sodyum asctat tamponunun (pH 4,0) harcketli fazdaki yiizdesi diginda kalan
diger kromatografik sartlarin sabit tutuldugu (akis izi 0,16 mL/dk; kolon sicaklig::
30°C) sartlarda 245 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil 3.19’da sunulmustur. Bu
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kromatogramlardan, tampon orani %50 iken TMP ve SDX icin altkonma zamanlarinin
sirastyla 1,63 dk ve 1,97 dk oldugu, tampon orant %70’e ¢iktiginda ise her iki bilegigin
dc alikonma zamanmmn arth@ ve TMP igin 3,03 dk, SDX i¢in 4,67 dk oldugu
goriilmektedir. Harcketli fazdaki tampon yiizdesinin ayrim tizerine ctkisi beklendigi
gibi oldukga yiiksek oldugu igin cevap ylizey metodolojisi ile optimize edilecek

faktorlerden biri olmasima karar verilmistir.

Akig hizinmm SDX ve TMP etken maddelerinin alikonma zamanlari {izerine
etkisini test etmek ve deney (asarimindaki seviyelerini belirlemek icin, diger
kromatografik gartlarin sabit tutuldugu (%30 metanol, %70 pH 4,0 asetat tamponu (20
mM); kolon sicakligi: 30 °C) fakat hareketli fazin akis hizinin 0,16 mL/dk ve 0,22
mL/dk olarak ayarlandigi iki enjcksiyon yapilmigtir, Bu cnjcksiyonlara ait 245 nm’de
kaydcdilen kromatogramlar Sckil 3.20°de verilmistir. Bu sckilden gortildiigi iizerc,
0,16 mL/dk akis hizayla elde edilen kromatogramda TMP ve SDX igin alikonma
zamanlan sirasiyla 3,02 dk ve 4,67 dk olarak; 0,30 mL/dk akis hiziyla ise 2,19 dk ve
3,39 dk olarak belirlenmistir. Hareketli fazin akis hiza SDX ve TMP’nin alikonma
zamanlarina ve ayrim derecelerine etki ettigi goriildiigii icin bu parametrenin cevap

yiizey metodolojisindeki faktorlerden biri olmasina karar verilmistir.
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Sekil 3.18. Hareketli faz sistemindeki tamponun pH degerinin SDX ve TMP ayrimina
ctkisini gosteren kromatogramlar
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Sekil 3.19. llarcketli faz sistemindcki tampon ylizdesinin SDX ve TMP ayrimina ctkisini
gosteren kromatogramlar
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Sekil 3.20. Akis hizinin SDX ve TMP ayrim:na etkisini gosteren kromatogramlar

Yukarida bahscdilen 6n deneme caligmalanyla tespit cdilen ve SDX-TMP

kombinasyonunun analizinde bilesenlerin kromatografik aynmi iizerine etki eden
faktorlerin listesi asagida sunulmustur:

1) Kolon sicakligi (°C)
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2) Hareketli fazdaki tamponun pH degeri
3) Hareketli fazdaki tampon yiizdesi (%)
4) Harcketli fazin akis mz1 (mL/dk)

Sceilen faktorler iizerine yapilan 6n denemeclerde, kolon sicakligr igin 30-44 °C
araligi, hareketli fazdaki 20 mM asetat tamponunun pH degeri i¢in pH 4,0 ve 5,5
araligi, hareketli fazdaki tampon yiizdesi i¢in %50-70 arahig ve akig hizi igin 0,16-
0,22 mL/dk araligi test edilmistir. Deneysel tasarim ¢alismasinda bu fakidrlerin
seviyelerine, On denemelerdeki c¢alisma araliklari, kromatografik sistemin
sinirlandirmalari, faktor ve muhtemel faktor etkilesimlerinin kromatografik ayiricilik
ve analiz zamanlari lizerine etkileri géz oOniinde bulundurularak karar verilmistir.
Faktor scviycleri olarak kolon sicaklhigi igin 35-60°C, tampon pH degeri igin 3,75-5,75;
tamponunun harckctli fazdaki orani igin %50-74 vc harcketli fazmm akis hizi igin 0,16-
0,24 mL/dk araliklarmin uygun olacagi tayin edilmistir. Bu saptanan araliklar -1, 0, ve
+1 olmak iizere ii¢ seviye igin diizenlenmistir ve Box-Behnken tasarim igin bu faktor
seviyeler kullanilmigtir. SDX-TMP karisiminin analizi i¢in Box-Behnken tasariminin
kullanildig1 cevap ylzey metodolojisindeki [akidrler ve bu lakidrlerin seviyeleri (-1,

0, +1) Cizelge 3.22°de sunulmustur.

Cizelge 3.22. SDX ve TMP i¢in uygulanan Box-Behnken tasarimda kullanilan faktorler ve
bu faktorlerin seviyeleri

X1 X2 X3 X4

Kolon sicakligi

Seviye Tampon pH’1  Tampon (%)  Akis hiza (mL/dk)

(OC)
~1 35 3,75 50 0,16
0 50 4,75 62 0,20
+1 65 5,75 74 0,24

4 faktoriin ve 3 seviyenin oldugu bir tam faktoriyel tasarirmda deney matrisi
3%=81 deneye karsilik gelmekiedir. 81 ayrt kromatografik sartin kullanildigt bir cevap
ylizey metodolojisi emek, zaman ve elde edilen bilgi orami bakimindan rasyonel

olmadi81 icin SDX ve TMP i¢in uygulanan cevap yiizey metodoloji ¢aligmalarinda
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sadece Box-Behnken ve merkezi bilesenli tasarimlarin kullanilmasina karar
verilmigstir. Dort faktorli bir merkezi bilesenli tasarimin donebilir 6zellikte olmasi icin
tasarimdaki ckscncl noktalarin o = =2 ve o = +2 olmast gerckir. Bu scviycler
mcrkezden gok uzak oldugu icin galigilan sistem igin miimkiin olmayan veya sistemi
¢ok zorlanan sartlarm kombinasyonunu gerektirebilir. Nitekim bu ¢alismada, Cizelge
2.22°de sunulan faktor seviyeleri merkezi bilegenli tasarim i¢in uygun bulunmamistir,
Bu yiizden merkezi bilesenli tasartm icin kullanilacak seviyeler planlanirken, Cizelge
3.22°deki seviyeler modiliye edilmigtir. Merkezi bilesenli tasarimda kromatogralik
sistemi fazla zorlamayacak, fakat cevapta yeterince degisiklige sebep olacak araliklar
secilerek, =2, —1, 0, +1 ve +2 olmak iizere beg seviye icin diizenlenmigtir. SDX-TMP
karigtiminin - analizi igin merkezi bilesenli  tasarrmin kullanildigr cevap  ylizey

mctodolojisindcki faktdrler ve bu faktorlerin seviyeleri Cizelge 3.23°tc sunulmustur.

Cizelge 3.23. SDX ve TMP i¢in uygulanan merkezi bilesenli tasarimda kullanilan faktorler
ve bu faktérlerin seviyeleri

X1 X2 X3 X4

Kolon sicaklig

Seviye °C) Tampon pH’1  Tampon (%)  Akis hiz1 (mL/dk)
- 22 3,79 38 0,12
— 1 32 427 50 0,16
0 42 4,75 62 0,20
+1 52 5,23 74 0,24
+a 62 5,71 86 0,28
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3.2.1.1. Box-Bchnken Tasarim ve Yontem Optimizasyonu

SDX-TMP karigiminin analizi icin UPLC ydntemi gelistirilmesinde, yontemin
Box-Bchnken tasarim ile optimizasyonu igin, Cizclge 3.22°dc sunulan faktor
seviyeleri kullanilmistir. Deney sayis1 2k X (k — 1) + 1 + n, formiilii ile hesaplanan
Box-Bchnken tasarimda 4 faktor ve merkezi noktadaki iki tekrar ile galisildigr takdirde
deney sayist 24X (4—1)+ 1+ 2 =27 olarak hesaplanir. Belirlenen faktor
scviycleri kullanmlarak Box-Behnken tasarima gore olugturulan tasarim matrisi Cizelge
3.24’te sunulmustur. 20 pg/mL SDX ve 20 pg/mL TMP igeren numune, bu tasarim
matrisine gére ayarlanan 27 kromatografik sart kullanmlarak UPLC sistemine enjekte
edilmistir. Bu enjeksiyonlara ait 245 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil 3.21°de
sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin her biri i¢in zaman eksenindeki pik
baglangic ve pik bitis noktalari, alikonma zamanlari, varsa vadi noktalari
kaydedilmistir. Piklerin zirve noktalarinin ve vadi noktasinin y eksenindeki kargiliklar
da kaydcdildikten sonra her bir kromatograma ait kromatografik ccvap fonksiyonu
(KCF) dcgerleri hesaplanmigtir. Her bir kromatografik sart igin hcsaplanan KCF
degerleri, Cizelge 3.24’te “Olg¢iilen” siitununda listelenmistir. Modelleme sonrasmda
her deney i¢in ampirik modelle hesaplanan KCF degerleri, aym g¢izelgede “Tahmin
edilen” stitununda, Ol¢iilen ve tahmin edilen degerler arasindaki (ark ise “Artik”

stitununda verilmistir.
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Cizelge 3.24. Box-Bchnken tasarim matrisi ilc 6l¢iilen, tahmin cdilen ve artik KCF degerleri

X1 X2 X3 X4 KCF
[(01011 Tampon Tampon Akighizt . . Tahmin
S“ii‘é')lg' pH1 @) (mlsdky O ilen Artik

BBDI -1 -1 0 0 2,3533  2,3458 0,0075
BBD2 +1 -1 0 0 3,0532  3,0633  -0,0102
BBD3 -1 +1 0 0 5,5751 5,5382 0,0369
BBD4 +1 +1 0 0 1,2918 1,2725 0,0193
BBDS 0 0 -1 -1 1,3585 1,3391 0,0194
BBD6 0 +1 -1 7,8410  7,7954 0,0456
BBD7 0 0 -1 +1 2,7828  2,8017  -0,0188
BBDS 0 0 +1 +1 29275  2,9201 0,0073
BBD9Y -1 0 -1 4,8023  4,8352  -0,0328
BBD10  +1 0 0 -1 2,9402 29439  -0,0037
BBD11 -1 0 0 +1 29973  3,0116  -0,0143
BBD12  +1 0 0 +1 1,3695 1,3547 0,0148
BBD13 -1 -1 0 1,3936 1,3806 0,0130
BBD14 +1 -1 0 2,7995  2,7974 0,0021
BBD15 -1 +1 0 5,3639  5,3841 -0,0201
BBD16 0 +1 +1 0 5,3376  5,3687  -0,0310
BBD17 -1 -1 0 22976  2,2998  -0,0021
BBD18  +1 -1 0 2,6162 26299  -0,0136
BBD19 -1 +1 0 7,6962  7,6913 0,0049
BBD20  +1 +1 0 3,8064  3,8130  -0,0066
BBD21 0 -1 0 -1 3,1244  3,1293  -0,0050
BBD22 0 -1 0 -1 3,8745  3,8980  -0,0235
BBD23 0 +1 0 +1 1,5058 1,4910 0,0148
BBD24 0 +1 0 +1 2,1200  2,1237  -0,0038
BBD25 0 0 24528  2,4517 0,0011
BBD26 0 0 0 24510 24517  -0,0008
BBD27 0 0 0 24514 24517  -0,0003
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Cizelge 3.24’te sunulmus olan olc¢ilen KCF degerleri ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi modellemek i¢in, en kii¢iik kareler tekniginden
yararlanilarak ikinci derceeden ampirik bir model olugturulmugtur. Bu modcldceki
terimlerin katsayilan il katsayilara ait t-test ve p-degerleri Cizelge 3.25°tc

verilmistir,

Cizelge 3.25. SDX-TMP i¢in BBD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve p-
anlamlilik degerleri

Katsayt {-test p-degeri

Kesim degeri 2,452 156,00 3,23 1072
X -0,887 -112.88 1,57 x10°"
X5 0,350 44,59 1,06 x10°*
B 1,644 209,17 9,59 x10%
X4 -0,853 -108,57 2,50 x10°"
x? 0,490 41,53 2,46 X107
x% 0,114 9,64 5,29 x1077
x3 1,167 99,03 7,52 x10°"
x3 0,096 8,07 3,45x10°
X1X; -1,246 91,53 1,93 x10°'8
X1X3 -1,052 -77,30 1,46 x107
X1Xy4 0,059 431 1,02 x107
X2X3 -0,358 26,31 5,57 x107"?
XpXy4 -0,034 2,50 2,81 x1072
X3%4 -1,585 116,41 1,08 x10°

Cizelge 3.25’te goriildiigl tizere, modeldeki terimlerin p-degerleri, bu ¢alismada
sec¢ilen anlamlilik seviyesi olan o = 0,05’ten kiiciiktlir ve t-test degerleri, 2,18 olan t-
tablo degerinden biiyiikiiir. Yani 0,05 anlamlilik diizeyinde tim terimler anlamli
derecede cevap iizerine etki etmekiedir. Bu yiizden kromatogralik cevabin

modellenmesinde, tiim terimlerin kullanildig1 bir fonksiyon gereklidir. Kromatografik
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cevabi anlamli olarak etkileyen terimler kullanilarak olusturulan matematiksel model

Esitlik 3.4’te verilmistir.

y = 2,452 — 0,887x; + 0,350x, + 1,644x; — 0,853x, + 0,490x2 + 0,114x3 +
1,167x2 + 0,096x2 — 1,246x,x, — 1,052x, x5 + 0,059x;x, — 0,358%,%x; —
0,034x,x, — 1,585x3x,

( (Esitlik 3.4)

Bu modclde y kromatografik cevap faktoriini; x1, x2, x3ve x4 sirasryla kolon
sicakhigi, tampon pH’1, tampon yiizdesi ve akig hiz1 degiskenlerinin dogrusal
terimlerini; x2, x2, x2 ve x2, bu degiskenlerin iistel terimlerini; x;x,, X;X3, X;X4,

X2X3, X9X4, V€ X3X4 1S€ bu degiskenlerin etkilesim terimlerini temsil etmektedir.
Box-Behnken tasarim kullanilarak elde edilen ve faktorlerin KCF Gzerine olan

ikili ctkilerini gdsteren cevap yiizey grafikleri ve cg yiikselti diyagramlart Sckil 3.20°de

sunulmustur.
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Sekil 3.22. SDX-TMP i¢in BBD ilc cldc edilen a) Kolon sicaklifi-tampon pll’1 ilc KCF b)
kolon sicakligi-tampon yiizdesi ile KCF ¢) kolon sicakligi-akig hizt ile KCF d) tampon pH’1-
tampon yiizdesi ile KCF ¢) tampon pH’1-akis hizi ile KCF f) tampon yiizdesi-akis hizi ile
KCF arasmdaki iligkiyi gdsteren ylizey grafikleri ve cs yiikselti diyagramlar:
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Cizelge 3.22. Devam. SDX-TMP i¢in BBD ilc clde cdilen a) Kolon sicaklifi-tampon pll’1
ile KCF b) kolon sicakligi-lampon ylizdesi ile KCF c¢) kolon sicakligi-akis hiz1 ile KCF d)

tampon pH’ 1-tampon yiizdesi ile KCF e) tampon pH’1-akis hiz1 ile KCF 1) tampon yiizdesi-
akis hiz1 ile KCF arasindaki iliskiyi gostcren yiizey grafikleri ve cs yliksclti diyagramlar:
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Sekil 3.22°de sunulan cevap ylizey grafikleri ve es yiikselti diyagramlart
incelendiginde, se¢ilen faktorlerin KCF tizerine farkli derecelerde etki ettiklert,
faktorler arasi ctkilesimlerin de cevap tizerinde dnemli degisiklikler yaptig:
gorilmektedir. Sckil 3.22.a, kolon sicakhigr ve tampon pH’1 arasindaki
etkilesimin cevap tizerinde onemli bir etkisi oldugunu gostermektedir. Kolon
sicakhigimn ve tampon pH’min yiiksek oldugu bolge, en disiik KCF
degerlerinin elde edildigi bolgedir. Tamponun pH degerinin yiiksek oldugu ve
kolon sicakliginin diisik oldugu bolgede ise en yiiksek KCF degerleri
gozlenmektedir. Es yiikselti egrisinde gorilen “eyer” sekli, faktorlerin karesel

etkilerinin de oldugu anlamina gelmektedir.

Sckil 3.22.b’dc tampon ylizdesinin yiiksck, kolon sicakliginin diistik
oldugu sartlarda KCF'nin yiiksck degerler aldigi goriilmcktedir. KCF’nin cn
diisiik oldugu bolge ise orta-yiiksek kolon sicakligt ve diisiik tampon
yizdesinin kullamldigi sartlara karsilik gelmektedir. Bu bdlge i¢ biikey
kavrimin merkezi olup, kolon sicakligi ve tampon yiizdesinin karesel etkilerinin
cevabi etkiledigini gostermekledir. Es yiikselli egrilerinin eksenlere capraz
olusu kolon sicaklif1 ve tampon yiizdesi arasindaki etkilesimin cevap tizerinde

etkili oldugu anlamina gelmektedir.

Sekil 3.22.c’de kolon sicakligr ve akis hizi arasindaki etkilesimin de
ccvap lizerine ctkili oldugu goriilmcktedir. Bu sckilden akis hizi ve kolon
sicakligmin ytiksck oldugu durumlarda diisiik KCF dcgerleri; kolon sicakligr
ve akig hizimn disiik oldugu kosullarda ise yiiksek KCF degerlerinin elde
edildigi anlagilmaktadir. Bu grafikte KCF degerinin daha dar bir bolgede
degisiyor olusu, akis hiz1 ve kolon sicakligi etkilerinin, diger (akidrlere gore
nispeten daha diisiik oldugunu gosterir. Tampon pH’t ve tampon yiizdesinin
cevap uzerine etkisini gosteren Sekil 3.22.d’de bu iki faktér arasindaki
etkilesimin de KCF’nin iizerinde etkili oldugu gériilmektedir. Ozellikle bu
ctkilesim diisiik tampon yiizdesi kullanilan bélgede daha fazladir. En diisiik
KCF dcgerinin gézlendigi boélge diisiik tampon orani ve diisiik pH degerinc
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sahip tamponun kullanildig1 sartlardir. Tampon yiizdesi seviyesinin yiiksek

oldugu bolgede ise tampon pH’1nin cevap lizerine etkisi daha azdir.

Sckil 3.22.¢’dc tampon pH’1 ve akis hizimin KCF ile iliskisini gdstcren
cevap yiizey grafigi ve cs yiiksclti grafigi verilmistir. Bu grafiktc, cevaptaki
varyasyonun diger grafiklere gore daha diisiik oldugu goze ¢arpmaktadir.
Bunun nedeni akis hiz1 ve tampon pH’nin cevap iizerine etkilerinin diger
laktor ¢ifilerine gore daha disik olmasidir. Fakat es yiikselti egrilerinin
gralikteki eksenlere paralel olmayisi, iki fakiorin arasindaki etkilesmenin
cevaba katkida bulundugu anlamina gelmektedir. En diisiik KCF degeri, diisiik
pH ve viiksek akis hizi seviyelerinde gozlenmektedir. Akis hizt ve tampon
ylzdesinin ccvap ile iliskisini gosteren Sckil 3.22.fye gore, yiiksck tampon
oram vc diisik akis hiz1 scviyclerinde KCF degeri artmaktadir. Tampon
yizdesin azaldik¢a ve akis izt arttikca KCF degerinin dnce azaldig, sonra
tekrar arttig goriilmektedir. Bu durum, her iki faktdriin de karesel etkilerinin
olmasi nedeniyle ortaya cikan ve es yiikselti grafiginde kolayca fark edilen
“eyer” seklinin sonucudur. Bu sekilden tampon yiizdesi ve akis hiz1 arasindaki

etkilesimin cevap lzerinde oldukca etkili oldugu da anlagilmaktadir.

Esitlik 3.4°te verilen model kullanilarak bagimsiz degiskenlerin optimal

degerleri Cizelge 3.26’da sunuldugu gibi hesaplanmustir.

Cizelge 3.26. SDX-TMP karigimu i¢in Box-Behnken tasarimla elde edilen optimal
kromatografik sartlar

Faktor adi Optimal deger
X1 Kolon sicakligr (°C) 56,8
X2 Tampon pH™ 4,84
X3 Tampon yiizdesi (%) 55,6
X4 Akis hiz1 (mL/dk) 0,20
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3.2.1.2. Mecrkezi Bilesenli Tasarim ve Yontem Optimizasyonu

SDX-TMP karistiminin analizine yonelik gelistirilecek UPLC ydnteminin
mcerkezi bilesenli tasarim ile optimizasyonu igin, Cizelge 3.23’tc sunulan faktor
seviyeleri kullanilmistir. Deney sayist N = 2%+ (2k +1) + n, formiili ile
hesaplanan merkezi bilesenli tasarimda dort faktdr ve merkezi noktadaki alti tckrar ile
calisildigt takdirde deney sayist 2%+ (2.4 + 1)+ 6 = 31 olarak hesaplanur.
Belirlenen faktor scviyeleri kullanilarak merkezi bilegenli tasarima gore olusturulan
tasartm matrisi Cizelge 3.27°de sunulmustur. 20 pg/mL SDX ve 20 pg/mL TMP igeren
numune, bu tasarim matrisindeki 31 kromatografik kosul kullanilarak UPLC sistemine
enjekte edilmigtir. Bu enjeksiyonlara ait 245 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil
3.23’te sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin her biri i¢in zaman eksenindeki
pik baslangic ve pik bitis noktalari, alikonma zamanlari, varsa vadi noktalar
kaydedilmistir. Piklerin zirve noktalarinin ve vadi noktasinin y eksenindeki kargiliklar
da kaydcdildikten sonra her bir kromatograma ait kromatografik ccvap fonksiyonu
(KCF) dcgerleri hesaplanmigtir. Her bir kromatografik sart igin hcsaplanan KCF
degerleri, Cizelge 3.27°de “Olg¢iilen” siitununda listelenmistir. Modelleme sonrasmda
her deney i¢in ampirik modelle hesaplanan KCF degerleri, aym ¢izelgede “Tahmin
edilen” sitununda, Ol¢iilen ve tahmin edilen degerler arasindaki (ark ise “Artik”

stitununda verilmistir.
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Cizelge 3.27. Merkezi bilesenli lasarima gore planlanan lasarim matrisi ve elde edilen KCF

degerleri
X1 X2 X3 X4 KCF
Kolon .
St c( ::]é] )1 g1 T(;Tﬁ?n Ta(l(ljsz)on ?‘rili /2:5)1 Olgiilen Eﬁ:ﬁ;ﬂ Artik

CCD1 -1 -1 -1 -1 2,4278 24219 0,0059
CCD2 1 -1 -1 -1 3,1375  3,1645 -0,0270
CCD3 -1 | -1 -1 4,0255 4,0486 -0,0230
CCD4 1 1 -1 -1 6,0187 59577 0,0610
CCD5 -1 -1 1 -1 3,4082 34171 -0,0089
CCD6 1 -1 1 -1 2,6797  2,6553 0,0244
CCD7 -1 1 1 -1 3,1504  3,1407  0,0098
CCDR8 | | | -1 3,5214 3,5454 -0,0240
CCD9 -1 -1 -1 1 2,0968 2,0896 0,0072
CCD10 | -1 -1 1 2,3666 2,3673 -0,0007
CCDI11 -1 1 -1 1 2,9408 29561 -0,0153
CCD12 1 1 -1 1 4,3923  4,4004 -0,0080
CCD13 -1 -1 1 1 3,6398 3.6917 -0,0519
CCD14 1 -1 1 1 2,4712  2,4650  0,0062
CCD15 -1 | | 1 2,6652 2.6551 0,0101

CCD16 1 1 1 1 2,5982  2,5950 0,0032
CCD17 - 0 0 0 2,1779  2,1487 0,0292
CCD18 + o 0 0 0 2,8097 2,8311 -0,0214
CcCDI19 0 —a 0 0 2,2471  2,2286  0,0185
CCD20 0 + o 0 0 3,9746 39853 -0,0107
CCD21 0 0 —o 0 5,1072  5,1111  -0,0039
CcCD22 0 0 +a 0 43127 43010 0,0117
CCD23 0 0 0 o 3,2183  3,2313  -0,0130
CCD24 0 0 0 +a, 1,9693  1,9486 0,0208
CCD25 0 0 0 0 2,5366  2.5370 -0,0003
CCD26 0 0 0 0 2,5375  2,5370  0,0005
CcCD27 0 0 0 0 2,5356  2,5370 -0,0014
CCD28 0 0 0 0 2,5362  2,5370 -0,0008
CCD29 0 0 0 0 2,5372  2,5370  0,0002
CCD30 0 0 0 0 2,5355  2,5370 -0,0015
CCD31 0 0 0 0 2,5403  2,5370  0,0033
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Cizelge 3.27°de sunulmus olan dl¢iilen KCF degerleri ile bagimsiz degigkenler
arasindaki iliskiyi modellemek i¢in, en kii¢tk kareler tekniginden yararlantlarak ikinci
dercceden ampirik bir model olusturulmustur. Bu modcldeki terimlerin katsayilar ile

bu katsayilara ait t-test ve p-degerleri Cizelge 3.28°de verilmistir,

Cizelge 3.28. SDX-TMP icin CCD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve
istatistikscl sonuclari

Katsayn t-test p-degeri

Kesim degeri 2,537 244,19 5,27 x107%
X, 0,171 30,41 1,39 x10°1
Xy 0,439 78,27 4,17 x1022
X3 -0,202 -36,10 9,25 x107"7
X4 -0,321 -57,15 6,27 x10°%°
x? -0,012 -2,29 3,59 x10°7
x2 0,142 27,72 5,94 x10°13
x3 0,542 105,49 3,55 x10%4
X2 0,013 2,57 2,04 x1072
X1 X 0,292 42,44 7,13 x10°18
X1Xs -0,376 54,73 1,25 x10°"?
X1X4 0,116 -16,91 1,25 x10°1!
XXz 0,475 -69,24 2,95 x10%
XpX4 -0,190 -27,65 6,16 x10°"°
X3X4 0,152 22,08 2,07 x10°13

Cizelge 3.28°de gorildigu izere, modeldeki terimlerin p-degerleri, bu
caligmada scgilen anlamlilik seviyesi olan o = 0,05’ten kiiciiktiir ve t-test degerleri,
2,12 olan t-tablo degcerinden biiytiktiir. Yani 0,05 anlamlilik diizcyindc tiim terimler
anlaml derecede cevap iizerine etki etmektedir. Bu yiizden kromatografik cevabin
modellenmesinde, tiim terimlerin kullamldig1 bir fonksiyon gereklidir. Kromatografik
cevabi anlamli olarak etkileyen terimler kullanilarak olusturulan matematiksel model

Esitlik 3.5’(e verilmistir.
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y = 2,537+ 0,171x, + 0,439x, — 0,202x3 — 0,321x, — 0,012x% + 0,142xZ +
0,542x3 + 0,013x2 + 0,292x,x, — 0,376x,x3 — 0,116x,x, — 0,476x,x5 —
0,190X2X4 + 0,1 52x:3X4 (E$]t]]k 35)

Bu modelde y kromatografik cevap faktorini; x;, xz, xsve x4 sirastyla kolon
sicaklil, tampon pH’1, tampon yiizdesi ve akis hizi degiskenlerinin dogrusal
terimlerini; x2, x2, x2 ve x%, bu dcgiskenlerin distcl terimlerini; xqX,, XqX3, X1Xy4,

XpX3, X3X4, VC X3X4 18¢ bu degigkenlerin ctkilegim terimlerini temsil ctmektedir,

Merkezi bilesenli tasarim kullamlarak elde edilen ve faktorlerin KCF (izerine olan
ikili ctkilerini gosteren cevap yiizey grafikleri ve es ylkselti diyagramlan Sckil 3.24°tc

sunulmustur,
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Sekil 3.24. SDX-TMP i¢in CCD ile elde edilen a) Kolon sicakligi-tampon pH'1 ile KCF b)
kolon sicakligi-tampon yiizdesi ile KCF ¢) kolon sicakhgi-akis hizi ile KCF d) tampon pH’1-
tampon yiizdesi ile KCF e) tampon pH’1-akis hizt ile KCF f) tampon yiizdesi-akis hiz1 ile
KCF arasindaki iliskiyi gosteren yilizey grafikleri ve es yiikselti diyagramlar

160



d)

Tampon (%)

. 2
4 4.5 5 5.5

Tampon pH'l

0.2

Akis izl {mL/dk)
e
]

o
@

0.14

4 45 5 55
Tampon pH'l

028

0.26

o
(X
=

Akis hizi (mL/dk)
s &
L] N

o
@

o
@

o
=

44’@,? 02 =

’ 12 mpo!‘\ 40 50 60

2 =S T B o 0.12
f"’b(/q* 018" g e
012 38 Tampon (%

3

‘
70 80

)

Sekil 3.24. Devam. SDX-TMP i¢in CCD ile elde edilen a) Kolon sicakligi-tampon pH’1 ile
KCF b) kolon sicakligi-tampon viizdesi ile KCF ¢) kolon sicakligi-akis hi71 ile KCF d)
tampon pH’1-tampon yiizdesi ile KCF e) tampon pH’1-akis hiz1 ile KCF f) tampon yiizdesi-
akis hizi ile KCF arasindaki iliskiyi gosteren yiizey grafikleri ve es yiikselti diyagramlari
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Sekil 3.24’te sunulan cevap yiizey grafikleri ve eg yiikselti diyagramlari
incelendiginde, secilen faktorlerin KCF lizerine farkli derecelerde etki ettikleri,
faktorler arast ctkilesimlerin de cevap 6nemli degisiklikler yaptigi goriilmektedir.
Sckil 3.24.a’da sunulan cevap yiizey grafigi ve cs yiiksclti diyagrami, kolon sicaklig
ve tampon pH’1 arasindaki etkilesimin ve faktorlerin karesel etkilerinin cevap tlizerinde
onemli bir etkisi oldugunu gostermektedir. Kolon sicakligmin ve tampon pH’imm
yiiksek oldugu bolge en yiiksek KCF degerlerinin elde edildigi bolgedir. Tampon pH
degerinin diisiik, kolon sicakliginin yiiksek oldugu bolgede ise en diisiik KCF degerleri

gozlenmektedir.

Sekil 3.24.b’de tampon yiizdesinin digiik, kolon sicakliginin yiksek oldugu
sartlarda KCF’nin yiiksck degerler aldigr goriilmektedir. Tampon yiizdesi cksenindcki
belirgin ig biikcy kivrim bu faktore ait karescl ctkinin cevap lizerinde dnemli bir ctkisi
oldugunu gosterir. Kolon sicakhig eksenindeki dig biikey kivrim ise daha az belirgin
olduguna gore, bu faktoriin karesel etkisi cevap iizerine goreceli olarak daha a7z etki
etmektedir. Bu karesel etkilerin sonucu olarak ortaya ¢ikan “eyer” seklinin [ak(or
eksenlerine paralel olmayisi [aktorler arast etkilesimin yiiksek oldugu anlamina gelir.
Nitekim Sekil 3.24.b’de diisiik KCF seviyelerine neden olan iki farklt bélgenin oldugu
goriilmektedir: diisiik kolon sicakhif1 ve diisiik-orta tampon orani ile yiiksek kolon
sicakli1 ve yiiksek-orta tampon orant. Sekil 3.24.c’de kolon sicakligt ve akis hizi
arasmdaki ctkilesimin dc cevap tlizerine ctkili oldugu goriilmcektedir. Akis hizi ve kolon
sicakhiginin yliksck oldugu durumlarda diisik KCF dcgerleri; kolon sicakligimin
yiiksek ve akis hizinin disiik oldugu kosullarda ise yiliksek KCF degerlerinin elde
edildigi anlagilmaktadir. Bu grafikte KCF degerinin daha dar bir bolgede degisiyor
olusu, akis hiz1 ve kolon sicaklig etkilerinin, diger fakiorlere gére nispeten daha diisiik

oldugunu goslerir.

Tampon pH’1 ve tampon yiizdesinin cevap lizerine etkisini gosteren Sekil
3.24.d’de bu iki faktor arasindaki etkilesimin KCF’nin iizerinde etkili oldugu
goriilmektedir. Tampon yilizdesi ve tampon pH’inm diistik scviyelerinde diisiik KCF
degerleri gézlenmektedir. Tampon yiizdesinin diisiik ve tampon pH’min yiiksck

seviyelerinde ise yliksek cevap elde edilmektedir. Tampon yiizdesi eksenindeki i¢
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biikey kivrim, bu faktoriin karesel etkisinin de olduguna isaret etmektedir. Sekil
3.24.e’de tampon pH’1 ve akig hizinin KCF ile iliskisini gdsteren cevap ylizey grafigi
vc ¢ viiksclti grafigi verilmistir. Bu iki faktor arasindaki ctkilegimin cevap tizerindcki
ctkisi dzcllikle yiitksck tampon seviyclerinde oldukga fazladir. Tampon pH"inin diigtik
seviyesinde akis hizindan bagimsiz olarak diisiik KCF degerleri elde edilmektedir.
Akis hiz1 ve tampon yiizdesinin cevap ile iligkisini gdsteren Sekil 3.24.f’ye gore diisiik
tampon orani ve akis hizi seviyelerinde KCF degeri artmaktadir. KCF’'nin en diigiik
degerleri aldig1 bolge, tampon yiizdesinin orta seviyesi ve akis hizinmn yiiksek
seviyesindedir. Bu sekilde de tampon ylizdesinin karesel etkisi nedeniyle cevap

yiizeyinde i¢ biikey kivrim olugmustur.

Esitlik 3.5’tc verilen modcl kullamlarak bagimsiz dcgiskenlerin optimal

dcgerleri Cizelge 3.29°da sunuldugu gibi hesaplanmigtir,

Cizelge 3.29. SDX-TMP karigimi igin merkezi bilesenli tasarimla elde edilen optimal
kromatografik sartlar

Faktor adi Optimal degcer
X1 Kolon sicakligr (°C) 31,2
X2 Tampon pH”™1 3,89
X3 Tampon yiizdesi (%) 49,3
X4 Akis hiz1 (mL/dk) 0,23

3.2.1.3. Tasarimlarin Karsilagtirilmasi

SDX ve TMP etken maddelerinin analizi i¢in gelistirilmesi hedeflenen UPLC
yonleminin optimizasyonunda BBD ve CCD tasarimlari kullandmisur.  Bu
tasarimlarm kullanildig1 cevap ylizey metodolojisiyle elde edilen optimal sartlar
Cizelge 3.30°da sunulmustur. Cizelgede gorialdiagu Gzere farkli deney sahalari
kullanildig1 i¢in her bir faktdr icin optimal olarak saptanan degerler birbirlerinden

farkhdir.
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Cizelge 3.30. SDX-TMP karistmu igin farkli tasarimlar kullanilarak elde optimal
kromatografik gartlar

Faktor adi BBD CCD
X1 Kolon sicakligi (°C) 56,8 31,2
X2 Tampon pH”™1 4,84 3,89
X3 Tampon yiizdesi (%o) 55,6 49,3
X4 Akis hiz1 (mL/dk) 0,20 0,23

Bu iki farkli tasarimin kullanildigt cevap yiizey metodolojilerinin
karsilagtirilabilmesi ic¢in, Cizelge 3.30’da sunulan optimal kromatografik kosullar
kullamlarak iki cnjcksiyon gergeklestirilmigtir. Bu cnjcksiyonlara ait 245 nm’dc
kaydcdilen kromatogramlar Sckil 3.25’te sunulmustur. Bu sckil incclendiginde BBD
tasarimlarla elde edilen sartlarla TMP ve SDX igin belirlenen alikonma zamanlari
sirastyla 1,31 dk ve 1,47 dk oldugu goriillmektedir. CCD tasanm ile optimal olarak
saptanan sartlar kullanildiginda ise, TMP ve SDX bilesiklerinin alikonma zamanlari
sirastyla 1,06 dk 1,27 dk olarak kaydedilmistir. Ayiricilik ve pik seklinin benzer
oldugu bu kromatogramlardaki piklerin alikonma zamanlari ve dolayisiyla analiz

zamani da birbirlerinden farklidir.
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Sekil 3.25. SDX-TMP karigimi i¢in BBD ve CCD tasarimlar kullanilarak saptanan optimal
kromatografik sartlarda kaydedilen kromatogramlar
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SDX ve TMP icin yapilan c¢aligmalarda, Box-Behnken ve merkezi bilesenli
tasarimlarin kullanildig1 cevap yiizey metodolojileri sonucunda iki farkli optimal
kromatografik kosul saptanmmstir. Bu kromatografik kosullarin kullanildigr yontemler
optimizasyonda kullamlan tasarimlarm adlarina goére sirastyla BBD-UPLC ve CCD-
UPLC yontemleri olarak adlandinlmistir. Bu yontemlerle gerceklestirilen kantitatif
caligmalarda, cevap yiizey metodolojisi ile optimize edilen dort faktor (kolon sicaklig,
tampon pH’1, tampon ylzdesi, akis hiz1) disinda kalan deneysel sartlar 6n ¢alismalarda
belirlenmistir. SDX ve TMP etken maddelerinin analizi i¢in gelistirilen BBD-UPLC

ve CCD-UPLC yontemlerinin deneysel sartlar1 Cizelge 3.31°de 6zetlenmigtir.

Cizelge 3.31. SDX ve TMP etken maddelerini igeren veteriner preparatin kantitalif analizi
i¢in kullamlan UPLC yontemlerine ait kromatografik sartlar

BBD-UPLC CCD-UPLC

Analitik kolon Cis 100 mm Cis 100 mm
Hareketli faz Mctanol ve 20 mM Mctanol vec 20 mM

CH>COONa karigimi CH3COONa karisimi
Tampon yiizdesi (%) 55,6 49,3
Tampon pH'1 4,84 3,89
Kolon sicakligi (°C) 56,8 31,2
Akis hiz1 (mL/dk) 0,20 0,23
Numune ¢oziiciisi MeOH: su (50:50, h/h) MeOH: su (50:50, h/h)
Numunc hacmi 1 uL 1uL
Numune odasi sicakligi 15°C 15°C

3.2.2. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

SDX ve TMP karisiminin analizi igin geligtirilen BBD-UPLC ve CCD-UPLC
yontemlerinin  uygulamasinda hazirlanan tiim ¢ozeltilerde ¢oziicli olarak  6n
deneylerde belirlenmis olan metanol-su karigimi (50:50, A#/h) kullanilmistir. Standart
¢Ozeltilerin hazirlanmasi i¢in Oncelikle ayri ayri SDX ve TMP stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. SDX stok ¢6zeltisi i¢in 20 mg standart madde 100 mL balon jojede

¢Oziicu ile tamamlanmistir. TMP stok ¢ozeltisi icin 10 mg standart madde 100 mL
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balon jojede ¢oziici ile tamamlanmistir. Standart maddelerin tam olarak ¢oziinmesi
icin stok cozeltiler 5 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. Kalibrasyon ve
validasyon ¢aligmalari i¢in her iki stok ¢ozceltiden belli hacimler pipetlendikten sonra

vc ¢Oziicii ilc scyreltilmis ve tiim ¢ozcltiler giinlitk olarak hazirlanmigtir,

Kalibrasyon setinin planlanmasinda faktoriyel tasarimdan yararlanilmistir. SDX
igin 6-38 ug/mL, TMP i¢in 3-19 pg/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyon
¢ozeltileri hazirlanmistir. SDX ve TMP karigiminin kalibrasyon setinin tam [akidriyel
tasarimunda bes seviye ve iki bilesen icin 5°=25 adet kalibrasyon c¢dzeltisi

hazirlanmistir. Bu kalibrasyon setinin diyagramt Sekil 3.26’da sunulmusgtur.

19 o o ° o o

15 L] ° L) o ™
-
£
ES)

=11 o o . o o
o
=
'_

7 [ o . S a

3 o o ° o IS

6 14 22 30 38

SDX (ng/mL)

Sekil 3.26. SDX ve TMP kalibrasyon seti divagrami

SDX ve TMP bilesiklcrini igeren tam faktdriyel kalibrasyon scti, BBD-UPLC
ve CCD-UPLC yontemlerinin Cizelge 3.31°de sunulan kromatografik kosullarmmda
UPLC sistemine enjekte edilmistir. BBD-UPLC yonteminde TMP igin 250 nm’de ve
SDX i¢in 273 nm’de PDA dedeksiyon ile kromatogramlar1 elde edilmis ve Sekil
3.27°de sunulmustur. Bu yontem kullanilarak elde edilen kromatogramlarda TMP ve
SDX i¢in alikonma zamanlar1 sirasiyla 1,31 dakika ve 1,47 dakika olarak tayin
edilmistir. CCD-UPLC yodnteminin uygulanmasinda TMP i¢in 250 nm’de ve SDX icin
273 nm’deki PDA dedeksiyonu ile kromatogramlarin kaydi gerceklestirilmis ve Sekil
3.28’dc gosterilmistir, Bu yontem igin TMP ve SDX igin alikonma zamanlan sirastyla

1,06 dakika ve 1,22 dakika olarak belirlenmistir,
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Sekil 3.27. SDX-TMP kalibrasyon setinin BBD-UPLC yontemi ile 250 ve 273 nm’de
kaydedilen kromatogramlari
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Sekil 3.28. SDX-TMP kalibrasyon setinin CCD-UPLC yontemi ile 250 ve 273 nm’de
kaydecdilen kromatogramlar:
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BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinde bilesiklerin  kalibrasyon
denklemlerini elde etmek icin, SDX’in 273 nm’deki ve TMP’nin 250 nm’deki pik
alanlar ilc kalibrasyon sctindcki konsantrasyon degerleri arasindaki matcmatikscl
iligki, dogrusal rcgresyon analizi ile hesaplanmig ve denklemlerin istatistikscl
sonuglar Cizelge 3.32°de listelenmistir. Validasyon ve numune analizi ¢calismalarmda

SDX ve TMP miktarlar bu kalibrasyon denklemleri kullanilarak tayin edilmistir.

Cizelge 3.32. SDX ve TMP etken maddeleri igin elde edilen dogrusal regresyon verileri

BBD-UPLC CCD-UPLC

SDX T™MP SDX TMP
Dalga boyu (nm) 273 250 273 250
Dogrusal aralik (ug/mL) 6-38 3-19 6-38 3-19
Egim 3,358 1,145 2,878 1,032
Kesim -2,454 0,070 0,097 -0,284
Korelasyon katsayisi 0,9996 0,9998 0,9997  0,9993
Egimin standart hatasi 0,020 0,005 0,013 0,008
Kcsimin standart hatasi 0,491 0,062 0,334 0,098
Korelasyon katsayisimn standart hatast 1,122 0,142 0,760 0,224
Yakalama sinir1 (ug/mL) 0,48 0,18 0,38 0,31
Tayin sinm (ug/mL) 1,46 0,54 1,16 0,95

3.2.3. Yontemlerin Validasyonu

BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin validasyon caligmalar1 sistem

uygunluk ve analitik validasyon testleri olarak iki basamakta gerceklestirilmistir.

Sistem uygunluk testleri: SDX ve TMP bilesiklerini iceren cozelti, BBD-UPLC
ve CCD-UPLC yontemlerinin Cizelge 3.31°de Ozctlenen kromatografik sartlarda
UPLC sistcminc cnjckte cdilmigtit. 10 cnjcksiyon sonucunda cldc cdilen
kromatogramlardaki sistem uygunluk parametreleri Waters Empower 2 yaziliminda

hesaplanarak ortalama degerleri Cizelge 3.33’te sunulmustur.
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Cizelge 3.33. SDX ve TMP karisiminin analizi i¢in gelistirilen UPLC yontemlerinin
sistem uygunluk testi sonuglar

BBD-UPLC CCD-UPLC Onerilen

TMP SDX T™P SDX
Alikonma zamani (dakika) 1,31 1,47 1,06 1,22
Kapasitc faktorii (k”) 1,39 1,69 1,12 1,44 k’>2
Ayiricilik (R) - 2,11 - 2,15 R>2
Kuyruklanma [akt6rii (T) 1,57 1,47 1,63 1,58 T<2
Teorik tabaka say1s1 (N) 4493 5321 3501 4353 N > 2000
Alikonma zaman1 BSS 0,091 0,091 0,34 0,29 BSS <1
Pik alan1 BSS 0,98 0,88 0,77 0,49 BSS<1

BSS : Bagil standart sapma

Yontem validasyon testleri: BBD-UPLC vc CCD-UPLC ydntemlerinin
validasyonlar geri kazanmm, giin i¢i ve giinler arasi ile standart ekleme g¢aligmalan

yapilarak gergeklestirilmistir.

Geri kazanim caligmasi her iki analiti de farkli derigimlerde iceren 11 adet yapay
karisum ¢ozeltisi hazirlanmistir. BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin dogruluk
ve kesinligini degerlendirmek i¢in hazirlanan 11 adet yapay karisim ¢Ozeltisinin
kromatogramlari, yontemlerin Cizelge 3.31°de dzetlenen kromatografik kosullarinda
kaydedilmigtir. 273 nm’de kaydedilen kromatogramlarda SDX bilesigine ait olan pik
alanlari, 250 nm’dc kaydedilen kromatogramlarda TMP bilcsiginc ait olan pik alanlar,
kalibrasyon dcnklemlerinde  yerlerine  konularak  yapay karisgimlardaki  ctken
maddelerin miktarlart hesaplanmis, BBD-UPLC ve CCD-UPLC igin Cizelge 3.34°te
sunulmustur. BBD-UPLC yontemi ile elde edilen yiizde geri kazamm ile standart
sapma degerleri SDX icin %100,88 ve 1,67; TMP icin %100,53 ve 1,73 olarak
hesaplanmistir, CCD-UPLC yontemi ile elde edilen yiizde geri kazanum ile standart
sapma degerleri SDX icin %99,65 ve 1,72; TMP icin %99,81 ve 1,56 olarak tayin

edilmistir.
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SDX-TMP karigiminin analizi icin gelistirilen BBD-UPLC ve CCD-UPLC
yontemlerinin dogruluk ve kesinlik acisindan degerlendirilmesi ic¢in diger bir
validasyon testi olarak giin i¢i ve gilinler arast dencyscl ¢aligmalar gergeklestirilmistir.
Bunun igin belirlenen test derigimimin %80°1 (24 ng/mL SDX + 4,8 pg/mL TMP),
%100i (30 pg/mL SDX + 6 pg/mL TMP) ve %120°si (36 pg/mL SDX + 7,2 pg/mL
TMP) olacak bi¢gimde ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde ¢ozeltiler hazirlanmigtir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiler, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yo6ntemleri kullanilarak ayni giin
icinde ¢ [arkli saatle ve birbirini takip eden 3 giinde analiz edilmis ve ortalama
sonuclar1 Cizelge 3.35°te dzetlenmistir. Her bir seviye i¢in ii¢ kez tekrar edilen analiz
sonuclarinin ortalamalart “Bulunan” sitununda verilmis olup, % geri kazanim,
standart sapma, bagil standart sapma vc ba@il hata dcgerleri aym ¢izelgede

sunulmustur.
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SDX ve TMP bilesiklerini iceren enjeksiyonluk ¢dzelti olarak piyasada bulunan
sivi dozaj formundaki yardimci1 maddelerin, etken maddelerin kantitatif tayini tizerine
ctkisini degerlendirmek igin standart ckleme tcknigi uygulanmigtir, Standart ckleme
cahgmalant i¢in {i¢ paralcl olarak, tii¢ farkli derisim scviycsinde ¢ozcltiler
hazirlanmigtir. Tiim seviyeler igin 10 mL’lik balon jojelere oncelikle Bolim 3.2.4°te
agiklandig1 gibi hazirlanan derigik preparat ¢ozeltisinden 1 mL konulmustur. Standart
olarak eklenen derisim seviyeleri sirasiyla SDX igin &, 12, 16 pg/mL ve TMP i¢in 4,
8, 12 ng/mL olacak bicimde stok ¢ozeltilerden farkli hacimler balon jojelere ilave
edilmis ve balon jojeler ¢oziicii ile tamamlanmistir. (. seviye olarak adlandirilan
derisim seviyesini hazirlamak icin 1 mL derisik preparat cozeltisi 10 ml’ye

scyrcltilmistir.

Standart cklecme galismalar igin hazirlanan bu standart ¢ézcltiler, BBD-UPLC
ve CCD-UPLC yontemleri kullamlarak analiz edilmistir. [lave edilen standart madde
miktarlarinin - hesaplanmasi ig¢in, saptanan toplam miktarlardan 0. seviyedeki
¢Ozellilerin analizinden elde edilen miktarlar (preparatltan gelen miktarlar)
cikarlmustir. Ug paralel halinde yapilan bu calismayla elde edilen sonuclarin
ortalamalari, geri kazanim yiizdeleri, bagil standart sapma ve bagil hata degerleri

Cizelge 3.36’da sunulmustur.
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3.2.4. Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Optimize edilen UPLC yontemlerinin ticari veteriner preparatlara uygulanmasi
i¢in, ANIMAR Enjeksiyonluk (Cdzelti ambalajindan 0,1 mL hacmindeki ¢ozelti 100
mL’lik balon jojeye alinmuistir. Balon joje hacmi ¢6ziicii ile tamamlanip ¢alkalandikian
sonra 0,2 um por acikligina sahip naylon membranli giringa ucu (iltre ile stiziilmigtir.
Elde edilen filtrat, derisik preparat ¢ozeltisi olarak adlandirilmigtir. Derigik preparat
¢oOzeltisi, SDX ve TMP’nin dogrusal calisma araligina girecek bicimde 10 mL’lik
balon jojc igindc ¢oziicii ilc scyrcltilmigtir. Bu islem 10 kez tckrarlanarak UPLC

sistcmine cnjckte cdilecck gergek numune ¢ozcltileri clde cdilmistir.

Ger¢ek numune ¢ozeltileri, BBD-UPLC ve CCD-UPLC ydntemlerinin Cizelge
3.31°de sunulan kromatografik sartlari altinda UPLC sistemine enjekte edilmistir.
BBD-UPLC yoniemi ile SDX’in miktar (ayini i¢in 273 nm’de ve TMP nin miktar
tayini igin 250 nm’de PDA dedeksiyon ile kaydedilen kromatogramlari Sekil 3.29’da
sunulmustur. CCD-UPLC yodnteminin veteriner ticari Grinlerin kantitatif analizine
uygulanmasinda, SDX miktar tayini icin 273 nm’de ve TMP miktar tayini i¢in 250
nm’dc PDA dcdcksiyon ile kromatogramlar kaydedilmis ve Sckil 3.30°da

gosterilmistir.

SDX ve TMP bilesiklerinin sirasiyla 273 nm ve 250 nm’de kaydedilen bu
kromatogramlarindaki pik alanlarnn ve etken maddelere ait olan kalibrasyon
denklemleri kullamilarak veteriner preparatta bulunan etken madde miktarlan
hesaplanmustiir. Hesaplanan miktarlar etikette verilen birim olan mg/mL olarak,
ortalama, standart sapma, bagil standart sapma, standart hata, bagil hata ve giiven

aralig1 degerleriyle birlikte Cizelge 3.37°de sunulmustur.
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0.18

250 nm SDX

Sekil 3.29. BBD-UPLC yonteminin TMP ve SDX igcren farmasotik preparatlara
uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar
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0.18

250 nm

Sckil 3.30. CCD-UPLC yonteminin TMP ve SDX igeren farmasdtik preparatlara
uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar
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Cizelge 3.37. BBD-UPLC vec CCD-UPLC yoéntemlerinin SDX-TMP iceren vetcriner
preparatlarina uygulanmasi ile elde edilen miktar tayini sonuglar

BBD-UPLC CCD-UPLC
SDX (mg/mL) TMP (mg/mL) SDX (mg/mL) TMP (mg/mL)

Tl 202,12 40,02 200,01 39.99

T2 202,02 40,01 200,41 40,12

T3 201,66 40,51 201,30 40,52

T4 201,46 41,53 200,11 41,05

T5 200,20 39,15 200,59 40,71

T6 199,95 40,57 199,39 39,91

T7 199,84 39,97 200,66 40,09

T8 200,16 39,81 201,54 39.97

T9 200,00 39,89 200,80 41,82
T10 202,12 40,02 202,28 41,34

Ortalama 200,95 40,15 200,71 40,55

SS 1,00 0,62 0.83 0,66
BSS 0,50 1,55 0,41 1,64

SH 0,32 0,20 0,26 0,21

GA 200,33 - 201,57  39,76-40,53  200,20-201,22  40,14-40,96
F-test 1,44 1,14 F-tablo: 3,18
1-lest 0,59 1,40 t-tablo: 2,26

Clikel degeri: SDX:200 mg/mL, TMP: 40 mg/mL
SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma

SH: Standart hata

GA: Giiven araligi (p=0,05 igin)

Box-Behnken ve merkezi bilesenli tasarimlarla elde edilen BBD-UPLC ve
CCD-UPLC isimli iki kromatografik yontemin birbiri yerine kullanilip
kullanmilamayacaginin  tespiti  ig¢in, bu yOntemlerin farmasotik preparatlara
uygulanmasiyla elde edilen analiz sonuglari istatistiksel olarak karsilastirilmustir. %95
giiven aralifinda gerceklestirilen F-testi ve t-testi kullanilarak yapilan karsilastirma
sonuglart Cizelge 3.37°de 6zetlenmistir. F-testi kullamlarak yapilan karsilastirmada F-

tablo degeri 3,18 iken, SDX igin hesaplanan F-test degeri 1,44; TMP igin hesaplanan
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F-test degeri ise 1,14 olarak bulunmustur. F-test<F-tablo oldugu i¢in analiz
sonuclarinin varyanslar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamlt olmadigt tespit
cdilmistir. t-testi kullanilarak yapilan kargilastirmada t-tablo degeri 2,26 iken, SDX
i¢in hesaplanan t-test degeri 0,59; TMP igin hesaplanan t-test degeri isc 1,40 olarak
bulunmustur. t-test<t-tablo oldugu icin analiz sonuglarinin ortalamalar arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlaml olmadig saptanmistir. Bu veriler 1g181nda BBD-
UPLC ve CCD-UPLC yontemleri arasinda anlamli bir fark olmadigma karar

verilmistir.

3.3. SDM ve TMP Karnsimimim Analizi

Bu tez calismasinin hedeflerinden biri SDM (sdlfadimidin) ve TMP
(trimctoprim) ctken maddclerini igeren cnjcksiyonluk ¢ozelti formundaki veteriner
preparatm  kantitatif analizi i¢in bir UPLC ydntemi gclistirmektir. Bu UPLC
yonteminin gelistirilmesinde etkin kromatografik ayrimi en kisa siirede saglayan
kromatografik sartlarin saptanmasi i¢in cevap yiizey metodolojisi ve kromatografik
cevap [onksiyonu kullanilmistir. Cevap yiizey metodolojisi sirasinda farklt tasarimlar
kullanilarak, birbirinden farkli {i¢ kromatograflik sart elde edilmistir. Bu sartlar
kullanilarak gelistirilen UPLC yontemleri, analitik validasyon caligmalarindan sonra

enjeksiyonluk ¢ozelti preparatlarinin kantitatif analizine uygulanmustir.

3.3.1. UPLC Yéntcminin Optimizasyonu

Yontem optimizasyonunda on deneyler: SDM ve TMP karisgimina ait 6n deneyler
kapsamuinda, kalitatif ve kantitatil [aktorlerin etkilerinin incelendigi c¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada kalitatil kromatografik sartlardan olan kolon tiirii ve
hareketli faz1 olusturan bilesenlerin tiirlerinin se¢imi i¢in cevap yiizey metodolojisi
kullanilmamugtir. Cevap ylizey metodolojisinde kullanilacak bagimsiz degiskenler ise

kantitatif faktorlerden sccilmistir,
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SDM-TMP kombinasyonunun analizi i¢in yapilan 6n deneylerde, laboratuvarda
bulunan Waters Acquity marka BEH Cis (130A, 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm) kolon ile
yapilan galismalarda harcketli faz olarak farkli organik ve inorganik bilesenlerin
karigimlar test cdilmig SDM ve TMP piklerimin alikonma zamanlar1 ve pik sckilleri
arastinlmistir. Hareketli faz sistemindeki organik faz bileseni olarak asetonitril ve
metanol test edilmis, asetonitrilin kullamldigi kromatogramlarda SDM ve TMP
piklerinin ayrmmi yelersiz oldugu i¢in organik bilesen olarak metanoliin
kullanilmasinda karar verilmistir. Inorganik bilesen olarak (NHs)2CO; cozeltisi
secilerek, bu cozeltinin derisiminin ayrim iizerinde etkili olup olmadigini
incelenmigtir. Cozeltideki (NHs)2COs derigiminin SDM ve TMP bilesiklerinin
allkonma zamanlar1 iizcrine belirgin bir ctkisi olmadigr gozlenmistir. Bu nedenle
¢ozeltideki tuz derigimi cevap yilizecy mctodolojisinde  bir  degisken olarak
kullamlmamistir. Kromatografik sistemin ve analitik kolonun daha uzun omirlii
kullanilabilmesi amaciyla ¢aligmalarda 10 mM (NH4)2COs ¢ozeltisinin kullanimi
uygun bulunmustur. Ayrica ¢alismanin 6n deneylerinde numune ¢oziiciisii, enjeksiyon
hacmi, numune odas1 sicakligi ve bilesiklerin dedeksiyonu icin dalga boyu sec¢imi
calismalart gerceklestirilmistir. Bu calismalar sonucunda belirlenen parametreler

Cizelge 3.38’de verilmistir.

Cizelge 3.38. SDM vc TMP icin uygulanan ccvap yiizey mectodolojisindc sabit tutulan
kromatografik sartlar

Analitik kolon i Cig 100 mm

Hareketli faz : Metanol ve 10 mM (NH4)>COs3 (pH 8,0) karigimt
Numune ¢ozlciisii : Metanol: su (50:50, h/h)

Enjeksiyon hacmi . luL

Numune odasi sicakligt @ 15°C

Dedeksiyon dalga boyu : 235 nm
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Faktorlerin secimi ve seviyelerinin belirlenmesi: Kolon sicakliginin SDM ve
TMP bilesiklerinin alikonma zamanlar1 iizerine etkisini test etmek ve bu faktoriin
deney tasarimindaki scviyclerinin belirlenmesinde 6n bilgi sahibi olmak igin kolon
sicakh@ 30 °C vc 56 °C olarak ayarlanmig iki cnjcksiyon gergeklestirilmigtir, Bu
enjeksiyonlar sirasinda kolon sicaklign digindaki kromatografik sartlar sabit
tutulmustur (%65 10 mM (NH4)2COs3 ¢ozeltisi pH 8,0 ve %35 metanol; akis hiz1 0,20
mL/dk). Bu enjeksiyonlarin 235 nm’de kaydedilen kromatogramlart Sekil 3.31°de
verilmistir. Kolon sicakligi 30 °C oldugunda SDM ve TMP i¢in alikonma zamanlari
1,65 dk ve 3,45 dk olarak belirlenirken kolon sicakliginin 56 °C’ye c¢ikmasiyla
alikonma zamanlar1 sirasiyla 1,60 dk ve 2,63 dk olarak kaydedilmistir. Kolon
sicakhiginin artis1 6zcllikle TMP bilegiginin alikonma siircsini azalttigi ve dolayistyla
iki maddenin ayrimi tizerinde ctkili oldugu igin, bu paramctrenin dencyscl tasarim ve

optimizasyondaki faktorlerden biri olmasina karar verilmigtir.

10 mM (NH4)2COj3 ¢ozeltisinin haraketli fazdaki oranini alikonma zamanlarina
ve aywriciliga etkisini gdzlemlemek ve deney (asarimindaki seviyelerini belirlemek
icin, bu ¢ozeltiyi %35 ve %65 oraninda igeren hareketli [azlar kullanilarak iki (arkli
enjeksiyon yapilmistir. Bu islem sirasinda diger kromatografik sartlar sabit
tutulmustur (10 mM (NH4)>COs ¢ozeltisi pH 8,0 ve metanol karigimi; akis hizi: 0,20
mL/dk; kolon sicakligi: 30 °C). 235 nm’de kaydedilen bu enjeksiyonlara ait
kromatogramlar Sckil 3.32"de sunulmustur. %35 (NH4)2COs3 ¢6zcltisi igeren harcketli
fazla SDM vec TMP nin kromatografik ayrimi tam olarak gergcklesmemis olup bu
bilesiklerin alikonma zamanlan sirasiyla 0,97 dk ve 1,32 dk olarak belirlenmistir. %65
(NH4)2COs ¢ozeltisi igeren hareketli faz kullaniminda ise SDM ve TMP bilesiklerinin
alikonma siireleri sirastyla 1,65 dk ve 3,45 dk olarak tayin edilmistir. Beklendigi iizere,
hareketli fazdaki inorganik bilesenin yiizdesi, alikonma zamanlari ve ayiricilik

tzerinde oldukca etkili olmugtur.

Akis hizinin SDM ve TMP bilesiklerinin kromatografik ayrimi tizerine etkisini
test etmek ve deney tasarimindaki scviyelerini belirlemek igin diger kromatografik
sartlarin sabit tutuldugu (%65 10 mM (NH4)2COs ¢dzeltisi (pH 8,0) ve %35 metanol
karisimi; kolon sicaklig 30°C), fakat faz akig hizinin 0,14 mL/dk ve 0,26 mL/dk olarak
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ayarlandigi iki farkli enjeksiyon yapilmistir. Bu enjeksiyonlarin 235 nm’de kaydedilen
kromatogramlar1 Sekil 3.33’te gosterilmistir. 0,14 mL/dk akis hiziyla elde edilen
kromatogramda SDM ve TMP igin alikonma zamanlan sirasiyla 2,34 dk ve 4,83 dk
olarak kaydedilmigtir. Akig hiz1 0,26 mL/dk’ya arttinldigimda isc alikonma zamanlan
kisalarak sirastyla 1,31 dk ve 2,63 dk olarak belirlenmistir. Bu kromatogramlarin
incelenmesiyle goriildiigii izere, hareketli fazin akis hiz1 SDM ve TMP’nin alikonma
zamanlarina ve ayrim derecelerine etki etmekiedir. Bu yiizden akis hizinin cevap

ylizey metodolojisindeki [akidrlerden biri olmasina karar verilmistir.

30°C
SDM 56 °C
0.1 A
t.=1,60
on e
R t,=2,63
<
T™P
0.05 1,=3.45
0 -
| | | |
0 2 Zaman (dk) 6

Sekil 3.31. Kolon sicakhgmm SDM ve TMP ayrimina etkisini gdsteren kromatogramlar
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0.15

TMP % 35
tR=1’32 % 65
0.1 SDM
SDM t.=1,65
t,=097|| |®
)
< T™P
t_=3,45
0.05 ‘ ‘ R
Il
0 H y
| II..\'- - — —— - — -—
| l | l
0 2 Zaman (dk) 4 6

Sekil 3.32. Hareketli fazdaki 10 mM (NH.)2COs3 ¢dzeltisi yiizdesinin SDM ve TMP ayrimina
ctkisini gosteren kromatogramlar

0.1 0,14 mL/dk
S?M SDM 0,26 mU/dk
t,=1,31 t,=2,34

T™P T™P
_ t.=2,63 t,=4,83
2 005

: L _

Zaman (dk)

Sekil 3.33. Akig hizinin SDM ve TMP ayrimina etkisini gosteren kromatogramlar
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Yukarida bahsedilen 6n deneme caligsmalariyla tespit edilen ve SDM-TMP
kombinasyonunun analizinde bilesenlerin kromatografik ayrimi lzerine etki eden

faktorlerin listesi agagida sunulmustur;

1) Kolon sicakligi (°C)
2) Hareketli fazdaki (NH4)2COs3 yiizdesi (%)
3) Hareketli fazin akis hiza (mL/dk)

Secilen faktorler tizerine yapilan 6n denemelerde, kolon sicaklig1 i¢in 30-56 °C
araligy, hareketli fazdaki (NH4)2CO3 orani i¢in %35-65 araligi, ve akis hizt icin 0,14-
0,26 mL/dk aralig1 test edilmistir. Bu faktorlerin 6n denemelerdeki ¢aligma araliklart,
faktorlerin ve etkilesimlerinin ayrim ile analiz zamani iizerine etkileri dikkate alinarak,
dencyscl tasarmm caligmasidaki faktor araliklar saptanmistir. Bu faktorlerin cevap
viizey mctodolojiyle uygun olan arahklarr kolon sicakhigi igin 26-76 °C, harcketli
fazdaki (NH4)2CO3; oram igin %33-69 ve akis izt ig¢in 10-30 mL/dk olarak
belirlenmigtir. Belirlenen bu araliklar -1, 0, ve +1 olmak iizere ili¢ seviye igin
diizenlenmis ve tam [fakidriyel ve Box-Behnken tasarimlari i¢in deney uzayi
olusturulmustur. SDM-TMP karisiminin analizi i¢in tam [akioriyel ve Box-Behnken

tasarimlarinda kullanilan faktor seviyeleri Cizelge 3.39°da gdsterilmigtir.

Cizelge 3.39. SDM ve TMP i¢in uygulanan FFD ve BBD tasarimlarinda kullanilan faktorler
ve bu faktorlerin seviyeleri

X1 X2 X3
Seviye Kolon sicakligi (°C)  (NH4)2CO3 (%) Akis hizt (mL/dk)
-1 26,0 33,0 0,10
0 49,0 51,0 0,20
+1 72,0 69,0 0,30
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Cizelge 3.39’da sunulan faktor araliklart, merkezi bilesenli tasarimin dis sinirlari
olarak kullanilmistir. Merkezi bilegenli tasarimun dogast geregi -1, 0 ve +1
scviyclerinin diginda —a ve + a scviycleri de oldugu igin her faktdr icin 5 scviyenin
belirlenmesi gerckir. SDM ve TMP bilesiklert iizerinde yapilan 6n denemclerde,
merkezi bilesenli tasarim igin belirlenecek eksenel noktalann, UPLC sistemi igin ¢ok
yiiksek kolon basmcma veya ¢ok yiiksek kolon sicaklhiklarma yol agacak
kromatografik sartlarin kullanimim gerektirdigi gorilmiistiic. Bu nedenle, SDM ve
TMP bilesiklerinin analizi i¢in merkezi bilegenli tasarimin planlanmasinda, eksenel
noktalarin konumu Cizelge 3.39°da sunulan -1 ve +1 sinirlarina gore ayarlanmigstir. Bu
amagla, Cizelge 3.39°da faktorlerin +1 ve -1 seviyeleri i¢in verilen degerler, +a ve «
scviyclerine doniistiiriilmiistiir. Tasarimm déncbilir dzcllikte olmasi igin o degeri 244
=2%% = 1,682 olarak hesaplanmis ve her bir [akidr icin yeni +1, 0 ve -1 seviyeleri
tespit cdilmistir. Bu merkezi bilesenli tasarim igin hesaplanan faktor seviyeleri Cizelge

3.40’ta sunulmustur.

Cizelge 3.40. SDM ve TMP i¢in uygulanan CCD tasariminda kullanilan faktdrler ve bu
faktorlerin scviyeleri

X1 X2 X3
Scviye Kolon sicakligr (°C)  (NH4)2CO3 (%) Akis hizi (mL/dk)
-0 26,0 33,0 0,10
-1 35,3 40,3 0,14
0 49,0 51,0 0,20
+1 62,7 61,7 0,26
+ 0 72,0 69,0 0,30

SDM ve TMP kangiminin analizine yonelik UPLC yoéntemlerinin
gelistirilmesinde, optimal kromatografik sartlarin belirlenmesi icin Cizelge 3.39’da
sunulan faktor seviyelerine gore olusturulan tam faktoriyel ve Box-Behnken tasarimlar
ile Cizelge 3.40’ta sunulan faktdr scviyclerine gore olusturulan merkezi bilesenli
tasarim kullanilarak ccvap yiizey metodolojisi uygulanmis ve optimizasyon

caligmalar gerceklestirilmistir,
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3.3.1.1. Tam Faktoriycl Tasarim ve Yéontem Optimizasyonu

Tam faktoriyel tasarima gore tc faktor ve ii¢ seviye kullanildiginda uzaydaki
dencyscl nokta sayis1 3* = 27 olarak hesaplanir. SDM-TMP cifti igin belirlencn ve
Cizelge 3.39’da sunulan faktor scviyclerine gére planlanan tasarim matrisi Cizelge
3.41°de sunulmustur. 20 pg/mL SDM ve 20 pg/mL TMP igeren numune, bu tasarim
matrisine gore ayarlanan 27 farkh kromatografik kosul kullanmlarak UPLC sistemine
enjekte edilmigtir. Bu enjeksiyonlara ait 235 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil
3.34’te sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin her biri i¢in zaman eksenindeki
pik baslangi¢c ve pik bitis noktalari, altkkonma zamanlari ve varsa vadi noktalari
kaydedilmigtir. Piklerin zirve noktalarinin ve varsa vadi noktasinin y eksenindeki
kargiliklart da kaydedildikten sonra her bir kromatograma ait kromatografik ccvap
fonksiyonu (KCF) degerleri hesaplanmistir. Cizelge 3.41°de her bir kromatografik sart
i¢in elde edilen KCF degerleri “Olgiilen” siitununda listelenmistir. Modelleme
sonrasinda, her deney i¢in ampirik modelle hesaplanan KCF degerleri ayni ¢izelgede
“Tahmin edilen” siitununda, 6l¢ilen ve tahmin edilen degerler arasindaki fark ise

“Aruk” siitununda verilmistir.
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Cizelge 3.41. Tam fakioriyel (asarim matrisi ile dl¢tlen, tahmin edilen ve arlik KCF degerleri

X1 X2 X3 KCF
KO]OHV (NH4)2CO3 Akis hiz N Tahmin
s1c(;3i<:1)1g1 (%) (mL/dk) Olciilen edilen Artik
FFDI 1 1 1 5,3432 54484  -0,1052
FFD2 -1 -1 0 1,9096 1,7566 0,1530
FFD3 -1 -1 +1 1,9431 1,8514 0,0917
FFD4 -1 0 -1 9,9469 10,4550 -0,5081
FFD5 -1 0 0 3,9614 4,0491 -0,0877
FFD6 -1 0 +1 1,5901 1,4298 0,1602
FFD7 -1 +1 -1 20,7753 19,9734 0,8019
FFDS8 -1 +1 0 10,5663 10,8534 -0,2871
FFD9 -1 +1 +1 5.3013 53,5200 -0,2187
FFD10 0 -1 -1 4,2570 4,1704 0,0866
FFDI11 0 -1 0 1,8718 1,7086 0,1633
FFDI12 0 -1 +1 2,8952 3,0334 -0,1382
FFDI13 0 0 -1 7,4042 7,6212 -0,2170
FFDI14 0 0 0 2,5554 2,4453 0,1101
FFDI15 0 0 +1 1,2527 1,0560 0,1967
FFD16 0 +1 -1 15,5350 15,5838 -0,0488
FFD17 0 +1 0 74679 7,6937 -0,2258
FFDI18 0 +1 +1 3,6634 3,5903 0,0731
FFD19 +1 -1 -1 3,7709 3,6396 0,1313
FFD20 +1 -1 0 2,4601 2,4077 0,0523
FFD21 +1 -1 +1 4,5277 4,9625 -0,4348
FFD22 +1 0 -1 5,5495 5,5346 0,0150
FFD23 +1 0 0 1,7983 1,5886 0,2097
FFD24 +1 0 +1 1,5504 1,4293 0,1211
FFD25 +1 +1 -1 11,7857 11,9413 -0,1556
FFD26 +1 +1 0 5,1933 5,2812 -0,0880
FFD27 +1 +1 +1 2,5568 2,4078 0,1490
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Sekil 3.34. SDM vc TMP icin tam [aktoriyel tasarima gére clde edilen kromatogramlar
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Cizelge 3.41°de sunulmus olan dl¢iilen KCF degerleri ile bagimsiz degigkenler
arasindaki iliskiyi modellemek i¢in, en kii¢tk kareler tekniginden yararlantlarak ikinci
dercceden polinomiyal bir fonksiyon olusturulmustur. Bu modcldeki terimlerin

katsayilar, t-test ve p-degerleri Cizelge 3.42°dce verilmistir.

Cizelge 3.42. SDM-TMP icin FFD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve p-
anlamlilik degerleri

Katsayi {-test p-degeri
Kesim degeri 2.4453 15,64 1,91x10°""
X -1,2303 -16,81 5,03 x10°12
1
%, 2,9926 40,89 2,03 x10°"%
X -3,2826 44,84 4,27 10"
X2 0.3736 2,95 9,03 x107
2 2,2559 17,79 2,01 x107"?
2
52 1,8933 14,93 3,32 x107"
3
%1% -1,5558 -17,35 3,00 x10°"?
1% 1,2300 13,72 1,27 x107"°
Xy -2,7141 -30,27 3,14 x10°'¢

Cizelge 3.42°de gorildiigi iizere, modcldeki her terimin p-degeri, bu ¢alismada
scgilen anlamlilik seviyesi olan o, = 0,05’ten kiigiiktiir ve t-test degerlert, 2,11 olan t-
tablo degerinden biiyiiktiir. Yani 0,05 anlamlilik diizeyinde tiim terimler anlamli
derecede cevap iizerine etki etmektedir. Bu yiizden kromatografik cevabin
modellenmesinde, 1iim terimlerin kullanildig: bir fonksiyon gereklidir. Kromatogralik
cevabi1 anlamli olarak etkileyen bu terimler kullanilarak olugturulan matematiksel

model Esitlik 3.6’da verilmistir.

y = 2,445 — 1,230x; + 2,993x, — 3,283x5 + 0,374x2 + 2,256x2 + 1,893x% —
1,556x1%, + 1,230x5 — 2,714, %3 (Esitlik 3.6)
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Bu modelde v kromatografik cevap faktoriind, x;, x> ve x; sirastyla kolon
sicakli@l, (NH4)2COs cozeltisinin yiizdesi ve akis hizi degiskenlerinin dogrusal
terimlcrini, x2, x% ve x% bu degiskenlerin distel terimlerini, x1X,, X1X3 VC X5X3 isc bu

degiskenlerin etkilesim terimlerini temsil etmektedir.

Tam faktoriyel tasarim kullanilarak elde edilen ve faktérlerin KCF lizerine olan ikili
etkilerini gOsteren cevap yiizey gralikleri ve es yikselti diyagramlart Sekil 3.3571e
sunulmustur. Bu sekilden segilen faktorlerin ve faktor etkilesimlerinin KCF iizerine
genel olarak farkl bigimlerde etki ettigi goriilmektedir. Sekil 3.35.a’dan hareketli
[azda bulunan (NH4)>COs ¢ozeltisinin % degerinin diisiik seviyelerinde genel olarak
diisitk KCF degerleri elde edildigi gozlenmekiedir. En yiiksek KCF degerlerine ise
(NH4):CO3 oranlarinin yiksek ve kolon sicaklifinin diisiik oldugu sartlarda
ulagilmaktadir. Ayn1 sekilden bu iki faktdr arasindaki etkilesimin cevap lizerinde
oldukga ctkili oldugu da anlagilmaktadir. Ozclliklc yiiksck (NH4)2CO3 scviyelerindc,
kolon sicakligi degisimi cevap tizerinde daha gok ctkilidir. Sckil 3.35.b’de akig hizinin
ve kolon sicakliginin arttik¢a KCF degerinin azaldig goriilmektedir. En yliksek KCF
degerlerine ise akis hizinin ve kolon sicakligimin diisiik seviyelerinde ulagilmaktadir.
Es yikselui ¢izgilerinin [ak(6r eksenlerine paralel olmayisi, akis hizi ve kolon sicakligi
arasindaki etkilesimin cevap lizerinde etkili oldugu anlamina gelmektedir. Sekil 3.35.c
incelendiginde en yiiksek KCF degerlerine akis hizinin diisiik, (NH4)>COs5 yiizdesinin
viiksek seviyelerinde ulasildigr gorilmektedir. Yiiksek akis hizi ve diisiik (NH4)2CO3
viizdcesi sartlarinda isc KCF daha diisiik degerler almaktadir. Bu sckilde gorscllcstirilen

iki faktor arasindaki ctkilesim de KCF {izerinde oldukga ctkilidir.

192



KCF
Akis hizi (mLidk)

Akis hizi (mLidk)

a - g ::‘x
l'5‘2":/0';(. 7 \';’“I

Kolon sicakhgi("C)

0.3 110
0.28

0.26

=
ha
i

=
[

<
b

e
@

0.16

30 35 40 45 50 55 B0 8BS 70
Kolon sicakhdi(*C)
03
028

0.26

=
2

o
ha
L)

S
ha

4
@

e
=

0.14
012
01
a5 a0 45 50 55 60 65
a,
(NH,),CO, (%)

Sekil 3.35. SDM-TMP i¢in FED ile elde edilen a) Kolon sicakligi-(NH4)>COs ylizdesi ile
KCF, b) akis hizi-kolon sicakligi ilc KCF, ¢) (NLL),COs3 ylizdesi-akis hizi ilc KCF
arasindaki iligskiyi gOsteren yiizey grafikleri ve eg yiikselti diyagramlari
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Esitlik 3.6’da verilen ampirik model kullanilarak saptanan bagimsiz
degiskenlerin optimal degerleri Cizelge 3.43’te sunuldugu sekilde hesaplanmistir.
Optimal olarak saptanan bu dcgerlerin cevap yiizey grafikleriyle de uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 3.43. SDM-TMP karisimi1 igin tam faktoriyel tasarimla elde edilen optimal
kromatografik sartlar

Faktor adi Optimal degcer
X1 Kolon sicakligr (°C) 48.5
X2 (NH4)2COs3 yiizdesi (%) 46,4
X3 Akis iz (mL/dk) 0,27

3.3.1.2. Box-Behnken Tasarim ve Yéntem Optimizasyonu

SDM-TMP karisiminin  analizi  i¢in  gelistirilecek UPLC  yonteminin
optimizasyonu i¢in Box-Behnken tasarimin olusturulmasinda, Cizelge 3.39°da
sunulan faktér scviyeleri kullamlmigtir, Ug faktdrlii Box-Behnken tasarima gorc,
mcerkez noktadaki tckrar sayisinm iki oldugu bir tasarim matrisi olusturulmus ve
Cizelge 3.44’te sunulmustur. Box-Behnken tasarimda deney sayist N = 2k X
(k—1)+ 1+ ny formiild ile hesaplandigi i¢in, tasarim matrisindeki deney sayisi
15°tir. 20 ug/mL SDM ve 20 pg/mL TMP igeren numune, bu tasarim matrisine gore
ayarlanan 15 kromatografik kosul kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilmistir. Bu
enjeksiyonlara ait 235 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil 3.36"da sunulmugtur.
Elde edilen kromatogramlarm her biri icin zaman eksenindeki pik baslangi¢ ve pik
bitis noktalar1, alikonma zamanlari, varsa vadi noktalarinin yani sira piklerin zirve
noktalarinin ve varsa vadi noktasinin y eksenindeki karsiliklart kaydedilerek her bir
kromatogram icin kromatografik cevap fonksiyonu (KCF) degerleri hesaplanmistir.
Hesaplanan KCF degerleri, Cizelge 3.44’tc “Olgiilen” siitununda listclenmistir.
Modclleme sonrasinda her dency i¢in ampirik modclle hesaplanan KCF degerleri, ayni
gizelgede “Tahmin edilen” siitununda, Slglilen ve tahmin edilen degerler arasindaki

fark ise “Artik” siitununda verilmistir,
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Cizclge 3.44. Box-Behnken 1asarim malrisi ile dl¢iilen, tahmin edilen ve aruk KCF degerleri

X1 X2 X3 KCF
5112(%(1))1];“;1 (NH(ﬁ)j)C 03 '?:;]i /]21:(7; Olciilen TCE:;E:? Artik
BBDI 0 1 T 45737 45461 0.0276
BBD2 0 -1 +1 3,1826 3,3743 -0,1917
BBD3 0 +1 -1 14,2438 14,0521 0,1917
BBD4 0 +1 +1 4,2043 4.2320 -0,0276
BBDS5 -1 0 -1 8,0663 8,2241 -0,1579
BBD6 -1 0 +1 2,1202 2,0587 0,0615
BBD7 +1 0 -1 5,9600 6,0215 -0,0615
BBDS +1 0 +1 1,3528 1,1950 0,1579
BBDY y i 0 2,0320 19018  0,1302
BBDI10 -1 +1 0 9,2067 9,2406 -0,0339
BBDI11 +1 -1 0 2,5594 2,5255 0,0339
BBD12 +1 +1 0 5,4202 5,5504 -0,1302
BBD13 0 0 0 3,1819 3,1885 -0,0065
BBDI14 0 0 0 3,1993 3,1885 0,0108
BBDI15 0 0 0 3,1842 3,1885 -0,0043

195



/ S "9€°E DD
Je[WeIS01BOoIY USJIPS SPIQ 2103 BWLIBSE) UYURg-Xog W JINL oA INAS "9€°€ IPIS

196



Cizelge 3.44’te sunulmusg olan dlgiilen KCF degerleri ile faktorler arasindaki

iliskiyi modellemek icin, en kii¢iik kareler tekniginden yararlanilarak ikinci dereceden

polinomiyal bir fonksiyon olusturulmustur. Bu modcldcki terimlcrin katsayilari, t-test

vc p-degerleri Cizelge 3.45°tc verilmistir,

Cizelge 3.45. SDM-TMP i¢in BBD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve p-
anlamlilik degerleri

Katsayn t-test p-degeri

Kesim degeri 3,1885 30,05 7,65 x107
Xy -0,7666 -11,80 7,69 x107
X7 2,5909 39,88 1,87 x107
X3 -2,7480 -42.30 1,39 x107
xZ -0,2801 -2,93 3,27 x1072
x2 1,8962 19,83 6,03 x10°°
x2 1,4664 15,33 2,14 x10°7
X1%, -1,0785 -11,74 7,89 x107
X1 X3 0,3347 3,64 1,49 x1072
XpX3 -2,1621 -23.53 2,58 x107°

Cizelge 3.45(e gorildiigii lzere, modeldeki her terimin p-degeri, bu ¢alismada

secilen anlamlilik seviyesi olan o = 0,05°ten kiictiktir ve t-test degerleri, 2,57 olan t-

tablo degerinden biiyiiktiir. Yani 0,05 anlamlilik diizeyinde tiim terimler anlaml

derecede cevap iizerine etki

etmektedir. Bu

yiizden kromatografik cevabin

modcllenmesinde, tiim terimlerin kullanildigr bir fonksiyon gereklidir. KCF degerini

anlamli olarak ctkilcyen terimler kullanilarak olusturulan matematikscl modcl Esitlik

3.7’de verilmistir.

y = 3,188 — 0,767x; + 2,591x, — 2,748x; — 0,280x% + 1,896x2 + 1,466x3 —
1,078xyx5 + 0,335x1x3 — 2,162x,x3

(Esitlik 3.7)
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Bu modelde v kromatografik cevap faktoriind, x;, x> ve x; sirastyla kolon
sicaklig1, (NH4)2COs (%) viizdesi ve akis hiz1 degiskenlerinin dogrusal terimlerini, x7,
x2 ve x2 bu degiskenlerin iistel terimlerini, x;x,, X, X3 Ve x,x5 ise bu degiskenlerin

etkilesim terimlerini temsil etmektedir.

Box-Behnken tasarim kullanilarak elde edilen ve lakiorlerin KCF iizerine olan ikili
etkilerini gosteren cevap yizey grafikleri ve es yiikselti diyagramlar: Sekil 3.37°de
sunulmustur. Sekil 3.37.a’da, hareketli fazdaki (NH4):COs3 yiizdesinin digiik
seviyelerinde daha dusiik KCF degerleri elde edildigi gozlenmektedir. En yiiksek KCF
degerlerine (NH4)2COs yiizdesinin yiiksek ve kolon sicakliginin diisiik seviyelerinde
ulagilmaktadir. (NH4)2CO3 yiizdesinin diisiik scviyclerinde, KCF dcgerinin kolon
sicakliginin degisimden daha az ctkilendigi goriilmektedir. Sckil 3.37.b’de akis hizinin
arttik¢a KCF degerinin azaldigi gézlenmektedir. En yiiksek KCF degerlerine akis
hizimin ve kolon sicakhginin diisiik seviyelerinde ulagilmaktadir. Yiiksek akig hizi
seviyelerinde, kolon sicakliginin cevap iizerine etkisi daha azdir. Es yiikselti
cizgilerinin [ak(or eksenlerine paralel olmayisi, akis hiz1 ve kolon sicakligi arasindaki
etkilesimin de cevap tizerinde oldukca etkili oldugu anlamina gelmektedir. Sekil 3.37.c
incelendiginde en yiiksek KCF degerlerine akis hizinin diisiik, (NH4)>COs5 yiizdesinin
viiksck scviyelerinde ulagildigr anlagilmaktadir. Her iki faktériin de karcscl ctkileri
dolayisiyla olusan igbiikcy ylizey grafiginde, en diisiik KCF degerlerinin akis hizinin
orta-yiiksek ve (NH4),COj3; vyiizdesinin orta-diisilk seviyelerinde elde edildigi

goriilmektedir.
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Sckil 3.37. SDM-TMP igin BBD ile elde edilen a) Kolon sicakligi-(NH4),COs3 yiizdesi ile

KCF, b) akis hizi-kolon sicakhigr ile KCF, ¢) (NH4)2COs ylizdesi-akis hizi ile KCF
arasidaki iligkiyi gdsteren yiizey grafikleri ve es yiikselti diyagramlan
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Esitlik 3.7°de verilen model kullanilarak bagimsiz degiskenlerin optimal
degerleri Cizelge 3.46’da sunuldugu gibi hesaplanmistir. Optimal olarak saptanan bu
degerlerin cevap yilizey grafikleriyle yapilan yorumlama ilc dc uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 3.46. SDM-TMP karisimi i¢in Box-Behnken tasarima gore uygulanan cevap
yiizey metodolojisi ile tespit edilen optimal kromatografik gartlar

Faktor adt Optimal dcger
X1 Kolon sicakligt (°C) 43,0
X2 (NH4)2CO3 yiizdesi (%) 44,6
X3 Akis hizi (mL/dk) 0,27

3.3.1.3. Mecrkezi Bilesenli Tasarim ve Yontem Optimizasyonu

SDM ve TMP kombinasyonunun analizi icin UPLC yontemi gelistirilmesinde,
yontemin merkezi bilegenli tasarim ilc optimizasyonu igin, Cizelge 3.40°ta sunulan
faktdr scviycleri kullamlmistir, Ug faktdrlii merkezi bilesenli tasarima gore planlanan
bir tasarim matrisindeki deney sayis1t N = 2% + (2k + 1) + n, [ormiilii ile hesaplanir.
Mecrkez noktada 5 adct tckrarim gergeklestirildigi bir tasarmm igin bu formiil
kullanmldiginda deney sayist 20 olarak hesaplanmigtir,. SDM-TMP karigimt igin
belirlenen merkezi bilesenli tasarim matrisi Cizelge 3.47°de sunulmustur. Bu tasarim
mairisine gore ayarlanan 20 kromatografik kosul kullanilarak 20 pg/mL SDM ve 20
ug/mL TMP i¢eren numune, UPLC sistemine enjekie edilmistir. Bu enjeksiyonlara ait
235 nm’de kaydedilen kromatogramlar Sekil 3.38°de sunulmustur. Elde edilen
kromatogramlarin her biri i¢cin zaman eksenindeki pik baslangi¢ ve pik bitis noktalari,
alikonma zamanlarn, varsa vadi noktalar1 kaydcdilmistir. Piklerin zirve noktalarmin ve
varsa vadi noktasmin y ckscnindcki kargihklar da kaydedildikten sonra her bir
kromatograma ait kromatografik cevap fonksiyonu (KCF) degerleri hesaplanmistir.
Her bir kromatografik sart i¢in hesaplanan KCF degerleri, Cizelge 3.47°de “Olgiilen”
sitununda listelenmistir. Modelleme sonrasinda her deney i¢in ampirik modelle
hesaplanan KCF degerleri, aym cizelgede “Tahmin edilen” siitununda, dlgiilen ve

tahmin edilen degerler arasindaki fark ise “Artik™ siitununda verilmistir.
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Cizelge 3.47. Merkezi bilesenli tasarim matrisi ile dl¢llen, tahmin edilen ve artik KCF

degerleri
X1 X2 X3 KCF
SIESI]((I)lngl (NH(%Cm /?nljlﬁ /g]‘f)‘ Oleiilen Zﬂ’iﬁ“ Artik
°C)
CCDl1 -1 -1 -1 42459 42704 -0,0245
CCD2 -1 -1 +1 1,8346 1,7666 0,0680
CCD3 -1 +1 -1 9,8683 9,8600 0,0084
CCD4 -1 +1 +1 4,2154 4,2783 -0,0629
CCDs5s +1 -1 -1 3,7246 3,7026 0,0220
CCD6 1 1 i 24423 24916 -0,0493
CcCD7 +1 +1 -1 7,5157 7,6246 -0,1089
CCDS +1 +1 +1 33194 3,3358 -0,0164
CCD9 -0 0 0 3,7732 3,7863 -0,0132
CcCcDI10 +a, 0 0 2,5872 2,5161 0,0710
CCDl11 0 o 0 2.9288 2,9582 -0,0294
CCD12 0 +o, 0 8,4562 8,3690 0,0872
CCDI13 0 0 —o 7,8414 7,7998 0,0416
CcCDl14 0 0 +a 2,1034 2,0872 0,0163
CCD15 0 0 0 3,2609 3.2591 0,0018
CCD16 0 0 0 3,2514 3,2591 -0,0077
CcCD17 0 0 0 3,2556 3,2591 -0,0034
CCDI18 0 0 0 32577 3.2591 -0,0014
CCD19 0 0 0 3,2600 3,2591 0,0009
cCD20 0 0 0 3,2589 3,2591 -0,0001
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Cizelge 3.47°de listelenmis olan dlgiilen KCF degerleri ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi modellemek i¢in, en kiiciikk kareler tekniginden
yararlamlarak ikinci dcrcceden polinomiyal bir fonksiyon olusturulmustur. Bu
modcldcki terimlerin katsayilar ilc katsayilara ait t-test ve p-degerleri Cizelge

3.48’de sunulmustur.

Cizelge 3.48. SDM-TMP i¢in CCD ile elde edilen ampirik modele ait katsayilar ve
istatistiksel sonuglari

Katsay t-test p-degeri

Kesim degeri 3,2591 126,24 2,39x107"7
X -0,3776 -22.,05 8,27x107'°
X, 1,6084 93,91 4,59x107'
i -1,6982 -99.15 2,67x107
x? -0,0381 2,29 4,53x1072
x7 0,8499 50,98 2,04x10°"%
x5 0,5954 35,72 7,03x10712
XX -0,4169 -18,63 4,29x107°
Xq1X3 0,3232 14,44 5,03x10°®
X5 X3 -0,7695 -34.38 1,03x107!1

Cizelge 3.48’de goriildigl iizere, modeldeki terimlerin p-degerleri, bu
caligmada scgilen anlamhilik scviyesi olan a = 0,057ten kiigliktiir ve t-test degerleri,
2,23 olan t-tablo dcgcrinden biiyiiktiir. Yani 0,05 anlamlilik diizcyindc tiim terimler
anlaml derecede cevap iizerine etki etmektedir. Bu yiizden kromatografik cevabmn
modellenmesinde, tiim terimlerin kullamldig1 bir esitlik gereklidir. Kromatografik
cevap [onksiyonu degerini anlamli olarak etkileyen terimler kullanilarak olusturulan

matematiksel model, Esitlik 3.8 de verilmigtir.

y = 3,259 — 0,378x, + 1,608x, — 1,698x5 — 0,038x? + 0,850x% + 0,595x2 —
0,417, + 0,323x, %5 — 0,770x,%; (Esitlik 3.8)
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Bu modelde y kromatografik cevap faktoriinii, x;, x> ve x3 sirastyla kolon
sicakligi, tampon yiizdesi ve akis hiz1 degiskenlerinin dogrusal terimlerini, x2, x3 ve
xZ bu degiskenlerin istel terimlerini, Xx{x, X;X3 Ve X,X3 ise bu degiskenlerin

etkilesim terimlerini temsil etmektedir.

Mecrkezi bilesenli tasarim kullanilarak clde cdilen ve faktorlerin KCF tizerine
olan ikili ctkilerini gdsteren cevap yiizey grafikleri ve cs yiiksclti diyagramlar Sckil
3.39°da sunulmustur. Bu sekil incelendiginde, se¢ilen faktorlerin ve faktor
etkilesimlerinin KCF tizerine genel olarak farkli oranlarda etki ettigi goriilmektedir.
Sekil 3.39.a’ya gore, hareketli lazdaki (NH4)2COs yiizdesinin diigiik seviyelerinde
diisitk KCF degerleri elde edilmektedir. En yiksek KCF degerlerine (NH4);COs5
yiizdesinin yuksek ve kolon sicaklifinin diisiik seviyelerinde ulagilmaktadir.
(NH4):COs yiizdesinin yiiksek seviyelerinde KCF degerinin kolon sicakliginin
degisimden daha ¢ok ctkilendigi gortilmektedir. Sckil 3.39.b’de akig hizinin arttikga
KCF dcgerinin azaldigr goriillmektedir. En yiiksck KCF dcgerlerine akig hizinin ve
kolon sicakhgmin diisilk seviyelerinde ulasilmaktadir. Yiiksek akig hiz
seviyelerinde, kolon sicakhigmin cevap tUzerine etkisi daha azdir. Es yiikselti
cizgilerinin [ak(or eksenlerine paralel olmayigi, akis hiz1 ve kolon sicakligi arasindaki
etkilesimin cevap lzerinde etkili oldugu anlamina gelmekiedir. Sekil 3.39.c’ye gore
en yiksek KCF degerlerine akis hizinin disiik, (NH4)2COs yiizdesinin yiiksek
seviyelerinde ulagilmaktadir. Her iki faktorin de karesel etkileri dolayisiyla olusan
icbitkcy yiizey grafiginde, cn diisiik KCF dcgcerlerinin akis hizinin yiiksck ve

(NH4)2COs ylizdesinin orta-diiglik seviyclerinde clde cdildigi goriilmcktedir.
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Sekil 3.39. SDM-TMP i¢in CCD ile elde edilen a) Kolon sicakligi-(NH4),COs yiizdesi ile
KCF, b) akis mzi-kolon sicakligi ilc KCF, ¢) (N114)>COj3 yiizdesi-akis hizi ilc KCF
arasindaki iliskiyi gosteren yiizey grafikleri ve es yiikselti diyagramlar:
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Esitlik 3.8’de verilen model kullanilarak bagimsiz degiskenlerin optimal
degerleri Cizelge 3.49°da sunuldugu gibi hesaplanmistir. Optimal olarak saptanan bu
degerlerin cevap yiizey grafikleriyle yapilan yorumlama ile de uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 3.49. SDM-TMP karisimi i¢in merkezi bilesenli tasarimla elde edilen optimal
kromatografik sartlar

Faktor ad Optimal degcer
X1 Kolon sicakligi (°C) 60,8
X2 (NH4)2COs ylizdesi (%) 48,0
X3 Akig hiza (mL/dk) 0,26

3.3.1.4. Tasarimlarin karsilastirilmasi

SDM-TMP etken maddelerinin analizi i¢in gelistirilmesi hedeflenen UPLC
yontemlerinin optimizasyonunda, FFD, BBD ve CCD tasarimlar1 kullanilarak tc
larkli kromatogralfik sart optimal olarak belirlenmistir. Her bir tasarimla elde edilen

optimal sartlar Cizelge 3.50’de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.50. SDM-TMP karisumi i¢in farkli tasarumlar kullanilarak elde optimal
kromatografik sartlar

Faktor adi FFD BBD CCD
X1 Kolon sicaklig1 (°C) 48.5 43.0 60,8
X2 (NH4)2COs yiizdesi (%) 46,4 44.6 48,0
X3 Akis hizi (mL/dk) 0,27 0,27 0,26

Ayn1 deneysel uzayr kullanan ii¢ farklt tasarimin kargilagtirilabilmesi icin, bu
tasarimlarla clde cdilen ii¢ farkli optimal kromatografik sart kullanilarak 20 ug/mL
SDM ve 20 pg/mL TMP igeren numune, UPLC sistemine cnjckte cdilmistir. Bu

enjeksiyonlardan elde edilen 6rnek birer kromatogram Sekil 3.36°da sunulmustur.
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Sekil 3.40. SDM-TMP karigim igin farkli tasarimlar kullanilarak saptanan optimal

kromatografik sartlarda kaydedilen kromatogramlar
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Sekil 3.40’taki kromatogramlar incelendiginde, kromatografik gartlar farkl
olmasma ragmen birbirine c¢ok yakin alikonma zamanlarn elde edildigi
anlagilmaktadir. FFD, BBD ve CCD tasarimlarla clde cdilen optimal sartlarla clde
cdilen alikonma zamanlart SDM igin sirasiyla 0,94; 0,94; 0,98 dk; TMP igin isc
sirastyla 1,06; 1,07; 1,13 dk olarak tayin edilmistir. Optimal olarak tespit edilen
kromatografik sartlar her bir faktor i¢in tek tek diigiiniildiigiinde birbirlerinden farkl
olsa da; kolon sicakligi, (NH4)2COs yiizdesi ve akis hizt i¢in belirlenen sartlarin
beraber kullanilmasiyla benzer kromatogramlar elde edilmistir. Cizelge 3.50°de
gorildigi tlizere, optimal olarak saptanan akis hizt degeri FFD ve BBD i¢in aynidir
ve CCD ile optimal olarak belirlenen degere olduk¢a yakindir. Fakat kolon sicakligi
ve (NH4)2COs3 yiizdesi parametreleri igin belirlenen optimal dcgerler birbirlerinden
oldukga farklidir. Fakat bu paramctrelerin optimal dcgerlerini sayisal olarak
kargilagtiracak olursak, her iki faktor i¢in de siralamanin BBD<FFD<CCD seklinde
oldugu goriilmektedir. Yani optimal olarak saptanan kolon sicaklig1 degeri arttikga,
optimal olarak saptanan (NHy)>CO; yiizdesinin degeri de artmaktadir. Kolon
sicakliinimn artist pikler arasindaki ayiriciligi azaltirken, (NH4)2CO3 yiizdesinin artisi
ise pikler arasindaki ayiriciligi arttirmaktadir. Bu degisime bagli olarak, bu
faktorlerin ampirik modellerdeki matematiksel isaretleri de birbirinin tersidir, kolon
sicakliginin  artist KCF’yi azaltirken (NH4):COs yiizdesinin artist KCF’yi

azaltmaktadir.

Sonug olarak, SDM vc TMP ctken maddclerinin analizi igin cevap ylizey
metodolojisi ile tespit edilen bu ii¢ optimal kromatografik sart kullanilarak {i¢ ayr
UPLC yontemi gelistirilmistir. Bu analiz yontemleri, optimizasyon basamaginda
kullanilan tam f(aktoriyel, Box-Behnken ve merkezi bilesenli tasarimlara gore
sirastyla  “FFD-UPLC”, “BBD-UPLC” ve “CCD-UPLC” yontemleri olarak
adlandirilmistir. Bu ydntemlerin cevap ylizey metodolojisi ile optimize edilen
kromatografik sartlarinin yani sira, 6n calismalarda belirlenen kosullart da iceren

liste Cizelge 3.517°dc 6zctlenmistir.
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Cizelge 3.51. SDM ve TMP ctken maddclerini iceren veteriner preparatin kantitatif analizi
icin kullanilan UPLC yo6niemlerine ait kromatografik sartlar

FFD-UPLC BBD-UPLC CCD-UPLC

Analitik kolon Cig 100 mm Cig 100 mm Cig 100 mm

X Mectanol ve 10 mM  Mctanol ve 10 mM  Mectanol ve 10 mM
Hareketli [az .

(NH4)2COs3 karisim1 (NH4)2CO3 karigimi (NH4)2CO3 karigimi

(NH4)>2COs3 yiizdesi 46,4 44,6 48,0
Kolon sicakligr (°C) 48,5 43,0 60,8
Akig hizi (mL/dk) 0,27 0,27 0,26
Numune coziiciisii Metanol: su Metanol: su Metanol: su

¢ ) (50:50, h/h) (50:50, h/h) (50:50, A/h)
Enjeksiyon hacmi 1 uL 1 pL 1 ulL
Numunc odasi 15 °C 15 °C 15 °C

sicaklig

3.3.2. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

SDM ve TMP karigmumn analizi icin hazirlanan tiim cozeltilerde, on

deneylerde belirlenmis olan metanol-su karisimt (50:50, A/h) ¢Oziici olarak

kullanilmistir. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmast icin dncelikle SDM ve TMP stok

¢ozcltileri ayn ayr hazirlanmigtir,. SDM stok ¢6zcltisi igin 10 mg SDM’ye kargilik

gelen 10,8 mg siilfadimidin sodyum standart maddcsi 100 mL balon jojcyce almarak

¢O7iict ile tamamlanmistir. TMP stok ¢ozeltisi i¢in 10 mg standart madde 100 mL

balon jojede ¢o7iicii ile tamamlanmigtir. Standart maddelerin tam olarak ¢déziinmesi

icin stok c¢ozeltiler 5 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. Kalibrasyon ve

validasyon ¢aligsmalar1 i¢in her iki stok ¢ozeltiden belli hacimler pipetlendikien sonra

ve coziici ile seyreltilmis ve tiim ¢ozeltiler giinliik olarak hazirlanmugtir.
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SDM icin 6-30 ug/mL, TMP icin 2-18 pg/mL konsantrasyon araliginda
kalibrasyon cozeltileri hazirlanmistir. Kalibrasyon setinin planlanmasinda faktoriyel
tasarimdan yararlanilmigtir. SDM ve TMP kangiminm kalibrasyon sctinin tam
faktoriyel tasarimimda bes seviye ve iki bilesen igin 5>=25 adct kalibrasyon ¢dzcltisi

hazirlanmigtir. Bu kalibrasyon setinin diyagranm Sekil 3.41°de sunulmustur.
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Sckil 3.41. SDM ve TMP kalibrasyon seli diyagrami

SDM ve TMP etken maddelerini iceren kalibrasyon ¢ozeltileri, FFD-UPLC,
BBD-UPLC ve CCD-UPLC yéntemlerinin Cizelge 3.51°de sunulan kromatografik
kosullarinda UPLC sistcminc enjckte cdilmistir. Bu yontemlerde SDM bilesigi igin
268 nm ve TMP bilesigi igin 235 nm’de PDA dedcksiyon ilc kromatogramlar clde
edilmistir. FFD-UPLC yontemi ile elde edilen kromatogramlar Sekil 3.42°de
sunulmus olup, SDM ve TMP igin alikonma zamanlan 0,94 ve 1,06 dk olarak
belirlenmigstir. Sekil 3.43’te sunulan BBD-UPLC yontemi ile kaydedilen
kromatogramlarda SDM ve TMP igin alikonma zamanlar1 0,95 ve 1,08 dk olarak
gozlenmistir. CCD-UPLC yontemi kullanilarak SDM icin 268 nm’de kaydedilen
kromatogramlarda bu etken maddenin alikonma zamani 0,98 dk olarak, TMP i¢in
235 nm’de kaydedilen kromatogramlarda ise TMP alikonma zamani 1,12 dk olarak

belirlenmis ve bu kromatogramlar Sckil 3.44°tc sunulmusgtur.
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TMP

Zaman (dk) 2

Sekil 3.42. SDM-TMP kalibrasyon setinin FED-UPLC yontemi ile 268 ve 235 nm’de
kaydedilen kromatogramlari
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Sekil 3.43. SDM-TMP kalibrasyon setinin BBD-UPLC yéntemi ile 268 ve 235 nm’de
kaydedilen kromatogramlar:
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SDM

Sekil 3.44. SDM-TMP kalibrasyon setinin CCD-UPLC ydntemi ile 268 ve 235 nm’de
kaydedilen kromatogramlari
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FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC ydntemlerinde, kalibrasyon setinin
268 nm’de kaydedilen kromatogramlarinda SDM’nin ve 235 nm’de kaydedilen
kromatogramlarmda TMP nin pik alanlart ilc bu bilesiklerin kalibrasyon sctindcki
konsantrasyon dcgerleri  arasmdaki  dogrusal iligkiyi  agiklayan denklemler
olusturuldu. Bu degiskenlerin dogrusal regresyon analizi ile elde edilen kalibrasyon
egrilerine ait istatistiksel sonuglar Cizelge 3.52’de sunulmustur. Validasyon ve
gercek numune analizi ¢alismalarinda SDM ve TMP miktarlar1 bu kalibrasyon

denklemleri kullanilarak hesaplanmistar.

Cizelge 3.52. SDM ve TMP etken maddeleri icin elde edilen dogrusal regresyon verileri

FFD-UPLC BBD-UPLC CCD-UPLC
SDM TMP SDM TMP SDM TMP

Dalga boyu (nm) 268 235 268 235 268 235

Dogrusal aralik (ug/mL)  6-30 2-18 6-30 2-18 6-30 2-18
Egim 2,479 2,332 2498 2,329 2,610 2,401
Kesim -0,251 0,574 -0,290 0,501 -0,168 1,284

Korclasyon katsayist 0,9999 00,9998 10,9999 0,9996 0,9999 0,9994
Egimin standart hatas 0,008 0,011 0,00 0,013 0,007 0,017

Kesimin standart hatast 0,167 0,122 0,174 0,148 0,136 0,196
Korelasyon katsayisinin
standart hatasi
Yakalama siniri
(ug/mL)

Tayin smirt (ug/mL) 0,67 0,52 0,70 0,64 0,52 0,81

0,356 0,299 0,371 0,365 0,291 0,481

0,22 0,17 023 020 017 027

3.3.3. Yontemlerin Validasyonu

SDM-TMP karistminin  analizi icin gelistirilen UPLC yontemlerinin
validasyon caligmalan sistem uygunluk tcstleri ve analitik validasyon testleri

scklinde iki basamakta gergeklestirilmistir,
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Sistem uygunluk testleri: SDM ve TMP bilesiklerini iceren bir ¢ozelti, FFD-
UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yodntemlerinin Cizelge 3.51°de &zetlenen
kromatografik sartlart altinda UPLC sistcminc cnjckte cdilmigtir. 10 cnjcksiyon
sonucunda cldc cdilen kromatogramlardaki sistem uygunluk paramectreleri Waters
Empower 2 vyazilminda hesaplanarak ortalama degerleri Cizelge 3.53°te

listelenmigtir,

Cizelge 3.53. SDM ve TMP karigiminin analizi igin gelistirilen UPLC yontemlerinin sistem
uygunluk testi sonuglarn

FFD-UPLC  BBD-UPLC  CCD-UPLC

SDM TMP SDM TMP SDM TMP Onerilen
Alikonma zamani (dk) 094 1,06 095 108 098 1,12
Kapasite [aktorii (k) 1,09 1,38 1,08 1,40 1,15 1,47 k>2
Ayiricilik (R) - 2,23 - 2,37 - 2,44 R>2
?rt;ymkla“ma faldrit 20 131 134 130 134 128 T<2

Tcorik tabaka sayist (N) 4966 5596 4846 5119 5323 5754 N>2000
Alikonma zamani BSS 0,29 030 024 021 0,06 0,15 BSS<l1
Pik alan1 BSS 0,63 091 028 055 048 044 BSS<I1

BSS: Bagil standart sapma

Yontem validasyon testleri: FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC
yontemlerinin validasyonlari geri kazanim, giin i¢i ve giinler arasi ile standart ekleme

calismalar1 yapilarak gerceklestirilmistir.

Geri kazanim calismasi i¢cin etken maddelerin c¢alisma aralig1 icinde, her iki
etken maddeyi de farkli derisimlerde iceren 11 adet yapay karigim c¢ozeltisi
hazirlanmigtir. FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlcrinin dogruluk ve
kesinligini  degerlendirmek  igin - hazirlanan  bu  ¢Ozcltilerin - kromatogramlari
yontemlerin Cizelge 3.51°de 67zetlenen kromatografik kosullannda kaydedilmistir.
268 nm’de kaydedilen kromatogramlarda SDM bilesigine ait olan pik alanlan, 235
nm’de kaydedilen kromatogramlarda TMP bilesigine ait olan pik alanlari,

kalibrasyon denklemlerinde yerlerine konularak yapay karisimlardaki etken
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maddelerin miktarlar1 FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yodntemleri i¢in ayr1
ayri hesaplanarak Cizelge 3.54’te “Bulunan” siitununda listelenmistir. Bulunan bu
miktarlardan hesaplanan ylizde geri kazamm dcgerleri ile bu degerlerin ortalama,
standart sapma, ba@il standart sapma vc bagil hata dcgerleri aym gizelgede
verilmistir. FFD-UPLC yontemi ile elde edilen ortalama geri kazanim yiizdesi ile
standart sapma degerleri SDM igin %101,02 ve 0,60; TMP i¢in %100,46 ve 1,33
olarak hesaplanmistir. BBD-UPLC yontemi ile elde edilen ortalama ylizde geri
kazanim ile standart sapma degerleri SDM i¢in 999,57 ve 0,65; TMP ig¢in %99,91
ve 1,84 olarak tespit edilmistir. CCD-UPLC yontemi ile elde edilen ortalama yiizde
geri kazanim ile standart sapma degerleri ise SDM i¢in %100,85 ve 1,58; TMP i¢in
%100,65 ve 1,19 olarak hesaplanmustir,
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Gelistirilen yontemlerin dogruluk ve kesinlik acisindan degerlendirilmesi icin
diger bir validasyon testi olarak giin i¢i ve giinler arast deneysel caligmalar yaptlmistir.
Bu amagla belirlenen test derigiminin %80t (20 pg/mL SDM + 4 pg/mL TMP),
%100’ (25 pg/mL SDM + 5 pg/mL TMP) ve %120’st (30 pg/mL SDM + 6 ug/mL
TMP) olacak bi¢gimde ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde ¢ozeltiler hazirlanmigtir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiler, FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemleri
kullanilarak ayni giin iginde G¢ [arkli saatie ve birbirini izleyen 3 giinde analiz edilmis
ve orialama sonuclar1 Cizelge 3.55’te Ozetlenmistir. Her bir seviye igin ¢ kez tekrar
edilen analiz sonuclarinin ortalamalar1 “Bulunan” siitununda verilmis olup bunun yani
sira % geri kazanim, standart sapma, bagil standart sapma ve bagil hata degerleri ayni

gizelgede listclenmistir.
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Cevap ylzey metodolojisi ile optimize edilen kromatografik sartlarda SDZ ve
TMP bilesiklerini iceren ve enjeksiyonluk ¢dzelti olarak piyasada bulunan sivi dozaj
formundaki yardimcr maddclerin, ctken maddclerin - analizi  {izerine  ctkisini
dcgerlendirmck igin standart cklemc tcknigi uygulanmistir, Bu amagla 3 farkl derisim
seviyesinde li¢ paralel olarak ¢ozeltiler hazirlanmistir, Tiim seviyeler i¢in 10 mL’lik
balon jojelere dncelikle Bolim 3.3.4°te agiklandig gibi hazirlanan derisik preparat
¢ozeltisinden 1 mL konulmustur. Standart olarak eklenen derisim seviyeleri SDM icin
8, 10, 12 pg/mL ve TMP i¢in 6, 10, 14 ng/mL olacak bi¢imde (arkli hacimlerde alinan
stok cozeltileri, balon jojelere ilave edilmis ve balon jojeler ¢oziicii ile tamamlanmistir.
Ayrica 0. seviye olarak adlandirtlan derisim seviyesini hazirlamak i¢in 1 mL derigik

preparat ¢ozcltisi 10 ml’yc scyreltilmigtir.

Standart cklemc galigmalan igin ti¢ paralcl halindc hazirlanan standart ¢ozcltiler,
FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemleri kullamlarak analiz edilmistir.
ilave edilen standart madde miktarlarinin hesaplanmast igin 0. seviyedeki ¢dzeltilerin
analizinden elde edilen miktarlar (preparatian gelen miktarlar), analiz sonucunda elde
edilen toplam miktarlardan cikarilmistir. Ug paralel halinde yapilan bu ¢alismayla elde
edilen sonuclarin ortalamalar, geri kazanim yiizdeleri, bagil standart sapma ve bagil

hata degerleri Cizelge 3.56’da sunulmustur.
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3.3.4. Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen yontemlerin ticari veteriner preparatlara uygulanmast i¢in gergek
numune ¢dzeltileri su sekilde hazirlanmistir: BA-SULFA TMP Enjeksiyonluk Cozelti
ambalajmdan 0,1 mL hacmindeki ¢ozelti 100 mL’lik balon jojeye alinmigtir. Balon
joje hacmi ¢ozicii ile tamamlanip ¢alkalandiktan sonra 0,2 pm por ag¢ikligina sahip
naylon membranli siringa ucu filtre ile siiziilmiistiir. Elde edilen filtrat, derisik preparat
¢Ozeltisi olarak adlandirilmistir. Derisik preparat ¢ozeltisi, SDM ve TMP’nin dogrusal
cahgma araligina girccck bicimde 10 mL’lik balon jojc igindc ¢oziich ile
scyrcltilmigtir. Bu islem 10 kcz tckrarlanarak ve UPLC sistemine cnjckte cdilecck

gercek numune ¢ozeltileri elde edilmistir,

Gercek numune ¢ozeltileri, FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC
yontemlerinin Cizelge 3.51°de listelenen kosullari altinda UPLC sistemine enjekle
edilmistir. FFD-UPLC yontemi ile SDM’nin miklar tayini icin 268 nm’de ve TMP nin
miktar tayini i¢in 235 nm’de PDA dedeksiyon ile kaydedilen kromatogramlar1 Sekil
3.45’te sunulmustur. BBD-UPLC yonteminin veteriner preparatinin kantitatif
analizin¢ uygulanmasmda, SDM miktar tayini i¢in 268 nm’dc vc TMP miktar tayini
i¢in 235 nm’dc PDA dcdcksiyon ilc kromatogramlar kaydedilmis ve Sckil 3.46’da
gosterilmistir. CCD-UPLC yontemi ile clde cdilen gergek numune ¢dzeltilerine ait
enjeksiyonlarin SDM miktar tayini i¢in 268 nm’de ve TMP miktar tayini i¢in 235
nm’de PDA dedeksiyon ile kaydedilmis kromatogramlan ise Sekil 3.47’de verilmistir.

SDM ve TMP bilesiklerinin sirasiyla 268 nm ve 235 nm’de kaydedilen bu
kromatogramlardaki pik alanlari ile etken maddelere ait olan kalibrasyon egitlikleri
kullanilarak veteriner preparatta bulunan SDM ve TMP miktarlar1 hesaplanmistir.
Hesaplanan miktarlar ambalaj lizerinde verilen birim olan mg/mL olarak, ortalama,
standart sapma, bagil standart sapma, standart hata, bagil hata vc giiven aralig

degerleriyle birlikte Cizelge 3.57° de sunulmusgtur.
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Sekil 3.45. FED-UPLC yonteminin SDM ve I'MP iceren farmasotik preparatlara
uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar
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Sckil 3.46. BBD-UPLC yonteminin SDM ve TMP iceren farmasdtik preparatlara
uygulanmasi ile elde edilen kromatogramlar
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Sekil 3.47. CCD-UPLC yonteminin SDM ve TMP igeren tarmasotik preparatlara
uygulanmast ilc cldc cdilen kromatogramlar
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Cizelge 3.57. FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin SDM-TMP iceren
veteriner preparatlarina uygulanmasi ile €lde edilen miktar tayini sonuglar

FFD-UPLC BBD-UPLC CCD-UPLC
SDM T™MP SDM TMP SDM TMP
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

TI 200,13 39,67 199,64 39,86 200,99 40,08
T2 199,89 39,38 201,37 39,23 198,47 39,18
T3 201,51 39,88 199,19 41,10 198,37 39,22
T4 201,54 41,31 202,65 39,75 200,74 40,81
T5 198,82 40,41 200,58 39,79 199,79 40,58
T6 199,53 39,78 198,68 41,23 200,64 41,02
T7 201,65 39,61 200,43 38,96 202.48 39,52
T8 198,90 39,90 201,36 39,53 201,60 40,10
T9 200,54 39,45 202,48 39,70 198,59 40,13
T10 201,01 38,92 200,64 39,14 200,06 39,12
Ortalama 200,35 39,83 200,70 39,83 200,17 39,98
SS 1,07 0,65 1,31 0,77 1,39 0,69
BSS 0,54 1,63 0,65 1.92 0,69 1,74
SH 0,34 0,21 0,41 0,24 0,44 0,22
GA 199,69 39,43- 199,89- 39,35- 199,31- 39,54-
-201,02 40,23 201,51 40,30 201,03 40,41

Etiket degeri: SDM: 200 mg/mL, TMP: 40mg/mlL
SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma

SII: Standart hata

GA: Glven arahg:

Farklt tasarimlarin uygulanmasiyla optimize cdilerck gelistirilen FFD-UPLC,
BBD-UPLC ve CCD-UPLC adh ii¢ UPLC yoénteminin birbiri yerine kullanilip
farmasotik  preparatlara

kullanilarak

igin, bu yontemlerin

ANOVA

kullamlamayacagimin  tespiti
elde

karsilagtirilarak ve sonucglari Cizelge 3.58’de Gzetlenmistir. o=0,05 anlamlilik

uygulanmasiyla edilen analiz sonuglan testi
diizeyinde ve n; = 2, ny = 27 serbestlik derecesinde uygulanan ANOVA testine ait F-
tablo degeri 3,35 olarak tespit edilmistir. SDM icin hesaplanan F-test degeri 0,45 ve
p-degeri 0,64 olarak; TMP icin hesaplanan F-test degeri 0,14 ve p-degeri 0,87 olarak

bulunmustur. Her iki ctken maddc igin de F-test < F-tablo ve p-degceri > 0,05 oldugu

226



icin, FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemleri ile elde edilen miktar tayini
sonuclart arasindaki farkin, %95 giiven araliginda istatistiksel olarak anlamlt olmadig1

tespit cdilmigtir.

Cizelge 3.58. FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC ydntemleriyle elde edilen analiz
sonuclarnmmin ANOVA tcsti ilc karsilastirilmas:

Etken  Varyasyon Kareler Serbestlik  Kareler

madde  kaynag1  (oplanu  derecesi ortalamasi F-test P-degeri F-tablo

Gruplar aras1 1,44 2 0,72 0,45 0,64 3,35
é Grup ici 43,16 27 1,60
Toplam 44,60 29
Gruplar aras1 0,14 2 0,07 0,14 0,87 3,35
% Grup ici 13,42 27 0,50
Toplam 13,81 29
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4. TARTISMA

Bu doktora tezinde siilfonamidleri iceren veteriner amacli farmasotik
preparatlardaki ctken maddclerin kantitatif analizi igin ccvap yiizey mctodolojisine
dayanan agirt performansh sivi kromatografisi yontemleri bagariyla geligtirilmistir.
Yeni geligtirilen UPLC yontemleri Tiirkiye veteriner ilag piyasasinda bulunan ti¢ farkl
ticari veteriner formiilasyonun kantitatif analizine uygulanmistir. Doktora tez konusu
olan SDZ-TMP, SDX-TMP ve SDM-TMP karisimlarinin analizleri i¢in UPLC yoniem
gelistirme basamaklarmda, kromatogralik sartlarin belirlenmesi i¢in [arkli deney
tasarimlar1 uygulanmistir. Farkli tasarimlar kullanilarak elde edilen optimal gartlarin
karsilagtirilmasi icin, her bir etken madde kombinasyonu icin gelistirilen UPLC
yontemleri, scgilen veteriner preparatlarin kantitatif analizinc uygulanarak analiz

sonuglart birbirleriyle karsilagtilmigtir,

Tez konusu olan etken maddelerin analizi i¢in bugiline kadar uygulanan
yontemler hakkinda yapilan literatiir aragtirmalarinda, SDZ-TMP, SDX-TMP ve
SDM-TMP kombinasyonlarinin veteriner preparatlardan kantitatif analizi icin UPLC
yonteminin uygulanmadigi tespit edilmigtir. Ayrica bu karigimlari iceren veteriner
preparatlarin klasik sivi kromatografi yontemleri ile analizlerinde cevap yiizey

metodolojisinin kullanilmadig: gézlenmistir.

Analitik kimyada yeni yontemlerin gelistirilmesinde genellikle tek degiskenli
optimizasyon tcknigi kullanmilir. Bu teknikte cevap iizerine ctki cden faktorlerden birisi
optimize cdilirken, diger faktorler sabit tutulur. Fakat bu tcknik, faktdrler arasinda
etkilesimin oldugu yontemler i¢in gercek optimal degerlerin saptanmasinda yetersiz,
kalabilir (Massart ve ark., 2003). Bu ylizden, bu tez ¢alismasinda UPLC yontemlerinin
optimizasyonu i¢in tek degiskenli yaklasim degil, cevap yiizey metodolojisi
kullanilmigtir. Cevap yilizey metodolojisi ile gelistirilen UPLC y6ntemlerindeki
deneysel parametreler arasindaki iliskiler ortaya ¢ikarilmis ve gercek optimal kosullar,
faktor etkilesimleri de gdz oniinde bulundurularak tespit edilmistir. Bu c¢alismada

gelistirilen UPLC yontemlcrinin, yeterli kromatografik ayrimin saglandigi, yesil
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kimya prensiplerine uygun olarak kisa analiz zamanina sahip, hizli, se¢ici, dogru ve
kesin yontemler olmasit hedeflenmistir. Bu hedefler dogrultusunda UPLC
yontemlcrinin optimizasyonu igin ccvap yiizey mctodolojisinin kullanimi ayrica
maksimum bilgiyc mimimum cmck, zaman ve kimyasal harcanarak ulagilmasm da
saglamistir. Optimizasyon siirecinde cevap olarak, etkin kromatografik ayrim: ve dar
taban genisligini miimkiin olan en kisa siirede saglayan bir kromatografik cevap
fonksiyonu (KCF) kullamilougtir (Raki¢ ve ark., 2012). Bdylece cevap yiizey
metodolojisiyle geligtirilen UPLC yontemleri, kisa alikonma siiresinde yliksek
ayiricilikla ve dasiik maliyet ile iki bilesenli kombinasyonlarin analizlerine olanak

tanimistir.

4.1. SDZ ve TMP Karisiminin Analizi

SDZ vc TMP ctken maddclerinin analizi igin uygulanacak UPLC y6ntcminin
gelistirilmesi sirasinda cevap yiizey metodolojisiyle optimize edilecek lic faktor
se¢ilmistir: Kolon sicakligi, hareketli fazdaki HCOOH-HCOONa tamponunun
ylizdesi ve akis hiz1. Secilen bu lakiérlerin optimizasyonu i¢in tam faktoriyel (FFD),
Box-Behnken (BBD) ve merkezi bilesenli (CCD) tasarmmlar uygulanmistir.
Faktorlerin seviyeleri i¢in deneysel araliklar, on deneylerde gozlenen piklerin
alikonma zamanlari, piklerin ayrim siiresi ve kolon basinci gibi parametreler dikkate
alinarak gerceklestirilmistir. FFD ve BBD tasarimlarin uygulanmasi i¢in kullantlan
faktor scviycleri Cizelge 3.2°de sunulmustur. CCD tasarimda kolon sicaklig, harcketli
fazdaki tampon yiizdesi ve akig hizi faktorleri igin kullanilan — o ve + o seviycleri isc
Cizelge 3.3°te gosterilmigtir. Belirlenen faktor seviyelerine gore olusturulan FFD,
BBD ve CCD tasarim matrislerine gore sirasiyla 27, 15 ve 20 adet farkli kosul altinda
kromatogramlar ¢izdirilmis (Sekil 3.5, Sekil 3.7 ve Sekil 3.9) ve KCF degerleri
hesaplanmustir (Cizelge 3.4, Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.9). BBD tasarimin uygulanmasi
icin gerekli olan deney sayisinin az olmasi, calisma i¢in dnemli bir avantaj olmustur.
Bu li¢ tasarima gore planlanan deneylerin i¢inde, CCD tasarimin eksenel noktalarinda
bulunan dcncyler noktalar1 kolon sicakligi, sistem basinci, analiz zamant gibi

paramctrclerin ¢ok diisiik veya ¢ok yitksck degerlerde olmasina neden olmustur. Bu
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deney noktalar1 kromatografik sistemi en ¢ok zorlayan ve deneysel caligmalarin en zor

basamaklari olmustur.

FFD, BBD vc¢ CCD tasarimlan i¢in faktorler ve faktor ctkilesimlerinin KCF ile
regresyon analiziyle ikinci dercceden model denklemler hesaplanmistir (Esitlik 3.1,
Esitlik 3.2, Esitlik 3.3). Elde edilen regresyon fonksiyonlarma ait katsayilarin
istatistiksel testleri gerceklestirilmis ve p-degerleri < p=0,05 oldugu i¢in modellerdeki
katsayilarin anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 3.5, Cizelge 3.8, Cizelge 3.11).
Ayrica her bir tasarimdaki [aktor etkilesimlerini gormek i¢in cevap ylizey grafikleri ve
es yikselti egrileri cizdirilmistir (Sekil 3.6, Sekil 3.8, Sekil 3.10). Bu sekillerden
faktorler arasinda anlamli etkilesimlerin bulundugu goriilmiistiir. Ozellikle FFD ve
BBD ilc clde cdilen ve Sckil 3.6 ve Sckil 3.8°de sunulan cevap ylizey grafiklerinin
birbirlcrine biiyiik oranda benzedigi gozlemlenmigtir. CCD ile clde edilen cevap yiizey
grafiklerinin ise FFD ve BBD yiizey grafikleriyle uyumlu bir bélge igeren, fakat daha
genis sahay gosteren grafikler oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.10).

Elde edilen her bir model [onksiyon kullanilarak optimal kromatogralik gartlar
hesaplanmis ve Cizelge 3.13’1e Ozetlenmistir. Bu cizelgeden FFD ve BBD ile elde
edilen sartlarin birbirine ¢cok benzer oldugu, fakat CCD tasarimin kullanimiyla ile elde
edilen optimal sartlarin daha farkli oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni CCD
tasarimdaki eksenel noktalardan dolay1 faktdr sinirlarinin diger tasarimlara gore daha
genis  olmast  olabilir. FFD ve BBD tasarimlarin  kullanilmasiyla saptanan
kromatografik sartlar birbirinc ¢ok yakin oldugu ig¢in, ortalamalar1 alimarak FFD-
UPLC yonteminin sartlan olarak uygulanmistir. CCD tasarm sonucunda optimal
olarak belirlenen kromatografik sartlar ise CCD-UPLC olarak adlandirilan analiz

yonteminin sartlar1 olarak uygulannustir.

SDZ-TMP kanisiminin analizi i¢in gelistirilen FFD-UPLC ve CCD-UPLC
olarak adlandirilan yontemlerin optimal sartlart Cizelge 3.14’te Ozetlenmistir. Bu
cizelgede goriildiigii tizere, FFD-UPLC yonteminde 38,9 °C’ye ayarlanmis Waters
Acquity C18 BEH kolon (100 mm) ile mctanol ve 20 mM pH 4,4 sodyum format
tamponu (30,3:69,8, 4/h) igeren harcketli faz 0,26 mL/dk akis hizinda kullandmstir.
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Bu kogullarda SDZ ve TMP i¢in alikonma zamanlart sirastyla 1,24 ve 1,77 dk olarak
saptanmustir (Sekil 3.11). CCD-UPLC yonteminde ise 44,9 °C’ye ayarlanmis Waters
Acquity C18 BEH kolon (100 mm) ile mctanol ve 20 mM pH 4,4 sodyum format
tamponu (29,5:70,6, i/k) igeren harcketli faz 0,30 mL/dk akis hizinda kullanmlarak
SDZ ve TMP i¢in alikonma zamanlar sirasiyla 1,07 ve 1,54 dk olarak tayin edilmistir

(Sekil 3.11).

Kalibrasyon seti, validasyon seti ve gercek numune ¢ozeltileri FFD-UPLC ve
CCD-UPLC yoniemlerinin kromatogralik sartlarinda UPLC sistemine enjekle edilmis
ve PDA dedektor ile kayitlarr alinmistir. Miktar tayini ¢calismalarinda SDZ ve TMP
icin sirastyla 267 nm ve 230 nm’deki pik alanlart kullantlmistir. Cizelge 3.15°te bu
yontemlere ait dogrusal regresyon analiz sonuglan 6zctlenmistir. Bu gizelgeden
gortilcbilecegi gibi her iki yontemle de SDZ ve TMP igin yiiksck korclasyon katsayis

ile diisiik yakalama ve tayin simn degerleri elde edilistir.

Gelistirilen FFD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin sistem uygunluk testleri
gerceklestirilmis ve sonuclar1 Cizelge 3.16°da sunulmustur. Bu sonuglar, gelistirilen
kromatografik yontemlerin sistem uygunluk parametreleri bakimindan Onerilen
degerlere sahip oldugunu ve SDZ-TMP analizi icin kullantlabilir oldugunu
kanitlamigtic. SDZ-TMP analizinde uygulanan yontemlerin validasyonlart i¢in yapay
karisimlarin analizi ile % geri kazanim caligmalar1 gerceklestirilmis ve yontemlerin
dogruluklar ile kesinlikleri uygun olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.17). Giin igi
ve glinler arasi analizlerle clde edilen ve Cizelge 3.18"dce verilen sonuglar, yontemlerin
yiiksek kesinlikte oldugunu gostermistir. Cizelge 3.19°da 0zetlenen standart ekleme

¢aligmalarinin sonuglar her iki yontemin de secici oldugunu kanitlamistir,

Calismalarimizda, FFD-UPLC ve CCD-UPLC yontemleri, SDZ ve TMP iceren
BIOTRIN Tablet isimli veteriner preparatina basartyla uygulannus ve miktar tayini
sonuclart Cizelge 3.20°de sunulmustur. Bu sonuclar, gelistirilen UPLC ydntemlerinin,
ticari formiilasyondaki etken maddelerin rutin analiz ve kalite kontrolii i¢in uygun
oldugunu gostermistir. Bu ydntemlerin ticari veteriner preparatlara uygulanmas ile

clde cdilen analiz sonuglan a=0,05 olasilik diizeyindc F-testi ve t-testi kullanilarak
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karstlagtirilmigtir. Bu testler sonucunda, iki yontemle elde edilen analiz sonuclari

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir.

Bu sonuglar 15181nda SDZ ve TMP ctken maddclerimin UPLC ilc analizi igin
FFD vc BBD tasarimlarimin kullanim kargilastinldiginda, BBD tasariminin diisgtik
deney sayisina ragmen FFD ile ayn1 kromatografik kosullart sagladigt goriilmiistiir.
Bu yiizden ii¢ faktorli kromatografik yontemlerin optimizasyonunda BBD tasarimimnin
FFD tasarimina gore daha hizli, kolay ve ekonomik oldugu sdylenebilir. CCD tasarim,
deney sayisi bakimindan BBD tasarima gore dezavantajli olsa da, FFD tasarima gore
daha az deney gerektirir fakat CCD tasarimin deneylerini gerceklestirmek eksenel
noktalarin zorlayic1 kosullarindan dolayr dezavantajli olmustur. Bu calismada CCD
tasariminin kullanimiyla diger iki tasarnimla clde cdilenlerden farkli kromatografik
kosullar clde cdilmistir. CCD ilc optimize cdilen yontemde alikonma zamanlar1 daha
diigiiktiir, dolayisiyla analiz zamam daha kisadir. Dolayisiyla CCD  kullanim,
¢aligmanin baginda karar verilen yliksek ayrm ve diisiik analiz zamant hedefine daha
yakin bir sonu¢ vermistir. Ancak gelistirilen UPLC yontemlerinin, hangi tasarimin
kullamildigindan bagmmsiz olarak, ticari preparatlardaki SDZ ve TMP’nin secici,

dogru, kesin ve giivenilir miktar tayini icin uygun oldugu gorilmdastiir.

4.2. SDX ve TMP Karisimimin Analizi

SDX ve TMP bilesiklerini iceren veteriner preparatin analizi icin uygulanacak
UPLC yonteminin geligtirilmesi amaciyla cevap ylizey mctodolojisiyle optimize
cdilceck dort faktor segilmistir: Kolon sicakligi, CH3COOH-CH3COONa tamponunun
pH degeri, hareketli fazdaki CH3COOH-CH3COONa tamponunun yiizdesi ve akis
hiz1. Dort faktorlii bir sistem igin tam faktoriyel tasarim 81 deney gerektirdigi igin,
SDX ve TMP karisimnin analizi i¢in Box-Behnken ve merkezi bilesenli tasarimlar
uygulannustir. On calismalarda gdzlemlenen alikonma zamanlari, analiz zamant ve
kolon basinci gibi siirlandirmalar dikkate alinarak belirlenen faktor seviyeleri BBD
tasarim i¢in Cizelge 3.22°de ve CCD icin Cizelge 3.23’te verilmistir. Bu faktorler

scviycleri, olabildigince genig ve kromatografik olarak uygulanabilir dency uzaylan
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olusturabilmek amaciyla her iki tasarim i¢in ayri ayrt belirlenmistir. BBD tasarim ile
optimizasyon icin Cizelge 3.24’te sunulan tasarim matrisine gore ayarlanan 27 farkl
kromatografik kosul kullamlarak kromatogramlar cizdirilmis ve Sckil 3.21°de
sunulmugtur, CCD tasarim i¢in Cizelge 3.27°dc sunulan matrisec gore 31 farkh
kromatografik kosulda kaydedilen kromatogramlar ise Sekil 3.23’te verilmistir.
Cizdirilen her bir kromatogram i¢in KCF degerleri hesaplanarak Cizelge 3.21 ve
Cizelge 3.23’te listelenmigtir. Dort (akioriin etki ettigi bir sistemde BBD ve CCD
tasarimlarmin gerektirdikleri deney sayisi birbirlerine daha yakindir. CCD tasarimin
eksenel noktalarinda bulunan deneyler noktalari kolon sicakligt, sistem basinci, analiz
zamani gibi parametrelerin ¢ok diigik veya ¢ok yiiksek degerlerde olmasina neden
olmustur. Bu dency noktalart kromatografik sistemi cn ¢ok zorlayan ve dencyscl

galigmalarin cn zor basamaklar olmustur.

Hesaplanan KCF degerleri ile faktorler arasindaki iliskinin modellenmesi igin
regresyon analizi gerceklestirilmis ve ikinci dereceden polinomiyal fonksiyonlar elde
edilmistir. BBD tasarum kullanilarak elde edilen model Esitlik 3.4’te CCD tasarim ile
elde edilen model ise Esitlik 3.5’(e verilmistir. Bu modellerdeki katsayilara ait p-
degerleri hesaplanarak p=0,05 degerinden kiiciik oldugu goriilmiis ve modellerdeki
tim katsayilarin anlamli olduguna karar verilmistir (Cizelge 3.25, Cizelge 3.28).
Ayrica BBD ve CCD tasarimlardaki ikili faktor etkilesimlerini gorsellestirmek icin
cevap yiizey grafikleri ve cg yiikselti egrilert gizdirilmistir (Sckil 3.22 ve Sckil 3.24).
Bu ylizey grafikleri incclendiginde, her iki tasarimda da faktorler arasinda anlamls
etkilesimlerin bulundugu goriilmektedir. Tasarimlardaki faktor seviyelerinin ve
deneysel noktalarin birbirinden farkli olmasi, BBD ve CCD tasarimlarla elde edilen

yiizey grafiklerinin de birbirlerinden [arkli olmasina neden olmustur.

Regresyon analiziyle elde edilen modeller kullanilarak hesaplanan optimal
kromatografik sartlar Cizelge 3.30’da Ozetlenmistir. Bu cizelgede, BBD ve CCD
tasarimlarin ~ kullanimiyla belirlenen degerlerin birbirlerinden farkli oldugu
goriilmektcdir. Bunun nedeni her iki tasarim igin farkl faktor scviyelerinin sceilmig
olmas1 ve gergeklestirilen kromatografik dencylerin uzayda farklhh noktalara denk

gelmesi olabilir. BBD ve CCD tasarimlarin kullanilmasiyla optimal olarak belirlenen
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kromatografik kosullar sirasiyla BBD-UPLC ve CCD-UPLC olarak adlandirilan

analiz yontemlerinin sartlar1 olarak uygulanmugtir.

Her iki yontemde de sabit faz olarak Waters Acquity C18 BEH kolon (100 mm)
vc harcketli fazin organik bilcgeni olarak metanol kullamlmistir, BBD-UPLC
yonteminin cevap yiizey metodolojisiyle optimize edilen kromatografik sartlart 56,8
°C kolon sicakligi, %55,6 sodyum asetat tamponu (pH 4,84) ve 0,20 mL/dk akis hiz1
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda TMP ve SDX i¢in alitkonma zamanlari sirasiyla
1,31 ve 1,47 dk olarak saptannustir (Sekil 3.25). CCD-UPLC ydnieminin
kromatografik sartlar1 ise 31,2 °C kolon sicakligt, %49,3 sodyum asetat tamponu (pH
3,89) ve 0,23 mL/dk akis hiz1 olarak belirlenmis ve bu yontemde TMP ve SDX icin

alikonma zamanlari sirasiyla 1,06 ve 1,22 dk olarak tayin cdilmistir (Sckil 3.25).

Kalibrasyon scti, validasyon scti ve gergek numunc ¢ozeltileri BBD-UPLC ve
CCD-UPLC yontemlerinin kromatografik kosullarinda UPLC sistemine enjekte
edilmis ve PDA dedektor ile kayitlan alinmigtir. Miktar tayini ¢alismalarinda SDX ve
TMP igin sirasiyla 273 nm ve 250 nm’deki pik alanlari kullanilmistir. Bu yontemlere
ait dogrusal regresyon analiz sonuglar1 Cizelge 3.32°de sunulmustur. Bu ¢izelgeden
her iki yontemle de SDX ve TMP i¢in yiiksek korelasyon katsayisi ile diisiik yakalama

ve tayin sinirt degerlerinin elde edildigi gorilmektedir.

SDX ve TMP analizi icin geligtirilen BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin
sistcm uygunluk testleri gergeklestirilmis ve sonuglar Cizelge 3.33°tc sunulmustur.
Bu ¢izclgede, gelistirilen yontemlere ait test sonuglarimn dnerilen araliklarda oldugu
ve yontemlerin SDZ-TMP analizi i¢in uygulanabilir oldugu goériilmektedir.
Yontemlerin validasyonu i¢in yapay karigimlarin analizi ile % geri kazanmm
calismalari gerceklestirilerek dogruluklar ile kesinlikleri degerlendirilmistir (Cizelge
3.34). Gun i¢i ve gunler arasi kesinlik sonuglart Cizelge 3.35°de sunulmustur. Cizelge
3.36’da oOzetlenen standart ekleme caligmalarinin sonuclart yontemlerin secici

oldugunu gostermistir.
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Validasyon calismalariyla SDX-TMP analizi i¢in uygun oldugu kanitlanan
BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemleri, SDX ve TMP etken maddelerini igceren
ANIMAR Enjcksiyonluk Cézclti isimli veteriner preparatina basariyla uygulanmis ve
miktar tayini sonuglar1 Cizelge 3.37°de sunulmugtur. Bu sonuglar, gelistirilen UPLC
yontemlerinin, veteriner amaglh s1vi dozaj formunun rutin analiz ve kalite kontrolii igin
uygun oldugunu gostermistir. BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin ticari
preparatlara uygulanmasi ile elde edilen analiz sonuclari 0=0,05 anlamlilik
seviyesinde F-testi ve t-testi kullanilarak kargilastirilnustir. Bu testler sonucunda, iki
yontemle elde edilen analiz sonuclar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit

edilmistir.

SDX vc TMP ctken maddclerinin UPLC ile analizi i¢in BBD vc CCD
tasarimlarmin  kullanimmi bu sonuglarla kargilagtirmak, farkli dency  sahalan
kullamldigr i¢in uygun olmayabilir. Fakat optimal olarak belirlenen sartlarin
uygulanmasiyla gelistirilen BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerinin sistem
uygunluk test sonuglar1 ve etken maddelerin alikonma zamanlari incelendiginde,
CCD-UPLC yontemi ile daha kisa analiz zamaninda benzer ayiricilik degerine
ulagildigi goriilmektedir. Dolayistyla CCD kullanimi, caligsmanin baginda karar verilen
yiiksek ayrim ve diisiik analiz zamani hedefine daha yakin bir sonu¢ vermistir. Bunun
nedeni CCD tasarim i¢in belirlenen faktor seviyelerinin sistemi a¢iklamak icin BBD
tasarimdaki scviyclere gore daha uygun olmasi olabilir. BBD tasariminda dency sayisi
CCD’yc gore daha diisiik oldugu i¢in, ccvap yiizcy mctodolojisinin daha hizli ve
ekonomik olarak uygulanmasini saglamig, CCD tasarimin deneylerini ger¢eklestirmek
ise eksenel noktalarin zorlayic1 kosullanndan dolayr dezavantajli olmustur. Ancak
cevap ylizey metlodolojisiyle gelistirilen her iki yontemin kisa siirede yeterli
kromatografik ayrimi sagladigi ve veteriner preparatlardaki SDX ile TMP nin secici,

dogru, kesin ve giivenilir miktar tayini icin uygun oldugu gorilmdastiir.
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4.3. SDM ve TMP Karnsimmim Analizi

SDM ve TMP bilesiklerini iceren veteriner preparatin analizi icin kullanilacak
UPLC yontemlerinin gelistirilmesi sirasinda cevap yiizey mctodolojisiyle optimize
cdileeck ti¢ faktor sceilmistir: Kolon sicakligi, harcketli fazdaki (NH4)2COs orani ve
akis hiz1. Bu parametrelerin optimal degerlerinin bulunmasi i¢in tam faktdriyel (FFD),
Box-Behnken (BBD) ve merkezi bilesenli (CCD) tasarmlar uygulanmistir. On
deneylerde gozlemlenen alikonma zamanlari, analiz zamani ve kolon basinct gibi
sinirlandirmalar  dikkate alinarak (akior seviyeleri belirlenmigtir. FFD ve BBD
tasarimlar i¢in kullanilan faktor seviyeleri Cizelge 3.39’da sunulmustur. Bu cizelgede
sunulan seviyelere gore planlanacak bir CCD tasarimdaki eksenel noktalar
kromatografik sistemi zorlayacag igin, bu tasarim ig¢in Cizclge 3.40’ta verilen
scviycler kullanilmigtir. Béylece uygulanan CCD tasarmmin ckscenel noktalarinin, FFD
ve BBD tasarimlardaki yiizeyel noktalara karsilik gelmesi ve tiim tasarimlarm merkez
noktalarmin aym olmasi saglanmistir. Belirlenen bu faktor seviyelerine gore
olusturulan FFD, BBD ve CCD tasarim maltrisleri olusturulmus ve Cizelge 3.41,
Cizelge 3.44 ve Cizelge 3.47°de sunulmugtur. FFD, BBD ve CCD lasarimlara gore
sirastyla 27, 15 ve 20 adet farkli kosul altinda kromatogramlar cizdirilerek (Sekil 3.34,
Sekil 3.36 ve Sekil 3.38) her bir kromatogram i¢cin KCF degerleri hesaplanarak Cizelge
3.41, Cizelge 3.44 ve Cizelge 3.47 de listelenmislerdir. BBD tasarimin uygulanmasi
i¢in gerekli olan dency sayisinin az olmasi, ¢alisma igin dnemli bir avantaj olmustur.
FFD tasarimdaki disiik ve yiiksck scviyclerin, CCD tasarimin cksencl noktalart olarak
kullanilmas1 ile kromatografik sistemi zorlamayan bir deneysel ¢alisma

gerceklestirilmistir.

FFD, BBD ve CCD tasarimlar igin bagimsiz degiskenler ile KCF degerlerinin
regresyon analiziyle ikinci dereceden ampirik modeller olusturulmustur (Esitlik 3.6,
Esitlik 3.7, Esitlik 3.8). Model katsayilarinin istatistiksel testleri gerceklestirilerek p-
degerleri < p=0,05 oldugu icin modellerdeki katsayilarin anlamli oldugu tespit
cdilmistir (Cizelge 3.42, Cizelge 3.45, Cizelge 3.48). Ayrica KCF degerleri ilc
faktorler arasmdaki iligki ccevap yiizey grafikleri ve ey yiiksclti cgrileri ilc

gorsellestirilmistir (Sekil 3.35, Sekil 3.37 ve Sekil 3.39). Faktoriyel tasarimin kose
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noktalar1 disinda ayni1 deney uzayini kullanan bu tasarimlarla elde edilen bu cevap

yiizey grafiklerinin birbirlerine biiylik oranda benzedigi gézlemlenmistir.

FFD, BBD ve CCD tasarimlarla clde cdilen modecller kullamlarak optimal
kromatografik sartlar hesaplanmis ve Cizelge 3.50°de 6zctlenmistir. Bu ¢izelgeden
genel olarak her bir optimal sartin birbirinden farkl oldugu, fakat FFD ve BBD ile
elde edilen sartlarm birbirine daha yakin oldugu gézlenmektedir. CCD tasarimm
kullanimiyla elde edilen optimal sartlarin ise diger iki sarta gére daha larkli degerler
aldig1 goze carpmakiadir. Bunun nedeni BBD tasarimda deney yapilan noktalarin
tamaminin FFD tasariminda da kullanilmasi, fakat i¢c sinirlt CCD icin merkez nokta ve
eksenel noktalar disindaki deney noktalarinin FFD’de kullanilmayan noktalara karstlik
gelmesi olabilir. Optimal olarak tespit cdilen bu kromatografik sartlar her bir faktor
i¢in tck tek diigtintildigiindce birbirlerinden farkli olsa da; kolon sicaklhigt, (NH4)2CO3
yiizdesi ve akis hiz1 ig¢in belirlenen sartlarin beraber kullanilmasiyla benzer

kromatogramlar elde edilmistir (Sekil 3.40).

SDM ve TMP karisimiunin analizi i¢in FFD, BBD ve CCD tasarimlari
kullanilarak optimize edilen UPLC yontemleri sirayla FFD-UPLC, BBD-UPLC ve
CCD-UPLC olarak adlandirilmig ve bu yontemlerin kromatografik sartlart Cizelge
3.51°de 6zetlenmistir. FFD-UPLC yonteminde 48,5 °C’ye ayarlanmis Waters Acquity
Cis BEH kolon (100 mm) ile metanol ve 10 mM (NH4)2COs (53,6:46,4, h/h) igeren
harcketli faz 0,27 mL/dk akis hizinda kullanilmigtir. Bu kosullarda SDM ve TMP igin
alikonma zamanlar1 sirastyla 0,94 ve 1,06 dk olarak saptanmigtir,. BBD-UPLC
yonteminde 43,0 °C’ye ayarlanmig Waters Acquity Cigs BEH kolon (100 mm) ile
metanol ve 10 mM (NH4)2COs (55,4:44,6, h/h) igeren hareketli faz 0,27 mL/dk akis
hizinda kullanilarak SDM ve TMP i¢in alikonma siireleri sirasiyla 0,94 ve 1,07 dk
olarak tayin edilmistir. CCD-UPLC yonteminde ise 60,8 °C’ye ayarlannug Walters
Acquity C18 BEH kolon (100 mm) ile metanol ve 10 mM (NH4).COs (52:48, h/h)
iceren hareketli faz 0,26 mL/dk akis hizinda kullantlmistir. Bu kosullarda SDZ ve TMP

i¢in alikonma zamanlan sirastyla 0,98 ve 1,13 dk olarak saptanmistir.
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Kalibrasyon seti, validasyon seti ve ger¢cek numune ¢ozeltileri FFD-UPLC,
BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemleri kullanilarak UPLC sistemine enjekte edilmis
vc PDA dcdcktor ile kayitlan alinmigtir. Miktar tayini ¢aligmalarinda SDM ve TMP
i¢in sirastyla 268 nm vc 235 nm’dcki pik alanlart kullamlmigtir, Bu yéntemlerin
dogrusal regresyon analizi sonuclart Cizelge 3.52’de sunulmustur. Bu ¢izelgeden
goriilebilecegi gibi ic yontemle de SDM ve TMP i¢in yiiksek korelasyon katsayist ile

diisiik yakalama ve tayin sinir1 degerleri elde edilmistir.

FFD-UPLC, BBD-UPLC ve CCD-UPLC yontemlerine ait sistem uygunluk testi
sonuclart Cizelge 3.53°te verilmistir. Bu sonuclar, SDM-TMP analizi i¢in geligtirilen
kromatografik yontemlerin sistem uygunluk parametreleri bakimindan Onerilen
arahklarda oldugunu gostermistir. Yontcmlerin analitik validasyon iglemleri igin
yapay kangimmlarin analizi ilc % geri kazamim c¢aligmalan  gergeklestirilerck
dogruluklan ile kesinlikler1 degerlendirilmistir (Cizelge 3.54). Giin i¢i ve giinler arasi
analizlerle elde edilen ve Cizelge 3.55’te verilen sonuglar, yontemlerin yiiksek
kesinlikte; Cizelge 3.56’da Ozetlenen standart ekleme ¢alismalarinin sonuglart ise

yontemlerin secici oldugunu gostermistir.

Validasyon calismalariyla uygunlugu kanitlanan FFD-UPLC, BBD-UPLC ve
CCD-UPLC yoéntemleri SDM ve TMP iceren BA-SULFA TMP Enjeksiyonluk Cozelti
isimli veteriner preparatina basariyla uygulanmis ve miktar tayini sonuclar1 Cizelge
3.57°dc sunulmugtur. Bu ¢izclgedeki sonuglardan gelistirilen UPLC ydntemlerinin
ticari veteriner preparatin rutin analiz ve kalite kontrolii igin uygun oldugu
anlagilmaktadir. Bu ¢ farkl yontemle elde edilen analiz sonuglar a=0,05 anlamlilik
seviyesinde ANOVA kullanilarak karsilagtinlmistir. Bu test sonucunda, ii¢ farkl
yontemle elde edilen analiz sonuglar1 arasmndaki [arkin istatistiksel olarak anlamli

olmadigs tespit edilmistir.

Bu sonuglar 1s1ginda SDM ve TMP etken maddelerinin UPLC ile analizi icin
FFD, BBD ve CCD tasarimlarinin kullanimt karsilagtirtlacak olursa, FFD ve BBD
tasarimlarla cldc cdilen kromatografik kogullarm birbirinc ¢ok yakin oldugu, CCD ilc

clde cdilen optimal kosulun isc bu farkli oldugu gériilmecktedir. Buna ragmen, bu {i¢
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farkli kosulla elde edilen kromatogramlar ve alikonma zamanlar1 arasinda 6nemli bir
fark yoktur. Yani her bir parametre icin belirlenen optimal deger farkli olsa da, bu
kosullarin beraber kullanilmasiyla clde cdilen kromatogratik sonug aynidir. FFD, BBD
ve CCD tasarimlarinin kullanildigr cevap yiizcy metodolojileri sonucunda, dency
sahasinda farkli noktalar optimal olarak belirlenmistir fakat bu noktalar aym
kromatografik sonucu veren sartlardir. Bunun nedeni, SDM-TMP ile yapilan
calismada FFD, BBD ve CCD tasarimlarin hemen hemen aymi deney uzaylarini
kullanmalar1 olabilir. Her (¢ tasarim da calismanin baginda belirlenen yeterli

kromatografik ayrim ve kisa analiz zamani hedeflerine uygun sonuclar vermistir.

Bu durumda, tasarimlari emek ve kullanilabilirlik acisindan karsilastirmak
miimkiindiir. SDM vc TMP karigiminin analizi igin gelistirilecck UPLC yonteminin
optimizasyonunda kullanilmasi cn kolay ve ecn ckonomik olan tasarim, dency sayisinin
diisiik olmas1 nedeniyle BBD tasarimdir. En ¢ok emegin ve kimyasalin kullanildig
tasarim ise FFD tasarmdir. Gelistirilen UPLC yontemlerinin, hangi tasarimin
kullanmildigindan bagimsiz olarak, ticari preparatlardaki SDM ve TMP’nin secici,

dogru, kesin ve giivenilir miklar tayini icin uygun oldugu gorilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda SDZ-TMP, SDX-TMP ve SDM-TMP karigimlarint iceren
ticari veteriner preparatlarindaki ctken maddelerin miktar tayinlerini gergeklestirmek
amactyla yeni UPLC yontemleri  gelistirilmigtic. Bu  analiz - yontemlcrinin
gelistirilmesinde, optimal kromatografik sartlarn belirlenmesi igin tam faktoriyel,
Box-Behnken ve merkezi bilesenli tasarimlarin kullanimina dayanan cevap yiizey

metodolojilerinden yararlanilmuigtir.

SDZ-TMP, SDX-TMP ve SDM-TMP kangimlarmin kromatogralik
analizlerinde optimizasyonun temel hedefi, en kisa analiz siiresinde etkin
kromatografik ayrimin saglanmasi olarak belirlenmistir. Bu hedef dogrultusunda
uygulanan farkli dency tasarimlart sonucunda clde cdilen optimal kosullar, hedefe
yakmliklar1  ve uygulanabilirlikleri  bakimindan  birbirleriyle  kargilagtirilmigtir.
Saptanan optimal kosullarin kullamilmasiyla gelistirilen UPLC yontemleri valide
edildikten sonra farmasotik preparatlardaki etken maddelerin analizine basariyla

uygulamis ve analiz sonuglari birbirleriyle istatistiksel olarak karstlagtirilmistir.

SDZ-TMP karisiminin analizi i¢in gerceklestirilen ¢alismalarda, optimizasyon
icin tam faktoriyel, Box-Behnken ve merkezi bilesenli tasarimlar kullanilmistir. Tam
faktoriyel ve Box-Behnken tasarimlarla birbirine ¢ok yakin kromatografik kosullar
optimal olarak belirlenmigstir. Merkezi bilesenli tasarimin kullanimi ise, farkl
kromatografik kosullarm optimal olarak belirlenmesini saglamistir. Merkezi bilegenli
tasarim ilc ¢ldc cdilen kosullarin uygulanmasi ilc hedefe daha yakin kromatogramlar
elde edilmistir. Gelistirilen UPLC yontemleri, kalibrasyon ve validasyon
cahigmalarindan sonra SDZ ve TMP igeren farmasotik preparatlara basanyla

uygulanmustir.

SDX-TMP karismminin analizi i¢in  gerceklestirilen ¢aligmalarda dort
parametrenin optimizasyonu i¢in Box-Behnken tasarimi ve merkezi bilesenli tasarim

kullanilmistir. Kromatografik sistemin sinirlarinit zorlayan kosullar uygulanamadigi
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icin, bu iki tasarim i¢cin deney uzaylart birbirlerinden farkli olarak secilmistir. Bu
tasarimlarin uygulanmasiyla elde edilen kromatografik sartlar birbirinden olduk¢a
farkl olsa da, bu sartlarin kullanmmyla clde cdilen kromatogramlarin belli 6lgtide
birbirinc benzedigi goriilmiistiir. Dency uzayr daha genis olan merkezi bilesenli
tasarm ile optimize edilen kromatografik sartlar daha hizli bir analiz yontemi
gelistirmeye olanak saglamistir. Gelistirilen optimal yontemler igin kalibrasyon ve
validasyon calismalari yapildikian sonra gercek numunelerin analizleri basariyla

gerceklestirilmistir.

SDM-TMP karisiminin analizi i¢in gerceklestirilen ¢alismalarda optimizasyon
icin tam faktoriyel, Box-Behnken ve merkezi bilesenli tasarimlar kullanilmistir. Bu
tasarimlar sonucunda Dbirbirinden farkli kromatografik sartlar optimal olarak
belirlenmigtir,. Tam  faktoriycl ve Box-Behnken tasarmmlarla belirlenen  sartlar
arasimdaki farkin daha kii¢iikk oldugu goriilmiistiir. Merkezi bilesenli tasarmin
belirledigi sartlar ise diger iki tasanmla elde edilen optimal sartlardan oldukca
(arklidir. Optimal olarak tespit edilen bu kromatogralik sartlar her bir parametre icin
tek tek diistiniildiigiinde birbirlerinden [arkli olsa da, bu sartlarin kullanilmasiyla elde
edilen kromatogramlarin birbirlerine olduk¢a benzer oldugu tespit edilmistir. SDM-
TMP analizi i¢in gelistirilen G¢ farkli UPLC yontemi de kalibrasyon ve validasyon

calismalarindan sonra, ger¢cek numunelerin analizleri icin basariyla uygulanmistir.

Boylcee bu doktora galismasinda hedetlendigi gibi SDZ-TMP, SDX-TMP ve
SDM-TMP karisimlarini igeren veteriner preparatlardaki ctken maddclerin kantitatif
analizi i¢in yeni UPLC yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemlerin gegerlilikleri
kanitlandiktan sonra, gelistirilen bu 6zgiin ve optimal yontemler ticari preparatlarn

analizlerine basariyla uygulanmistir.

Bu c¢alismada, (arkli deney tasarimlariyla elde edilen optimal deneysel sartlar
birbirlerinden farkli olsa da bu sartlarin uygulanmasiyla kaydedilen birbirine benzer
kromatografik ciktilar elde edilmistir. Ayiricilik, alikonma zamani ve analiz zamant
gibi kromatografik giktilar iizerinde daha ctkili olan scgimin isc dency uzayr oldugu

goriilmistiir. Bu yilizden ccvap yiizey mctodolojisinde dency tasariminin scgimi,
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zaman ve maliyet sinirlandirmalarinin yaninda deneysel kosullarin uygulanabilirligi

g0z onlinde bulundurularak yapilmasi dnerilmektedir.

Bu c¢aligma, c¢oklu ilag analizleri i¢in geligtirilccck sivi kromatografisi
yontemlcrinin cevap ylizey mctodolojisiyle optimizasyonu sirasinda faktdr scgimi,
faktorlerin deneysel araliklarinin belirlenmesi ve deney tasariminin se¢imi igin yol
gosterici olmustur. Caligmada farklh deney tasarimlanmin kullaniminin, avantajlan,
dezavantajlar1, smirlandirmalar tartisilmug, bu tasarimlarin kullanimiyla elde edilen
optimal kogullar birbirleriyle karsilagtirilarak literatirde bu konudaki boslugun

giderilmesine katki saglanmistir.
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OZET

Siilfonamidleri i¢ceren Farmasotik Preparatlardaki Etkin Maddclerin Cevap
Yiizey Metodolojisine Dayanan Agir1 Performansh Sivi Kromatografisi ile
Miktar Tayinleri

Bu doktora tezinde, trimetoprim ve siilfonamidleri igeren veteriner preparatlarin
kantitatif analizi i¢in yeni agir1 performansh sivi kromatografisi (UPLC) ydntemleri
gelistirilmistir. Bu kapsamda siilfadiazin-trimetoprim, siilfadoksin-trimetoprim ve
sillfadimidin-trimetoprim kombinasyonlari arastirma konusu olarak secilmistir. UPLC
yontemlerinin  gelistirilmesinde cevap yiizey metodolojisinden yararlanmimistir.
Optimizasyon siircglerinde dar taban genigligini ve ctkin kromatografik ayrimi cn kisa
surede saglayan deneysel kosullarin belirlenmesi i¢in tam faktdriyel, Box-Behnken ve
merkezi bilesenli olmak iizere [arkli deney tasarimlart kullanilmuistir. Bu amacla, cevap
yiizey metodolojisindeki bagimli degisken olarak literatiirde daha 6nce tanmimlanmis
bir kromatografik ccvap fonksiyonu sceilmistir. Cevap yiizey mctodolojisi gergek
optimal kosullarin belirlenmesinin yant sira, faktorlerin ve faktor etkilesimlerinin
cevap uzerindeki etkilerinin degerlendirilmesini saglamugtir.

Siilfadiyazin vc trimectoprimin analizi i¢in yOntem gelistirme basamaginda
optimize edilecek ii¢c kromatografik parametre se¢ilmistir: kolon sicakligi, hareketli
[azdaki tampon orani ve akig hizi. Faktorlerin ve [akior etkilesimlerinin cevap
tizerindeki etkilerini incelemek ve optimal kromatografik sartlarin belirlenmesi igin
tam faktoriyel, Box-Bchnken ve merkezi bilesenli tasarimlar kullamlmigtir, Tam
faktoriyel ve Box-Behnken tasarimlarla hesaplanan optimal faktor seviyeleri kolon
sicakhigi i¢in 38,9 °C, sodyum format tamponunun hareketli fazdaki oran1 igin %69,8
vc akig hizt i¢in 0,26 mL/dk’dir. Diger yandan, merkezi bilesenli tasarmm ile belirlenen
optimal kromatografik kosullar 44,9 °C kolon sicakligi, hareketli fazda %70,6 sodyum
format tamponu ve 0,30 mL/dk akis hizidir. Silfadiyazin ve (rimetoprim igeren
tabletlerin analizi igin bu optimal kosullar kullanilarak her ikisi de 2 dakikalik analiz
stircsine sahip olan iki farkli UPLC y6ntemi gelistirilmistir. Optimize cdilen bu UPLC
yontemleri, validasyon ve sitem uygunluk parametrelerinin degerlendirilmesinden
sonra, veleriner amacli tabletlerdeki siilfadiyazin ve trimetoprimin miktar tayinleri i¢in
basariyla uygulanmislardir.

Siilfadoksin ve trimetoprimin miktar tayini icin UPLC yOnteminin gelistirilmesi
sirasinda bagimsiz degisken olarak kolon sicakligt, tamponun pH degeri, hareketli
fazdaki tampon yiizdesi ve akis hiz1 olmak iizere dort kromatografik parametre
sccilmigtir. Bu paramctrelerin optimal dcgerlerinin tayini igin Box-Bchnken ve
merkezi bilesenli tasarimlar kullanilmistir. Box-Behnken tasarimla elde edilen optimal
kosullar kolon sicaklig: i¢in 56,8°C, sodyum asetat tamponunun pH degeri icin 4,48,
hareketli fazdaki sodyum asetat tamponunun yiizdesi i¢in %55,6 ve akis hiz1 igin 0,20
mL/dk olmustur. Mecrkezi bilcgenli tasarim isc farkli kosullarin optimal olarak
belirlenmesini saglamistir: 31,2 °C kolon sicakligt, %49,3 sodyum asetat tamponu (pH
3,89) ve 0,23 mL/dk akis hiz1. Bu kosullar kullanilarak gelistirilen UPLC yontemleri,
1,8 dakika iginde siilfadoksin ve trimetoprimin kromatografik ayrimim saglamislardir.
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Optimal olarak saptanan kromatografik kosullar birbirinden farkli olsa da, her iki
yontemle de birbirine benzer kromatogramlar elde edilmistir. Optimize edilen bu
yontemlerin gegerlilikleri, sistem uygunluk parametreleri ve analitik validasyon
testleri ilc kamitlanmigtir. Valide cdilmig bu optimal yontemler, siilfadoksin ve
trimetoprim iceren veteriner amacli enjeksiyonluk ¢ozelti preparatlarinin analizine
basariyla uygulannmuislaridir.

Siilfadimidin ve trimetoprimin analizinde optimize cdilccck ii¢ kromatografik
faktor se¢ilmistir: kolon sicakligi, hareketli fazdaki inorganik bilesenin yiizdesi ve akis
hiz1. Fakiorlerin cevap lzerindeki etkisinin yorumlanmasi ve her bir [ak16riin optimal
degerinin belirlenmesi i¢in tam faktoriyel, Box-Behnken ve merkezi bilesenli
tasarimlardan yararlamilmigtir. Tam faktoriycl, Box-Bchnken ve merkezi bilegenli
tasarimlarla sirasiyla kolon sicakligi i¢in 48,5 °C, 43,0 °C, 60,8 °C, hareketli fazdaki
amonyum karbonat orani1 i¢in %53,6, %55.4, %52,0 ve akig hizt igin 0,27 mL/dk, 0,27
mL/dk, 0,26 mL/dk degerleri optimal olarak saptanmigtir. Bu optimal kromatografik
kosullar kullanmilarak gclistirilen ¢ farkh UPLC yontemi ile stilfadimidin ve
trimetoprimin  analizi 1,5 dakika i¢inde gerceklestirilmistir. Tayin edilen
kromatografik kosullarin sayisal degerleri birbirinden farkli olsa da, her {i¢ yontemle
de benzer kromatogramlar elde edilmistir. Sistem uygunluk ve analitik validasyon
parametrclerinin degerlendirilmesinden sonra, gelistirilen UPLC yontemleri, veteriner
amagcli enjeksiyonluk ¢ozeltilerdeki siilfadimidin ve trimetoprimin miktar tayinleri i¢in
basariyla uygulanmuislardir.

Bu doktora tcz calismasi, cevap yiizey mctodolojisinin UPLC ydntemlerinin
optimizasyonu i¢in etkin bir yaklasim oldugunu gostermistir. Deney tasariminin
secimi, her bir parametre i¢in optimal olarak saptanan degerleri etkilese de, bu optimal
kosullarin birlikte kullammiyla clde cdilen kromatografik ¢iktiyr kayda deger bigimde
etkilememigtir. Bunun yaninda, deney tasariminin secimi deney sayisi ve deneysel
calismalarin siireci lizerinde oldukga etkili olmustur. Bu ¢alismada gelistirilen tiim
yontemlerin, se¢ilmis veteriner preparatlarin analizi i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Cevap ylizey metodolojisi, Deneysel tasarim, Optimizasyon,
Siilfonamidler, UPLC
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SUMMARY

Quantitative Analysis of Active Ingredicnts in Pharmaccutical Preparations
Containing Sulfonamides with Ultra Performance Liquid Chromatography
Based on Response Surface Methodology

In this Ph.D. thesis, new ultra-performance liquid chromatography (UPLC)
mcthods were developed for the quantitative analysis of sulfonamides and
trimethoprim in their combined pharmaceutical preparations for animal use. The
selected combination of aclive subslances 1o be investigated were sulladiazine-
trimethoprim, sulfadoxine-trimethoprim, and sulfadimidine-trimethoprim. The
development of the UPLC mcthods was performed by response surface methodology.
In the optimization procedures, different experimental designs, namely full factorial,
Box-Behnken, and ceniral composite designs, were used [or the determination of
chromatographic conditions which provide efficient resolution in the shortest period
of analysis, while cnsuring narrow pcak widths. A chromatographic response function,
which was previously described in the literature, was used as a dependent variable in
the response surface methodology to reach this aim. The response surlace
methodology provided the determination of real optimal conditions, as well as the
cvaluation of factor and factor intcraction cffccts on the responsc.

In the method development step f[or the analysis of sulfadiazine and
trimethoprim, three chromatographic parameters were chosen to be optimized: column
temperature, buffer ratio in mobile phasc, and flow ratc. Full factorial design, Box-
Behnken design, and central composite design were used to evaluate the effects of
factors and factor interactions and to determine the optimal chromatographic
conditions. The optimal factor Icvels determined by the usc of full factorial and Box-
Behnken designs were 38.9 °C for column temperature, 69.8% for sodium formate
bufler, and 0.26 mL/min for {low rate. On the other hand, the optimal chromatographic
conditions estimated by central composite design were a column temperature of 44.9
°C, 70.6% sodium formatc buffer, and a flow ratc of 0.30 mL/min. These optimal
conditions were used to develop two different UPLC methods with a run time of 2
minuies for the analysis of tablels containing sulladiazine and trimethoprim. Alier
validation and evaluation of the system suitability parameters, the optimized UPLC
mcthods were successfully applicd to the quantitative determination of sulfadiazine
and trimethoprim in tablets for animal use.

In order to develop a UPLC method for the quantitative determination of
sulfadoxinc and trimcthoprim, four chromatographic paramecters, namcly column
temperature, pH of the buffer, buffer ratio in mobile phase, and flow rate were chosen
as independent [actors. Box-Behnken design, and central composile design were used
to determine the optimal factor values. The optimal chromatographic conditions
determined by the usc of Box-Bchnken design were 56.8 °C for column temperature,
pH 4.84 sodium acetate buffer, 55.6% of sodium acetate buffer in mobile phase, and
0.20 mL/min for flow rate. The use of central composite design yielded a dilferent set
of conditions as following: column temperature of 31.2 °C, 49.3% sodium acetate
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buffer with a pH value of 3.89, and a flow rate of 0.23 mL/min. These conditions were
used in (wo different UPLC methods with a run time of 1.8 minutes (or the quantitative
analysis of sulfadoxine and trimethoprim. Although chromatographic conditions were
diffcrent from cach other, similar chromatograms werce recorded with the application
of both methods. The optimized methods were evaluated based on system suitability
paramelers and resulis ol analytical validation tests. As the validily of the methods was
confirmed, they were successfully implemented to analyze the veterinary solution for
injcction, containing sulfadoxinc and trimcthoprim.

Three chromatographic faclors were chosen (o be optimized for the analysis of
sulfadimidine and trimethoprim: column temperature, percentage of inorganic
modificr in mobilc phasc, and flow ratc. Full factorial, Box-Bchnken, and central
composite designs were used to assess factor effects on the response and to calculate
the optimal value for each [actor. The optimal values, determined by the use of (ull
factorial, Box-Behnken, and central composite designs, were 48.5, 43.0, and 60.8 °C
for column tempcerature, 53.6%, 55.4%, and 52.0% for ammonium carbonatc
percentage in mobile phase, and 0.27, 0.27, and 0.26 mL/min for flow rate,
respectively. These optimal values were applied [or the development of three diflerent
UPLC methods with a run time less than 1.5 minutes for the quantification of
sulfadimidinc and trimethoprim. Even though the valuc for cach chromatographic
parameter was different from each other, similar chromatograms were recorded with
all three methods. Afller evaluation of system suitability and analytical validation
parameters, the optimized UPLC methods were successfully applied to the quantitative
determination of sulfadimidine and trimcthoprim in solution for injection dosage
forms for animal use.

This study indicated that the responsc surface methodology was an cfficient way
for the optimization of UPLC methods. While the choice of the experimental design
allected the values of optimal conditions, it had little effect on the chromatographic
outcome achieved in the end. Besides, the number of experiments and the period of
cxperimental work highly depended on the sclected design. All methods developed in
this study were found to be suitable for the analysis of selected pharmaceutical
preparations.

Keywords: Experimental design, Optimization, Response surlace methodology,
Sulfonamides, UPLC
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