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OZET

ikili Karisim Halinde Bulunan Antibiyotiklerin Aym1 Anda Tayini icin Giivenilir
Kromatografik ve Spektrofotometrik Yontem Gelistirilmesi

Bu c¢alisma, hayvancilikta, veteriner ilaglarda ve insanda sik¢a kullanimi goriilen Spiramisin ve
Metronidazol’tin Mordtesi — Goriiniir Bolge Tiirev Spektrofotometride Modifiye Biiyiikliik Cikarma
(DS — MAS, Derivative Spectroscopy — Modified Amplitude Subtraction) metodu kullanilarak tayin
edilmesini saglayan bir metot gelistirilmesi ve gelistirilen bu metodun YPSK — DAD kullanilarak, bu
tez kapsaminda gelistirilmis diger bir metodun karsilastirmasini kapsamaktadir. Ayrica Morotesi — GB
Spektrofotometre’de dogrudan tarama modu kullanilarak elde edilen verilerin neden bu iki maddenin
es zamanli tayini i¢in uygun olmadig1 da verilerle gosterilmistir. Gelistirilen her iki yontem de ICH Q2
(R2) kilavuzu baz alinarak valide edilmistir. Gelistirilen spektroskopik yontem i¢in Shimadzu UV 1800
spektrofotometre ve Hellma 10.0mm kuvars kiivetler kullanilmistir. Program olarak ise Shimadzu UV-
Probe 2.70 kullanilmis ve elde edilen spektrumlarin 1. dereceden tiirevi alinmistir. Yontemde ¢oziicii
olarak %10’luk etanol kullanilmistir. Validasyon kapsaminda kesinlik, 6zgilinliik, sistem uygunluk,
dogruluk ve dogrusallik ¢alisilmistir. Spiramisin ve Metronidazol 1 pg/mL ve 17,5 pg/mL araliginda
calisilmis, dogrusal bir iliski elde edilmistir. Dogruluk parametresi, geri elde olarak %10, %100 ve
%175 noktalarinda ¢alisilmistir. Caligilan tiim validasyon parametreleri ise basariyla beklenen limitleri
kargilamistir. YPSK — DAD metodu ise Agilent 1290 Infinity II HPLC sistemi ve Agilent ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (Rapid Resolution, 150 mm x 4,6 mm, 3,5um) kolon ile 60°C, 0.95mL/dk akista,
232nm’de ve Sul’lik enjeksiyon hacmi ile valide edilmistir. Metotta 20 mM potasyum dihidrojen fosfat
c¢ozeltisinin fosforik asit ile pH’sinin 2.8’¢ ayarlandigi tampon 85:15 (h/h) oraninda asetonitril ile
karigtirtlmis ve hareketli faz A olarak kullanilmistir. Hareketli faz B ise %100 asetonitril ¢dzeltisi olarak
belirlenmis ve gradyan bir analiz hazirlanmigtir. Analiz siiresi 17 dakika olarak ayarlanmistir. YPSK
metodunun validasyonu i¢in kesinlik, giinler arasi kesinlik, dogruluk, dogrusallik, 6zgiinliik, sistem
uygunluk ve saglamlik parametreleri ¢alisiimistir. Dogrusallik 100 pg/mL ve 1500 pg/mL aralginda her
iki etkin madde i¢in lineer bulunmustur ve dogruluk ¢aligmast %10, %100 ve %150 noktalarinda geri
elde olarak ¢alisilmistir. Gelistirilen metodun saglamligi, kolon sicakligi, hareketli fazdaki organik
orani, akig hiz1 ve dalga boyunda yapilan kii¢lik degisikliklerle kanitlanmig ve validasyonda caligilan
her bir parametre limitleri basariyla karsilamistir. Calisma kapsaminda, ayrica, piyasada bulunmayan
Spiramisin ve Metronidazol kombinasyonlu enjeksiyonluk siv1 i¢in dort farkli formiilasyon 6nerilmis
ve her iki metotta gelistirilen iiriinlerden en az biri tayin edilmistir. Iki iiriiniin es zamanl tayininin iki
farkli cihazda analizini igermesi ve piyasada bulunmayan yeni iiriinler dnermesi agisindan, bu ¢alisma,
literatiire 6nemli ve 6zgiin bir katki sunmay1 amaglamis ve Spiramisin ve Metronidazol’iin tayininde
karsilasilan zorluklara bir ¢6ziim sunmustur.

Anahtar Sézciikler: Metronidazol, Morétesi — GB Spektrofotometri, Spiramisin, Tiirev Spektroskopi,
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
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SUMMARY

Development of Reliable Chromatographic and Spectrophotometric Methods for
the Simultaneous Determination of Antibiotics Present in Binary Mixtures

This study comprises the development of a method enabling the determination of Spiramycin and
Metronidazole, which are frequently used in animal husbandry, veterinary pharmaceuticals, and in
humans, by employing the Derivative Spectroscopy — Modified Amplitude Subtraction (DS-MAS)
method in Ultraviolet—Visible Region Derivative Spectrophotometry, as well as the comparison of this
developed method with another method established within the scope of this thesis using RP-HPLC—
DAD. In addition, it is demonstrated with data why the results obtained through direct scanning mode
in UV-Vis spectrophotometry are not suitable for the simultancous determination of these two
substances. Both developed methods were validated based on the ICH Q2 (R2) guideline. For the
developed spectroscopic method, a Shimadzu UV-1800 spectrophotometer and Hellma 10.0 mm quartz
cuvettes were used. Shimadzu UV-Probe 2.70 was employed for data acquisition, and first-derivative
spectra of the obtained spectra were generated. A 10% ethanol solution was used as the solvent in the
method. Within the scope of validation, precision, specificity, system suitability, accuracy, and linearity
were evaluated. Spiramycin and Metronidazole were studied in the range of 1 pg/mL to 17.5 pg/mL,
and a linear relationship was obtained. The accuracy parameter was studied at 10%, 100%, and 175%
levels as recovery. All validation parameters examined met the expected limits successfully. The RP-
HPLC-DAD method was validated using an Agilent 1290 Infinity II HPLC system and an Agilent
ZORBAX Eclipse XDB-C18 column (Rapid Resolution, 150 mm x 4.6 mm, 3.5 um) at 60°C, with a
flow rate of 0.95 mL/min, detection at 232 nm, and an injection volume of 5 pL. In the method, a buffer
solution of 20 mM potassium dihydrogen phosphate, whose pH was adjusted to 2.8 with phosphoric
acid, was mixed with acetonitrile in an 85:15 (v/v) ratio and used as mobile phase A. Mobile phase B
was designated as 100% acetonitrile, and a gradient analysis was prepared. The analysis time was set to
17 minutes. For the validation of the RP-HPLC method, precision, inter-day precision, accuracy,
linearity, specificity, system suitability, and robustness parameters were evaluated. Linearity was found
to be linear for both active substances in the range of 100 ug/mL to 1500 pg/mL, and the accuracy study
was performed at 10%, 100%, and 150% levels as recovery. The robustness of the developed method
was demonstrated through small variations in column temperature, organic ratio of the mobile phase,
flow rate, and wavelength, and each parameter studied within validation successfully met the specified
limits. Within the scope of the study, four different formulation proposals were also developed for an
injectable solution containing the Spiramycin and Metronidazole combination, which is not available
on the market, and at least one of the developed products was determined by both methods. In terms of
involving the analysis of the simultaneous determination of the two products on two different
instruments and proposing new products that are not available on the market, this study aims to provide
a significant and original contribution to the literature and offers a solution to the challenges encountered
in the determination of Spiramycin and Metronidazole.

Keywords: Derivative Spectroscopy, High Performance Liquid Chromatography, Metronidazole,
Spiramycin, UV — Vis Spectroscopy



ZUSAMMENFASSUNG

Entwicklung zuverlissiger chromatographischer und spektrophotometrischer
Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung von in bindren Mischungen
vorliegenden Antibiotika

Diese Studie umfasst die Entwicklung einer Methode, die die Bestimmung von Spiramycin und
Metronidazol, welche héufig in der Tierhaltung, in veterindrmedizinischen Arzneimitteln und beim
Menschen verwendet werden, mittels des Derivative Spektroskopie — Modified Amplitude Subtraction
(DS-MAS)-Verfahrens im Ultraviolett—Sichtbaren Bereich ermdglicht, sowie den Vergleich dieser
entwickelten Methode mit einer weiteren im Rahmen dieser Dissertation entwickelten Methode unter
Verwendung von RP-HPLC-DAD. Zudem wird anhand von Daten gezeigt, warum die mit dem Direkt-
Scan-Modus im UV-Vis-Spektrophotometer erhaltenen Ergebnisse fiir die gleichzeitige Bestimmung
dieser beiden Substanzen ungeeignet sind. Beide entwickelten Methoden wurden gemif3 der ICH Q2
(R2)-Leitlinie validiert. Fiir die entwickelte spektroskopische Methode wurden ein Shimadzu UV-1800
Spektrophotometer und Hellma-Quarzkiivetten mit 10,0 mm verwendet. Als Software wurde Shimadzu
UV-Probe 2.70 eingesetzt, und die erhaltenen Spektren wurden in ihre erste Ableitung iiberfiihrt. Als
Losungsmittel wurde eine 10%ige Ethanollosung verwendet. Im Rahmen der Validierung wurden
Prazision, Spezifitdt, Systemtauglichkeit, Richtigkeit und Linearitdt untersucht. Spiramycin und
Metronidazol wurden im Bereich von 1 pg/mL bis 17,5 pg/mL untersucht, wobei eine lineare Beziehung
erhalten wurde. Der Parameter der Richtigkeit wurde bei 10%, 100% und 175% als Wiederfindung
gepriift. Alle untersuchten Validierungsparameter erfiillten erfolgreich die erwarteten Grenzwerte. Die
RP-HPLC-DAD-Methode wurde unter Verwendung eines Agilent 1290 Infinity Il HPLC-Systems und
einer Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18-Saule (Rapid Resolution, 150 mm x 4,6 mm, 3,5 um) bei
60°C, mit einer Flussrate von 0,95 mL/min, einer Detektionswellenldnge von 232 nm und einem
Injektionsvolumen von 5 pL validiert. In der Methode wurde eine Ldsung aus 20 mM
Kaliumdihydrogenphosphat, deren pH-Wert mit Phosphorsdure auf 2,8 eingestellt wurde, mit
Acetonitril im Verhiltnis 85:15 (v/v) gemischt und als mobile Phase A verwendet. Die mobile Phase B
bestand aus 100% Acetonitril, und es wurde ein Gradientenprogramm erstellt. Die Analysendauer wurde
auf 17 Minuten eingestellt. Fiir die Validierung der RP-HPLC-Methode wurden Prézision, Prizision
zwischen den Tagen, Richtigkeit, Linearitét, Spezifitit, Systemtauglichkeit und Robustheit untersucht.
Die Linearitdt wurde fiir beide Wirkstoffe im Bereich von 100 pg/mL bis 1500 ug/mL als linear
befunden, und die Richtigkeitspriifung wurde bei 10%, 100% und 150% als Wiederfindung
durchgefiihrt. Die Robustheit der entwickelten Methode wurde durch kleine Anderungen der
Saulentemperatur, des organischen Anteils der mobilen Phase, der Flussrate und der Wellenlidnge
nachgewiesen, und jeder im Rahmen der Validierung untersuchte Parameter erfiillte erfolgreich die
Grenzwerte. Im Rahmen der Studie wurden zudem vier verschiedene Formulierungsvorschliage fiir eine
Injektionslésung, die die Kombination Spiramycin—Metronidazol enthélt und nicht auf dem Markt
erhéltlich ist, entwickelt, und mindestens eines der entwickelten Produkte konnte mit beiden Methoden
bestimmt werden. In Bezug darauf, dass die gleichzeitige Bestimmung der beiden Produkte auf zwei
verschiedenen Geréten analysiert wurde und neue, nicht auf dem Markt verfiigbare Produkte
vorgeschlagen wurden, zielt diese Studie darauf ab, einen bedeutenden und originellen Beitrag zur
Literatur zu leisten und eine Losung fiir die bei der Bestimmung von Spiramycin und Metronidazol
auftretenden Schwierigkeiten zu bieten.

Schliisselworter: Derivativspektroskopie, Hochleistungsfliissigkeitschromatographie, Metronidazol,
Spiramycin, UV—Vis-Spektroskopie

vi



ICINDEKILER

Etik Beyan ii
Kabul ve Onay il
Ozet iv
Summary v
Zusammenfassung vi
Icindekiler vii
Onsoz ix
Simgeler ve Kisaltmalar X
Sekiller X1
Cizelgeler Xiv
1. GIRIS 1
1.1. Spiramisin ve Metronidazol 1
1.2. Spiramisin ve Metronidazol’{in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri 3
1.2.1. Spiramisin’in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri 3
1.2.2. Metronidazol’iin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri 4
1.2.3. Spiramisin ve Metronidazol’iin Farmakodinamik Ozellikleri 4
1.2.4. Spiramisin ve Metronidazol’iin Farmakokinetik Ozellikleri 5
1.2.5. Spiramisin ve Metronidazol’iin Kullanim Sekilleri 5
1.3. Spiramisin ve Metronidazol Igin Uygulanmis Analiz Y&ntemleri 6
1.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Y 6ntemler 6
1.4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) 6
1.4.2. Ters Faz Kromatografisi (Reversed-Phase Chromatography — RP Chromatography) 8
1.4.3. Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisindeki Onemli Parametreler 8
1.4.4. Kromatografiyi Etkileyen Faktorler 12
1.5.1. Lambert — Beer Yasas1 14
1.5.2. Beer Yasasindan Sapmalar 17
1.5.3. Mordtesi — Gortiniir Bolge Spektrofotometreler 18
1.5.4. Tiirev Spektrofotometri (Derivative Spectrophotometry — DS) 20
1.5.5. Turev Spektrofotometrinin Avantajlari 23
1.5.6. Tiirev Spektrofotometrinin Dezavantajlar 23
1.5.7. Tiirev Spektrofotometri Biiyiikliik Cikarma Metodu (Modified Amplitude Subtraction

Method, DS — MAS) 23
1.6. Analitik Metot Validasyonu 24
1.6.1. Ozgiinliik ve Segicilik 24
1.6.2. Dogrusallik ve Aralik 24
1.6.3. Kesinlik 25
1.6.4. Dogruluk 25
1.6.5. Saglamlik 25
2. GEREC VE YONTEM 27
2.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Reaktifler ve Etkin Maddeler 27
2.2. Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar, Programlar ve Geregler 28
2.3. Yontem 29
2.3.1. Mordtesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi Metodu 29
2.3.2. Uriinlerin Hazirlanis1 29
2.3.3. Mordtesi — GB Spektroskopisi Metodu Cozeltilerinin Hazirlanisi 30
2.3.3.1. Dogrusallik Cozeltilerinin Hazirlanigi 30
2.3.3.2. Kesinlik Cozeltilerinin Hazirlanigi 31

vii



2.3.3.3. Dogruluk Cozeltilerinin Hazirlanigt
2.3.3.4. Ozgiinliik Cézeltilerinin Hazirlanisi
2.3.4. Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi Metodu

3. BULGULAR

3.1. Morétesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi Metodu

3.1.1. Dogrudan Morétesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi Sonuglari
3.1.1.1. Ozgiinliik Calismas1

3.1.1.2. Dogrusallik Caligmasi

3.1.1.3. Kesinlik Caligsmast

3.1.1.4. Dogruluk Caligmast

3.1.2. Mordétesi — Goriiniir Bolge Tiirev Spektrofotometri Metodu Sonuglari
3.1.2.1. Tiirev Spektroskopisi Ozgiinliik Calismasi

3.1.2.2. Tiirev Spektroskopisi Dogrusallik Calismasi

3.1.2.3. Tiirev Spektroskopisi Kesinlik Calismast

3.1.2.4. Tiirev Spektroskopisi Dogruluk Caligmasi

3.2. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi Metodu (YPSK — HPLC)
3.2.1. YPSK — Ozgiinliik Caligmasi

3.2.3. YPSK — Kesinlik Caligmasi

3.2.4. YPSK — Dogruluk Caligmasi

3.2.5. YPSK — Saglamlik Caligmasi

4. TARTISMA d
5. SONUCLAR VE ONERILER
KAYNAKLAR

32
32
32

33
33
33
33
35
40
44
46
48
50
56
58
60
61
67
7
73

75
79
81

OZGECMIS Error! Bookmark not defined.

viii



ONSOZ

Spiramisin ve Metronidazol bir¢ok alanda kullanimi olan iki antibiyotiktir. Bu iki etkin
maddenin tayini hem gelismekte olan antibiyotik rezistansi hem de piyasadaki iiriinlerin
analizi veya kalite kontrol amagli kontrolii i¢cin onemlidir. Ayrica kombinasyon olarak
kullanim1 yaygin olan bu iki maddenin ayri ayri enjeksiyonluk sivi formlari bulunmasina
karsin ortak bulunduklar1 sivi bir enjeksiyonluk dozaj formu bulunmamaktadir. Bu tez,
belirtilen iki maddenin es zamanli tayini icin Morotesi — GB’de tiirev spektrofotometrisi
kullanilarak tayininin, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisinde literatiirde bulunan
metotlardan daha kisa analiz siiresine sahip, Spiramisin ile Metronidazol’in ayn1 anda
tayininin ve piyasada kombinasyonlarinin olusturulabilmesi i¢in formiilasyonunun
gelistirilmesini igermektedir. Yapilan bu calismalarla birden fazla soruna ¢dziim {iretilmesi

amaclanmaktadir.

Tecriibesi ile beni yonlendiren ve bilgi birikimiyle beni aydinlatan, yeni bakis acilar

kazanmami saglayan danigsman hocam Prof. Dr. Nevin ERK e tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim boyunca benden destegini bir an bile esirgemeyen, sabri ve ilgisiyle beni

ayakta tutan esim Gamze Nur Giirbiizer’e minnettarligimi sunarim.

Ayrica bu tezi yazmamda ve galigmalarimu siirdiirmemde bana destek olan Elixir lag

Ar-Ge ve Gen Ilag ve Saglik Uriinleri A.S.’ye destekleri i¢in tiim i¢tenligimle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS
1.1.  Spiramisin ve Metronidazol

Spiramisin ilk olarak 1954 senesinde Streptomyces ambofaciens adli bir bakteriden
izole edilmis 16 tiyeli makrolid bir antibiyotiktir ve Spiramisn I, II ve III adl1 ii¢ ana bilesenden
olugan bir karnigimdir. Karigimdaki Spiramisin [ orani, karisimin yaklagik %80’ini
olusturmaktadir ve Toxoplasma gondii’ye kars1 gosterdigi giiglii antibakteriyel aktiviteden
dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. (Wang vd., 2024, s: 14; Santos vd., 2022, s: 421-422)
Spiramisin’in iiretimi Streptomyces ambofaciens’in fermantasyonu ile gerceklesir ve
fermantasyon ¢cogunlukla misir meserasyon sivisi, glukoz, kalsiyum karbonat, sodyum kloriir

ve magnezyum siilfat gibi bilesenlerden olusturulur. (Zeid, 1980, s: 444-445)

Gram-pozitif organizmalara karsi etkili olan Spiramisin, giiclii gastroinstestinal
toleransi, dokulara karsi yiiksek afinitesi ve diisiikk yan etkisi sebebiyle cokca tercih
edilmektedir. (Wang vd., 2024, s: 14; Zeid 1980, s: 443) Ayrica Metronidazol ile karisimi da
daha kapsayici bir antibakteriyel etki gostermesi icin gelistirilmistir. (Khattab vd., 2010, s: 37)

Hayvanlarin, o6zellikle kanatli hayvanlarin, beslenmesinde, veteriner hekimlikte
domuzlarda goriilen ishal ve solunum yolu hastaliklari, sigirlarda mastitis ve kopeklerde dis
hastaliklar1 gibi ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde Spiramisin yogun bir sekilde tercih

edilmektedir. (De Briyne, 2014)

Yararlarmin yani sira, hayvanlarda yaygin kullanimi goriillen Spiramisin, Avrupa
Birligi tarafindan 1997°de Tylosin Fosfat Virginiamycin, Cinko Bacitracin ve Avoparcin’le
beraber biiyiitiicii (growth promoter) olarak kullanimi engellenmistir. Bu engele ragmen halen
yogun bir sekilde biiyiitiicli, tedavi ya da hastaliklar1 dnleyici olarak birgok lilke tarafindan
kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) de 6nerdigi iizere, gereksiz antibiyotik
kullanimina, toksik etkileri onlemek ve antibiyotik rezistans gelisimini engellemek adina engel
olunmasi gerekmektedir. (Bacanli, 2024) Bu sebeplerden, bu tiir antibiyotiklerin takibinin

miimkiin ve yapiliyor olmasi gerekmektedir.

Ayrica bu tiir antibiyotik kalintilarini iceren et, karaciger, bobrek ve siit gibi besinler
tilketildiginde alerjik reaksiyonlara sebep olma olasiliginin yaninda bagirsak mikrobiyotasinda
degisme de sebep olabilir veya idrar ya da disk1 yoluyla atildiktan, giibre olarak kullanildiktan
sonra topraga ve yeralt1 sularina karigarak tekrardan insana ulagsma potansiyelini beraberinde

getirebilir. (Larsson, 2014, s: 108-110)



Spiramisin’le kombinasyonu kullanilan Metronidazol ise anaerobik bakteri ve
protozoa enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan, Nitromidazol ailesine ait bir ilactir ve
trikomoniyaz, amebiyaz ve giyardiyaz gibi paraziter hastaliklarin tedavisinde kullanildig:

gozlenmektedir. (Brogden vd., 1978, s: 388)

Metronidazol, oral, rektal veya damar yoluyla uygulanabilir ve viicutta iyi dagilir
beyin omurilik sivisina kolay gecer ve beyin icindeki apselerin i¢inde tedavi edici dozlara
ulasabilir. Ozellikle kolorektal cerrahi, apandisit ve histerektomi gibi operasyonlardan nce ve
sonra kullanimi enfeksiyonu 6nemli 6lgiide azaltir ve anaerobik enfeksiyonlari neredeyse
tamamen ortadan kaldirabilir. Kadin genital sistemindeki anaerobik enfeksiyonlarmn

tedavisinde de basar1 gostermistir. (Brogden vd., 1978, s: 388, 407)

Metronidazol’iin Spiramisin ile kombinasyonu tablet formiilasyon olarak gelistirilmis
ve bu kombinasyon iki ilacin birbirini tamamlayici 6zelliklerinden yararlanmasi igin agiz ve
dis saglig1 veya iist solunum yolu enfeksiyonlarinda goriilen bakterilere karst kullanilmistir.

(Khattab vd., 2010, s: 37)



1.2.  Spiramisin ve Metronidazol’iin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
1.2.1. Spiramisin’in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
Spiramisin’in molekiil yapist:

HaC CH,

CH,

Sekil 1.1. Spiramisin’in molekiil yapist.

Kapah formulii; C43H74N2014
Molar kiitle: 843.065g/mol

IUPAC isimlendirmesi: (4R,5S,6R,7R,9R,10R,11E,13E,16R)-10-{[(2R,5S,6R)-5-
(dimetilamino)-6-metiltetrahidro-2H-pyran-2-yl]oksi}-9,16-dimetil-5-metoksi-2-okso-7-(2-
oksoetil)oksasikloheksadeka-11,13-dien-6-yl 3,6-dideoksi-4-O-(2,6-dideoksi-3-C-metil-a-L-

ribo-heksopiranosil)-3-(dimetilamino)-o-D-glukopiranosit
Goriiniis: Beyazimsi, hafif sar1 toz

Erime noktasi: 134-137°C



1.2.2. Metronidazol’iin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Metronidazol’iin Molekiil Yapisi:

OH

Sekil 1.2. Metronidazol’iin molekiil yapist.
Kapali formiilii: C¢HoN3O3
Molar kiitle: 171.156g/mol
IUPAC isimlendirmesi: 2-(2-Metil-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)etanol
Goriiniis: Kristalimsi beyaz toz
Erime noktasi: 159-163°C

1.2.3. Spiramisin ve Metronidazol’iin Farmakodinamik Ozellikleri

Spiramisin’in etki mekanizmasi protein sentezinin inhibisyonu ve dolayistyla hiicre
6limiint tetikleyici aktivite gdstermesi seklinde dzetlenebilir. Spiramisin ribozomdaki 50S alt
birimine baglanarak protein sentezini engeller ve hiicre Oliimiine sebep olur. Bu birimin
memelilerde bulunmamasi sebebiyle de segici bir ilag olarak aktivite gdstermektedir. (Zeid,

1980, s: 449-450)

Protein sentezinin inhibisyonu sayesinde bakteriyostatik etki gosterir ve bakterilerin
¢ogalmasini durdurur veya direkt olarak Gliimiine sebep olur, enfeksiyon kontrol altinda
tutulur. Ayrica Spiramisin diisiik konsantrasyonlarda da bakterilerle etkilesime girerek
gecikmeli bir etki gosterir. Bu sayede viicuttaki seviye diistiikten sonra bile etki

gosterebilmektedir. (Zeid, 1980)



Metronidazol’iin etki mekanizmasi ise hiicreye difiizyon yoluyla girmesi ile baslar.
[lag hiicre igine girdikten sonra bulundurdugu nitro grubunun indirgenmesi sayesinde hiicre
icinde aktiflesir. Bu olay yalnizca anaerobik veya mikroaerofilik organizmalarda gerceklesir.
Nitro grubunun indirgenmesiyle nitroso serbest radikali olusur ve hiicre icinde sitotoksik
iiriinler meydana gelir. Olusan sitotoksik tiriinler mikroorganizmanin DNA’s1yla etkilesime
gecer ve hasara yol agar. Sonu¢ olarak DNA’nin pargalanmasiyla hiicre oliimii gerceklesir.
Ayrica bu siiregte DNA’ya verilen hasarin yani sira organizmanin enzimleri de inaktive olur

ve hiicre faaliyetlerini slirdiiremez hale gelir. (Lofmark vd., 2010, s: S19)

Metronidazole amip ve protozoa enfeksiyonlariyla beraber anaerobik bakterilerden
kaynaklanan enfeksiyonlar1 tedavi ederken de kullanilan anti-enfektif bir ilagtir. Bunun
yaninda Spiramisin ise gram-pozitif bakterilere kars1 yiiksek etkinlik gosteren makrolid bir
antibiyotiktir. iki madde birlestiginde tamamlayici sinerjik bir etki gosterir ve tablet formunda

formiilasyonlar1 bulunmaktadir. (Khattab vd., 2010, s: 37)

1.2.4. Spiramisin ve Metronidazol’iin Farmakokinetik Ozellikleri

Metronidazol oral uygulamalardan sonra plazmadaki maksimum konsantrasyonuna 1-
2 saat icinde ulasir. Dolasimdaki plazmanin %20’sinden diisiik bir miktar1 plazmadaki
proteinlere baglidir ve bu sebeple protein baglanmas diisiiktiir. Giinde dort kez 500 mg’lik
alimda dordiincii dozdan 6nce ulasilan konsantrasyon 21.4mg/mL olmustur. (Brogden vd.,

1978, s: 399)

Spiramisin ile yapilan bir ¢alisma, 42 tavuk lizerinde yapilan degerlendirmede ise oral
veya intravendz alimda (17mg/kg), plazma Ornekleri 48. saate kadar toplanmis ve
incelenmistir. Yapilan incelemeye gore Spiramisin konsantrasyonu 29.94 + 4.74 seviyelerine

kadar ¢ikmistir. (Elazab vd., 2021)

Beyin omurilik sivisi, safra, kemik, apse ve diger dokularda, Metronidazol tiim
dokularda bakterisidal seviyelere ulagsmaktadir. Spiramisin ise dokulara karsi olan yiiksek
afinitesi sayesinde akcigerler, karaciger ve bobreklere kolayca dagilabilmektedir. (Maher ve

Youssef, 2009)

1.2.5. Spiramisin ve Metronidazol’iin Kullanim Sekilleri

Metronidazol’tin  kullanimi  birgok yol ile gergeklestirilebilir. Gelistirilen
formiilasyonlar1 oral, intravendz, vajinal jel veya krem, rektal fitil veya lavman, topikal krem

veya jel sekillerinde bulunabilir. (L6fmark, 2010)



Spiramisin ise yaygin olarak oral tablet formunda bulunmaktadir ve metronidazol ile

oral tablet seklinde kombinasyonlar1 goriilmektedir. (Khattab, 2010)

1.3.  Spiramisin ve Metronidazol I¢in Uygulanmis Analiz Yontemleri

Literatiirde hem Spiramisin ve Metronidazol i¢in ayri ayri metotlar hem de ortak

metotlar bulunmaktadir. Bu iki molekiil i¢in de genellikle s1vi kromatografisi kullanilmigtir.

Ornegin; Santos ve arkadaslari (2022) Spiramisin’in tayini igin bir Yiiksek
Performanslt Sivi Kromatografisi yontemi gelistirmistir ve metotta hareketli faz olarak
%0.1’lik fosforik asit ¢ozeltisi ve metanoliin 67:33 (h/h) oraminda bir karisimini
kullanmislardir. 1mL/dk hizda, 250 mmx4.6 mmx5 pm boyutlarinda C8 bir kolon ile 232 nm
dalga boyunda 16 dakikalik bir metot elde etmislerdir.

Khattab ve arkadaglar1 (2010) ise Spiramisin ve Metronidazol’iin tablet ve bulk toz
formlarinda Moroétesi ve Goriiniir Bolge Spektrofotometride analizini gerceklestirmis ve 254

nm’lik dalga boyunda analizlerini yiiriitmiislerdir.

Maher ve Youssef (2009) calismalariyla Spiramisin ve Metronidazol’iin tablet
formundaki analizini Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisinde gerceklestirmis ve
250 mmx4.6 mmx5 pm boyutunda C18 bir kolon kullanmislardir. Hareketli faz olarak pH’s1
2.4’e ayarlanmis fosfat tamponunun 70:30 (h/h) oraninda asetonitril ile bir karigimi1 kullanilmis

ve 232 nm dalga boyunda analiz edilmistir.

Saleh ve arkadaslar1 (2021) siitten elde edilmis Spiramisin’in tayinini Yiiksek
Performansli S1vi Kromatografisi ile gergeklestirmis ve 150 mmx4.6 mmx3.5 um boyutunda
C18 Eclipse kolon kullanmiglardir. 232 nm dalga boyunda gergeklestirilen analizde pH’s1 2.8’e

ayarlanmis fosfat tamponunin 8:2 (h/h) oraninda asetonitril ile bir karisimi kullanilmistir.

1.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Yontemler
1.4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography
— HPLC) bir karisimdaki bilesenlerin ayriminda ve tanimlanmasinda kullanilan, ayrica bu
bilesenlerin kantitatif tayinin yapilmasina olanak saglayan, bir mobil faz ve sabit fazin fiziksel
etkilesimine dayanan bir yontemdir. Prensip temel olarak, numunedeki bilesenlerin farkli
denge sabitlerine sahip olmalar1 dolayistyla kolon i¢inde birbirilerinden farkli davranmalarina

dayanir. Bunun sonucunda, mobil faz i¢inde ¢6ziinmiis olan bilesenler kolondaki sabit faz ile



etkilesime girerek kolonda farkli siirelerde tutunur ve farkli siirelerde kolondan ¢ikarlar.

(Snyder vd., 2010)

Yiiksek basing ile kolona verilen mobil fazin i¢inde kolona giren bilesenler kolonda
tutunur ve bu etkilesimin derecesine bagli olarak farkli tutunma stirelerine sahip olur. Tutunma
stiresi ise bir bilesenin kolona girdigi andan dedektdre ulastigi ana kadar gecen siireye denir.
Bu 6zellik mobil fazin igerigine, sabit fazin yapisina ve bilesenin kimyasal 6zelliklerine gibi

parametrelere baglidir. (Guiochon vd., 2006)

Tipik bir Yiikksek Performansli Sivi Kromatografi cihazi baslica; solvent, pompa,
enjektor, kolon, dedektor ve veri kayit birimi pargalarindan olugmaktadir. Pompa, solventi
(mobil faz1) belirlenen hizda kolondan gegirir. Bu sirada enjektér numuneden, kolona gidecek
olan mobil fazin icerigine enjeksiyon saglar ve ayrilmak istenen bilesenler sabit faz ile

etkilesime girmek lizere sisteme verilir. (Snyder vd., 2010)

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi kullanilan tekniklere gore farkli
isimlendirilebilir. Ornegin Normal Faz Kromatografisinde sabit faz genellikle polar &zellik
gosteren bir maddeden olusur. Boyle bir sistemde mobil faz apolar veya diisiik polar 6zellikteki
bir organik ¢oziiciiden olusur. Bu sayede ayrilmak istenen bilesenler sabit faz ile etkilesime
girer ve Ol¢iime olanak saglayan tutunma siireleri elde edilir. Bu yontemde kullanilan organik
¢oziiclilerin ugucu ve toksik olmasindan, ayrica dogaya zararli olmasindan dolay1 bu yontem

giiniimiizde daha az kullanilmaktadir. (Snyder vd., 2010)

Giiniimiizde siklikla Ters Faz kromatografisi kullanilmaktadir ve bu teknikte sabit faz
genellikle apolar silika partikiillerden olugsmaktadir. Mobil faz ise polar 6zellik gosteren bir
¢oziiclidiir. Genellikle su ve organik ¢oziiciilerden olusan karigimlar kullanilir. Farmasotik
iiriinlerin analizinde, biyolojik Orneklerdeki kiiciik molekiillerin tespitinde veya gida
analizlerinde c¢okca tercih edilmektedir ve bu yontemde suyun kullaniliyor olmasi g¢evre

acisindan da olumlu segenek sunmaktadir. (Snyder vd., 2010)

Iyon Degisim kromatografisi teknigi ise bilesenlerin yiiklerindeki farkliliklara dayanir
ve bu sabit faz pozitif yiikli veya negatif yiiklii anyon degistiricilerden ya da katyon
degistiricilerden olugur. Bu yontemde tutunma siiresini bilesenlerin pH’s1 veya pI’s1 belirler.
Bu yontem proteinlerin ve plazmanin analizini olduk¢a kolaylastirmaktadir. (Jungbauer ve

Hahn, 2009, s: 351-352)



Bu yontemlere ek olarak Boyut Dislama Kromatografisi, bilesenleri boyutlarina gore
ayirmay1 saglayan baska bir tekniktir. Bu teknikte sabit faz, kontrollii por genisligine sahip
olan molekiillerle doldurulmustur ve bilesenler bu porlardan boyutlarina gore dnce veya sonra
gecerler. Boyut Dislama Kromatografisinde tutunma siiresi genellikle akis hizina baglidir.
Molekiiller sabit fazda adsorplanmadigindan entropik bir siire¢ sonucunda bilesenler kolonda

hareket ederler. (Fekete vd., 2014, s: 162)

Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi ayrica sabit fazin dogasina goére de
gruplanabilir. Adsorpsiyon Kromatografisi buna bir 6rnek olup ayrimin, kolonda, siirekli
adsorpsiyon ve desorpsiyonuna dayanir. Partisyon (Dagilim) Kromatografisinde ayrim mobil
fazin sabit fazdaki dagilimmna dayanmaktadir. iyon Degistirme Kromatografisi’nde sabit faz,
ayrilmak istenen bilesenin tersi yiikli bir maddeden olusmaktadir. Boyut Dislama
Kromatografisi’nde ise kolon dolgu maddesinin kontrollii ve belli bir boyuttaki partikiillerle

doldurulmasi ile olusturulur. (Belanger vd., 1997, s: 38-39)

1.4.2. Ters Faz Kromatografisi (Reversed-Phase Chromatography — RP

Chromatography)

Kromatografi teknigi ortaya giktiktan sonra uzun bir siire yiiksek polar karakter
gosteren yiizeye sahip molekiiller, gorece daha diisiik polariteye sahip veya apolar mobil fazlar
kullanilarak ayrilmistir. Horvath (1964) kimyasal olarak modifiye edilmis bir ylizey elde
ederek ana analit-yilizey etkilesimini polar mobil faz ile apolar maddelerin ayrimina
cevirmistir. Sabit faz ve mobil faz etkilesimi ele alindiginda, bu teknik 6ncelerde kullanilan
etkilesim bi¢imini tersine dondiirmistiir. Sivi kromatografinin bu yeni yontemine ise bu
sebeple “Ters Faz Kromatografisi” adi1 verilmistir. Ters Faz Kromatografisi, glinlimiizde agik
ara en c¢ok kullanilan kromatografik yontemdir. Bunun en temel sebeplerinden biri birbirine
oldukc¢a benzeyen bilesenleri kolayca ayirabilecek secicilige sahip olmasidir. (Kazevich,

2007; Horvath ve Melander, 1977)

1.4.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisindeki Onemli Parametreler

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi'nde her spesifik analit bir pik ile
tanimlanmistir. Eger sabit faz ile numune arasinda giiglii bir etkilesim yoksa pikler genellikle
simetriktir ve klasik bir Gaussian egridir. Pikin tepe noktasinin, cihazin enjeksiyonu aldig1 ilk
ana olan uzaklig1 pikin Alikonma Siiresi’ni (Retention Time — tr) verir ve bu 6zellik bu spesifik
sistemde, analit icin karakteristiktir. Analitin alikonma siiresi, mobil fazin akis hizina, akis
hizinin sabit olup olmamasina direkt olarak baglidir ve mobil fazin alikonma hacmi Vk ile

gosterilir. (Kazevich, 2007, s: 15)



Analit sisteme sabit faz ile etkilesmese bile sisteme enjekte edildikten hemen sonra
dedektorde goriinmez. Bir YPSK kolonu, kiiciik partikiillerden olusan porlu bir icerige sahiptir
ve bu porlar halihazirda ¢6ziicii ile doludur. Analit sisteme verildikten sonra bu ¢oziicliniin de
kolondan ¢ikmasi ve analitin dedektore ulagsmasi gerekir. Analiz baglarken igeride bulunan bu
¢oziiciiye Olii Hacim (Void Volume) adi verilir. Analitin tutunma derecesi iki parametreye
baghdir: 1) analitin gercek manada sabit faz ile etkilestigi siire, ii) mobil faz icinde ¢oziinmiis
olan bilesenin kolondan gecerken gergekte gegirdigi siire. Total tutunma siiresi ve kalma siiresi
arasindaki fark, indirgenmis tutunma siiresini (t'r) verir ve analitin tutunma hacmi ile 6li
hacim arasindaki fark ise indirgenmis tutunma hacmini (V'r) verir. Buna gore;

Ve=Vo  Vr  tr—tp

k:— —_—
Vo Vo to

Sekil 1.3. Tutunma faktorii

Bu parametreler kullanilarak tutunma faktori, k, bulunur. Eger iki farkli sistemde,
kolon dolgu maddesi, mobil faz, akis hiz1 gibi parametreler ayn1 ise bu iki sistemin tutunma
faktorii ayn1 olmalidir. Bu sayede iki laboratuvar ya da sistem arasindaki benzerlik 6l¢iilebilir.

(Kazevich, 2007, s:17-18)

Bu denklemden yola g¢ikarak bir sistemin farkli iki bileseni ayirabilme giicii de
Olciilebilir. Buna “Secicilik” adi verilir ve o ile gosterilir. Secicilik, iki analitik tutunma

faktoriiniin birbirine orani veya indirgenmis tutunma siirelerinin orani olarak tanimlanabilir;

_ E _tg, — 1t
ky  tg, —to

a
Sekil 1.4. Secicilik Faktorii

Secicilik normal sartlar altinda bilesenlerin sabit faz ile olan etkilesiminin dogasina
baghdir. (Kazevich, 2007) Segicilige ek olarak bir analizin kalitesini 6lgmek i¢in kolonun
verimliligine bakabiliriz. Bunu dl¢gmek i¢in kullanilan kolonun plakalara boliindiigii varsayilir
ve bu plakalarin yiiksekliginin ne kadar kii¢iik oldugu veya sayilarinin ne kadar fazla oldugu

kolonun verimliligini gdsterir. Bu varsayimsal plakalarin sayisi (N) su sekilde hesaplanir;

N =16 (*R/,,)?

Sekil 1.5. Teorik Plaka Sayist



Burada tgp tutunma siiresi, w pikin genisligi. Kolonun verimliligi kolon dolgu
maddesinin homojenligi, akis hiz1 gibi parametrelere baglh olabilir. Yiiksek verimlilige sahip
kolon daha dar pikler verir ve se¢iciligin diisiik oldugu durumlarda da daha iyi sonuglar

verilmesini saglar. (Belanger, 1997; Kazevich, 2007)

Bunlara gore iki pikin tepe noktasinin birbirinden ne kadar uzak oldugu segiciligin bir
ozelligidir ve her bir pikin genisligi kullanilan kolonun verimi hakkinda, dolayisiyla analizin
verimliligi hakkinda bilgi verir. Ayn1 sekilde iki pikin birbirinden uzakliginin baska bir 6l¢iisii
de “Rezoliisyon” (Ayiricilik) ile dlgiilebilir. Bu parametre iki pikin birbirine olan zamansal
uzakliginin genisliklerinin ortalamasina bakilmasiyla elde edilebilir. (Kazevich, 2007) Buna
gore;

1

tp. — t
R (Rezoliisyon) = 2 R B
Wz —Wq

Sekil 1.6. Rezoliisyon’un tutunma faktorii bakis agisindan formiilii

denklemi ile gosterilir veya kolonu etkileyen faktorler goz 6niinde bulunduruldugunda;

R (Rezoliisyon) = <§) ) (a ; 1) . (kzk-lz_ 1)

Sekil 1.7. Rezoliisyonun sistem parametreleri bakis agisindan formiilii

seklinde de gosterilebilir. Burada N, teorik plaka sayisi; a, secicilik ve ko, sonra ¢ikan bilesenin
tutunma katsayisidir. (Anderson vd., 2016, s: 29) Bu denklem g6z 6niinde bulunduruldugunda
rezoliisyonu kontrol etmek i¢in {i¢ parametre incelenebilir. Rezoliisyonu arttirmak i¢in N, yani
teorik plaka sayisi, k, tutunma katsayisi ve a, secicilik arttirilabilir. Teorik plaka sayisinin
artmasi i¢in verimi daha yiiksek bir kolon kullanilabilir veya kolonun uzunlugu arttirilabilir;
tutunma katsayisini arttirmak i¢in incelenen bilesenlerin tutunma siireleri arttirilabilir ve
seciciligi arttirmak i¢in daha segici bir kolon veya daha uygun bir mobil faz kullanilabilir.

(Anderson vd., 2016; Kazevich, 2007)
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Yiiksek Segicilik
Yiiksek Verim

Diisiik Secicilik
Yiiksek Verim J

Yiiksek Segicilik
Diisiik Verim

Diisiik Secicilik
Diigiik Verim

Sekil 1.8. Kromatogramdaki pik sekli tipleri. I) Rezoliisyonu yiiksek, keskin pikler yiiksek segicilik ve verim, IT)
Rezoliisyonun diisiik oldugu keskin pikler diisiik segicilik, yiiksek verim, III) Rezoliisyon yiiksek genis pikler, yiiksek
secicilik ve diisiik verim, IV) Diisiik rezoliisyon ve genis pikler, diisiik segicilik ve diisiik verim demektir.

Ayrica sistemin dogru bir sekilde analiz yaptiginin bagka bir 6l¢iisii olarak pik
simetrisi de gozden gegcirilebilir. Bunu 6lgmek i¢in pikin %5 yiikseklikteki genisligine bakilir
ve bu yiikseklikten indirilen dik dogrunun bu genislikteki onii ve arkasi arasindaki mesafe

incelenir. Buna gore;

Wous viikseklikte

2f

Ag(Simetri) =

Sekil 1.9. Pik Simetrisi

Burada w, %5 yiikseklikteki pik genisligi ve f, bu yiikseklikte pikin iki ucundan
indirilen diklerin birbirine olan uzakligidir. Bu denklemin sonucu As=1 ise, pik simetriktir, A<
1 ise pik cepheleme yapmaktadir ve As>1 ise pik kuyruklanmaktadir seklinde yorumlanabilir.
(Epshtein, 2020, s: 521)
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1.4.4. Kromatografiyi Etkileyen Faktorler

Kromatografide ayrim, ¢oziiciiye (mobil faza), sabit faza ve bilesenin dogasina bagh
oldugundan fiziksel kosullar analizde direkt olarak etkilidir. Van Deemter esitligi kolonun
etkinliginin degerlendirilmesinde ve bunu etkileyen parametrelerin gosterilmesinde oldukga
onemli bir yer tutar. Dolayisiyla hem sabit fazin yapist hem de mobil faz ile ilgili bilgi verir.

(Ravisankar vd., 2019)

B
H=A+ —+4+Cv
%
Sekil 1.10. Van Deemter Esitligi

Bu esitlige gore H, kolonun i¢inde bulunan teorik olarak hesaplanan plakalarin her
birinin yiiksekligi; v, mobil fazin akis hizi; A, akis ile baglantili dagilmanin katkisi, Eddy
difiizyonu; B, molekiiler difiizyondan tiiretilen bir katsay1r ve C, hareketli faz ile sabit faz

arasindaki kiitle transferini ifade eder. (Siouffi, 2006)

Kolonun etkinliginin arttirilmas1 H degerinin, yani plaka yiiksekliginin diigmesi ile
elde edilir. Kolon uzunlugunun sabit kaldig1 disiiniildiigiinde plaka yiiksekliginin kiigiik
olmasi teorik plakanin daha yiiksek bulunmasini saglar. Daha yiiksek teorik plaka sayis1 degeri
ise kolonun etkinliginin daha iyi oldugunun bir gostergesidir. Bu, daha kiigiik partikiillii

kolonlarla gerceklestirilebilir.

H==
N

Sekil 1.11. Teorik Plaka Yiiksekligi

Plakanin yiiksekligi ise ayn1 zamanda kolonun uzunlugunun teorik plaka sayisina
boliinmesi ile de bulunabilir. N degeri bir kolondaki farazi katman sayisini gosterdiginden

kolonun uzunlugu ile birbirine oran1 bu katmanlarin yiiksekligini verir. (Ravisankar vd., 2019)

1.5. Moroétesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi (Ultraviolet — Visible
Spectroscopy / UV-Vis Spectroscopy)
Bu teknikte bir c¢ozeltideki bilesenlerin belli bir dalga boyunda gelen 15181
absorplamasiyla karakteristik spektrum bantlarinin elde edilmesi amaglanir. Fonksiyonel
gruplar veya molekiiller belirli bir dalga boyundaki gelen 15181 absorplar ve hem kalitatif hem

kantitatif analize olanak saglar. (Chen, 2024)
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Spektroskopi elektromanyetik radyasyonun (151gmn) madde ile olan etkilesimini
incelediginden 1s181in dogasi bu teknikte Onemlidir. Elektromanyetik dalgalar madde ile
etkilesimde absorplanabilir, yansiyabilir veya kirilabilir; madde ile etkilesiminde ise enerji
kaybederler. Bir elektromanyetik dalga, elektrik yiiklii bir par¢acigin elektrik alanda titresmesi
ve dolayistyla manyetik olarak da yiiklii olarak manyetik alanda titresmesinin kesisiminden

olugmaktadir. (Bhattacharjee, 2023; Chen, 2024)

Elektrik Alanda Osilasyon

Dalgaboyu (nm)
- B

Manyetik Alanda Osilasyon

Sekil 1.12. Elektromanyetik Dalga

Is1g1n dalga boyu (wavelength), titresim yaptig1 alandaki ardigik dalgalarin tepelerinin
birbirine olan uzaklhigidir ve dalga boyu kiiciildiik¢e 15181 enerjisi artar. Her dalganin bir
zaman biriminde yaptig1 osilasyon sayisi ise o 15181n frekansini belirler. Is181 meydana getiren

fotonun enerjisi ise direkt olarak 1g181n dalga boyu ve frekansi ile baglantilidir.

E = hv
E_hc
2

Sekil 1.13. Planck Esitlikleri

Burada v, 15181 frekansi ve A, 15181n dalga boyunu temsil eder. Enerjiyi hesaplarken,
h ise Planck sabitini ifade etmektedir ve 6.626 x 107 joule/saniye olarak kabul edilir; ¢ ise
151k hizidir. Bu denklemde de goriildiigii iizere daha dalga boyu enerji ile ters orantilidir ve
daha kisa dalga boylar1 daha yiiksek enerjiyi ifade eder; frekans ise enerji ile dogru orantilidir
ve daha yiiksek frekanslar daha yiiksek enerjiyi gosterir. Daha yiiksek frekans, ayrica, fotonun

daha hizl1 osilasyon yaptigini da gosterir. (Vitha, 2018)
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Uzun Dalgaboyu

Uzun Dalgaboyu
Diisiik Enerji

Kisa Dalgaboyu

Kisa Dalgaboyu
Yiiksek Enerj1

Sekil 1.14. Dalga Boyu — Enerji {liskisi

1.5.1. Lambert — Beer Yasasi

Elektromanyetik dalgalar dalga boylarina veya frekanslarina goére belirli gruplara

ayrilarak incelenebilir;

Cizelge 1.1. Elektromanyetik Dalga Spektrumu

Radyo Dalgalar1 100Mm — 1 m 3 Hz - 300 MHz
Mikrodalga Il m—1mm 300 MHz - 300 GHz
Kizilotesi (Infrared) I mm — 750 nm 300 GHz — 400 THz
Goriiniir Bolge 750 nm — 400 nm 400 THz — 800 THz
Morétesi (Ultraviyole) 400 nm — 1 nm 10 Hz - 10" Hz
X-Isinlart I nm—1pm 10" Hz - 10*° Hz
Gamma Iginlar 1 pm —0.0001 pm 10°°Hz - 10** Hz
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Elektromanyetik dalga, radyo dalgalari, mikrodalga, kizil6tesi, goriiniir bolge,

morétesi, x-151nlar1 ve gamma 1sinlari olarak gruplandirilabilir. (Bhattacharjee, 2023)

Radyo Dalgalart  Mikrodalga Kizilotesi Mordtest X-Isinlar Gamma Isinlari

' i
T L\l

} }
T L}

Gorunir Bolge

Sekil 1.15. Elektromanyetik Dalga Spektrumu

Madde ile etkilesime giren foton maddenin i¢ enerjisinde artiga sebep olur ve tiir temel
halden daha uyarilmis hale geger. Fotonun tiim enerjisinin madde tarafindan absorplandigi
varsayilirsa, fotonun enerjisi, maddenin katmanlari arasindaki seviye farkinin enerjisine esit
olmalidir. Her maddenin kuantlagsmis enerji seviyeleri arasindaki fark o maddeye has
oldugundan, fotonun enerjisinin absorplandigi dalga boyu da maddeye karakteristiktir. Daha
sonra absorplanan bu enerji bir foton olarak atom veya molekiilden ¢ikar ve buna emisyon
denir. Maddedeki uyarilmis hal ¢ok kisa siirer ve emisyon ile madde temel hale tekrar doner.
Madde absorpsiyonda aldig1 enerjiyi 1s1 veya 1sik olarak verebilir. Mordtesi veya goriiniir
bolgede absorpsiyon yapmis bir madde, aldig1 enerjinin biiyiik bir boliimiinii genellikle bir
fotonun emisyonu seklinde acgiga ¢ikarir. Uyarilmis halin dogasma bagli olarak bu olay

floresans veya fosforesans olarak adlandirilabilir. (Penner, 2017)

Mordtesi-Goriiniir Bolge Spektroskopisi, bu prensibe dayanarak maddenin 15181
absorplama oranina goére hesaplanir. Numune olarak sisteme verilen ¢ozeltinin igindeki
maddenin miktari, maddeye gonderilen 1518 absorplanmasinin oraniyla dogru orantilidir.
Maddeye karakteristik dalga boyunda gonderilen 1s1k, i¢erideki maddenin miktarina bagh
olarak belli oranda 151831n gegmesine engel olacagindan ¢ikan 1518in miktar giren 118a oranla
azalmig olacaktir. (Akash, 2019, s: 31) Giren 1s18in siddetinin, absorplanmasiyla beraber

degismesi gecirgenligi yani transmittansi verir. Transmittans;
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T_I
=1

Sekil 1.16. Transmittans

olarak gosterilir. Transmittans ayrica % Transmittans olarak da belirlenebilir ve bu;

I
%T = —x100
Iy

Sekil 1.17. %Transmittans

seklinde hesaplanir. Sisteme giren 15181n siddetiyle ¢ikan 1s181n siddeti arasindaki oran ayrica

absorbans olarak da hesaplanabilir. Bu ikisi arasindaki iligkiyi ise;

I
A= —logyo = A

Sekil 1.18. Absorbans

denklemi gostermektedir. Bu denklemden anlasilacagi iizere absorbansin diisiik olmasi
sisteme giren 15181n ¢ogunun girdigi siddette ¢iktig1 ve yiiksek olmasi giren 15181n, igerideki

maddeler tarafindan absorplandigi anlamina gelir. (Hardesty ve Attili, 2010)

Mordtesi-Goriiniir Bolge Spektroskopisi, bu prensiple ¢alisir ve Beer-Lambert yasasi
olarak adlandirilir. Bu yasaya goére absorpsiyon ve konsantrasyon arasinda lineer bir iligki
bulunmaktadir ve aradaki bu oran lineer kaldigi siirece bu yasa kabul edilmektedir. 0.01M’dan
bliylik numuneler genellikle bu yasadan sapmaya sebep olur. Ayrica gelen 1518In
monokromatik bir 151k olmamasi halinde veya sistemin disindan gelen harici bir 151k olmasi
halinde de sapmalar gozlenmektedir. (Chen, 2024) Beer-Lambert Yasasi, Beer Yasasi ve

Lambert Yasasi’nin birlestirilmesiyle olusturulmustur. Buna gore Beer Yasast;

I =]eHe

Sekil 1.19. Beer Yasasi

seklinde gosterilir ve monokromatik bir 1s1gin konsantrasyonla eksponansiyel disiisiinii

gosterir. Lambert Yasasi ise;

I =le k2

Sekil 1.20. Lambert Yasasi
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seklinde gosterilir ve 1518, i¢inden gectigi ortamin kalinligr arttikga siddetinin bununla
orantil1 diistiigiinii belirtir. Bu iki yasa birlestirildiginde 1s1k siddetinin, gectigi ortamin
uzunlugu ve o ortamda bulunan tiirlerin konsantrasyonuyla olan iliskisi ortaya cikar.
Absorbans, ortam ve konsantrasyon arasindaki iligskiye bakildiginda, absorpsiyon yapan tiiriin

konsantrasyonu veya molar absorptivitesi de kullanilarak bu sekilde bir hesap yapilabilir;

I
A= —logig—=exbxc
Iy

Sekil 1.21. Absorbansin Molar Absorptivite ile Hesaplanmast

Bu denklemde €, molar absorptivite; b, kiivetin santimetre cinsinden uzunlugu ve c
151k hizidir. Denkleme gore molar absorptivitenin katsayis1t M!. cm™! olarak bulunur. (Hardesty
ve Attili, 2010) Bu ilkeler Beer-Lambert Yasasi’nin temelini olusturmaktadir. Yasaya uyan
bilegenlerden olusan bir ¢ozelti, bilesenler arasinda etkilesim olmadig1 varsayilirsa, bu tiirlerin
absorbanslarinin toplami kadar absorpsiyon yapar. Buna Katilabilirlik Yasasi, Eklenebilirlik

Yasasi (Law of Additivity) adi verilir. Buna gore;

A=[(ggxc)+(egxc)+ -+ (gpxcy)] =41+ A, + -+ A,

Sekil 1.22. Eklenebilirlik Yasast

Absorpsiyon yapan birden fazla tiir iceren bir ¢dzeltinin kiivet yolu uzunlugu 1 cm
oldugu varsayilirsa cevap olarak verecegi absorbans bu sekilde hesaplanabilir. Absorbans, bu
sebeple ¢ozelti igindeki tiirlerin absorpladigi miktarin toplamidir. (Marczenko ve Balcerzak,

2000, s: 29)

1.5.2. Beer Yasasindan Sapmalar

Beer Yasasi, belirli kosullar altinda iyi ¢alisiyor olmasina kargin bazi sinirlamalara
tabidir. Yiiksek konsantrasyondaki ¢ozeltilerle calisirken Beer Yasasi gecersiz sayilabilir ve
farkli sebeplerden kaynaklanabilir. Ornegin yiiksek derisimdeki bir ¢dzeltideki molekiiller
birbirine yakin olacaktir ve bu durum molekiillerin yiik dagilimini degistirebilir ve dolayisiyla
absorpsiyon yapabilme ozelliklerinde degisime sebep olabilir veya ¢ozelti iginde ¢oziinen
farkli tiirler birbirileriyle etkilesime girerek molar absorptivitelerinde degisime sebep
olabilirler; bu tiir parametrelerle direkt ilgili olan bu yasa, bu tip kosullar altinda sapmalar
gosterebilir. Dahasi, hazirlanan ¢6zelti, 15181 gectigi ortamin kirtlma indisini degistiriyorsa bu

da Beer Yasasi’nda sapmaya sebep olabilir. (Skoog vd., 2013, s: 339)
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Beer Yasasi, yalnizca monokromatik bir 15181n varliginda diizgiin ¢alismaktadir. Molar
absorptivitesi farkl iki farkli tiir iceren bir sistemde dogru calisamaz. Molar absorptiviteler
arasindaki farkin artmasi dogrusal bir sonuctan uzaklagsmaya sebep olur. Baska kaynaktan
gelen veya cihazdaki aynalardan yansiyan diger kacak isinlarin varliginda da Beer Yasasi
durumdan etkilenebilir. Bu tip 1sinlar hedeflenen monokromatik 1siktan farkli dalga boyunda

ise sapmalar gozlenecektir. (Skoog vd., 2013, s: 342)

Spektrofotometrede yapilan analizde kullanilan kiivetlerin es olmamasi halinde de
sapmalar gozlenmektedir. Tek 151n yollu cihazlarda ayni kiivetin kullanilmasi veya gift 151n
yollu cihazlarda eslenik kiivetlerin kullanilmasi ile sorun ¢oziilebilir. Bu sapma sonucunda
kalibrasyon grafigi ¢izilen egri, orijinden gegmez ve sapmaya sebep olur. (Skoog vd., 2013, s:

343)

(Cozeltide bulunan elektrolitlerin sayisi da Beer Yasasi’'ndan sapmalara sebep olabilir.
Cozelti icindeki yiiksek orandaki elektrolitler maksimum absorbans yapilan dalga boyunda
kaymaya sebep olabilir ve molar absorptivitede degisiklige sebep olabilir. Cozeltinin pH’s1 da
Beer Yasast’nin diizgiin ¢aligmasi i¢in énemli bir etkendir. Cozeltinin pH’sindaki degisimler
icerigindeki molekiillerde degisime sebep olabileceginden kuralda sapmalara sebep olabilir.

(Sudharshan ve Swetha, 2023)

1.5.3. Mordotesi — Goriiniir Bolge Spektrofotometreler

Tipik bir Morédtesi — Gorlinlir Bolge Spektrofotometri cihazi  belirli  temel
bilesenlerden olusur; 11k kaynagi, monokromator, numune kabi veya kiivet, dedektdr ve

kaydedici baglica pargalar arasinda sayilabilir. (Jespersen, 2006)

Isin Kaynagi [— MonokromatﬁrH Kiivet ]—‘—Dedektt')r }* Kayi1t Cihazi

Sekil 1.23. Mordtesi — Goriiniir Bolge Spektrofotometrenin Temel Bilegenleri

Mordtesi — Goriiniir Bolge spektrofotometrelerde, goriiniir bolgedeki 151k kaynaklar
genellikle kara cisim 151mas1 yapan bir tungsten lambadan meydana gelir. Bu tip lambalarda
dalga boyu tungsten telin sicakligma gore degisiklik gosterir ve bu sayede istenilen dalga
boylarinda 151k elde edilir. Mordtesi bolgedeki lambalar ise yliksek-basmgh civa
lambalarindan, ksenon lambalardan, diisiik basingli déteryum veya hidrojen lambalaridan
olusabilir. Civa ve ksenon lambalar, i¢eriginde bulunan iletken gaza uygulanan elektrik akimi

sayesinde 151k meydana getirir. Elektrik akim1 sayesinde uyarilan gaz molekiilleri temel hale
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donerken, analiz edilen elemente 6zel dalga boyunda emisyon yapar ve bu sayede analiz edilen
molekiil gelen 15181 absorplar. Hidrojen ve déteryum lambalar ise daha diisiik sicakliklarda
calisir ve stirekli 151 kaynagi olarak kullanilir. Bu tip lambalarda hidrojen veya déteryum
atomlar1 elektronik olarak uyarilir ve atomlarin emisyonuyla 151k elde edilir. D&teryum
lambalar, hidrojen lambalarindan 3 ila 5 kat daha giicliidiir ve yaydiklar1 1s1g1n siddeti daha
yliksektir. Hidrojen lambalarindan daha pahali olmalarina karsin oldukga sik kullanilmaktadir
ve oldukca dayaniklidir. Bu tip lambalar 190nm ve 370nm arasinda 1sik yaymaktadirlar.

(Jespersen, 2006; Sudharshan ve Swetha, 2023)

Monokromatdrler slitlerden, aynalardan veya lenslerden ve 15181 dagitici bir
mekanizmadan olusur. Dagiticida dalga boylarina ayrilan 151k aynalardan yansitilarak veya
lenslerden odaklanarak slitlere gonderilir ve uygun dalga boyundaki 151n ile analiz yapilir.

(Marczenko ve Balcerzak, 2000, s: 31)

Kaynaktan gelen 151k monokromatorde ayrildiktan sonra kiivete, 6lglim kabina,
numuneye gonderilir. Numunenin bulundugu bu kaplar kuvars veya erimis silikadan yapilir ve
151810 gectigi yiizeyler 1s18in gelis yoniine dik sekildedir. Bu sayede gelen 151k yansimadan
kiivetten gecer. Isigin gectigi yol boyunca olan kiivet uzunluklar1 genellikle 1cm olmakla
beraber ¢esitlilik gosterebilirler. Gorliniir bolgede yapilan analizler i¢in plastikten iiretilmis

kiivetler de kullanilabilir. (Skoog vd., 2013, s: 351)

Isik, numune kabinda bir kismi absorplandiktan sonra dedektore ulasir ve ulasan
fotonlarin enerjisi dedektorde elektrik enerjisine doniistiiriilerek sinyal olarak kaydedilir. Bu
doniigsiim fotohiicreler, fotocogalticilar, fotorezistorler ve fotodiyotlar aracilifiyla
gerceklestirilebilir. Ornegin fotohiicreler ve fotogogalticilarda, yiizeylerinde bulunan fotona
kars1 hassas olan katotlar gelen fotonun enerjisi ile elektron sacar ve sacilan elektronlar anota
dogru gecerken bir elektrik akimi olusturur. Ortaya ¢ikan elektrik enerjisinin miktar1 dedektore
ulasan fotonlarin miktar1 ile dogru orantilidir ve dolayisiyla numunenin konsantrasyonu
hakkinda bilgi verir. Fotorezistorlerde ve fotodiyotlarda ise fotonlar, fotonlara karsi hassas
maddelerden olusan dedektore diiser ve bu olay bir elektrik akimi agiga ¢ikarir. Elektrik
akiminin siddeti gelen 1s181in miktariyla dogru orantihidir. Bu sekilde veri kaydedilir ve

konsantrasyon belirlenir. (Marczenko ve Balcerzak, 2000, s: 32)

Spektrofotometreler 15181n gectigi yolun sayisina gore Tek Isinli (Single Beam) veya
Cift Isinli (Double Beam) Spektrofotometreler olarak ayrilabilir. Bu iki spektrofotometre
151810 ayrildigi noktada farklilik gosterirler. Tek 1sinli cihazlarda, 11k tek bir yol iizerinden

¢ikar, numune kabina ve dedektore ulasir. Cift 1sinli cihazlarda ise 151k, kaynaktan g¢iktiktan
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sonra ikiye ayrilir ve ayni siddette hem referans kaba hem de test ¢ozeltisinin bulundugu kaba

diiser. Cikan iki 151k da dedektor tarafindan okunur. (Skoog vd., 2013, s: 351)

Tek 1smli spektrofotometrelerde kiivet once bir referans c¢ozeltiyle doldurulur,
kullanilan ¢oziicii olabilir ve Iy degeri dl¢iiliir. Bu sayede absorbans sifirlanir. Daha sonrasinda
kap bosaltilir ve numune konur. Ardindan numunenin I degeri 6l¢iiliir ve dolayisiyla analiz
edilmek istenen bilesenin absorbansina ulasilir. Cift 1s1nl1 spektrofotometrelerde ise iki kiivet
bulunur ve referans kabi siirekli olarak sisteme verilen numuneye karsi 6l¢iiliir. Sonug olarak

hem Iy, hem de I degeri ayn1 anda Ol¢iiliir ve absorbans hesaplanir. (Jespersen, 2020)

1.5.4. Tiirev Spektrofotometri (Derivative Spectrophotometry — DS)

Tiirev spektrofotometri, normal bir Mordtesi — Goriiniir Bolge spektrofotometri
analizinden elde edilen absorbans/dalga boyu grafiginin tiirevinin alinmasina dayanan bir
tekniktir. (Karpinska, 2012, s; 254) Bu teknikte ¢ok bilesenli analizlerdeki tiirleri ayirmak i¢in
elde edilen grafigin birinci veya daha yiliksek mertebedeki tiirevleri alinir ve {ist iiste gelen
absorbans pikleri ayrilir. Bu sayede daha yiiksek segcicilikte analizler gerceklestirilebilir ve
karisim halinde bulunan tiirlerin ek ayirma ydntemlerine veya proseslerine gerek kalmadan

ayrilabilir. (Sowjanya vd., 2019)

Bu teknik Lambert-Beer Yasasi’na ve Eklenebilirlik Yasasi’na (Law of Additivity)
uyar ve tiirevin degeri yine konsantrasyonla dogru orantilidir. Bir¢ok bilesenden olusan bir
tiirev spektrumunda, tlirev degerlerinin toplami da yine tiim bilesenlerin toplamina denktir.

Yani;
A= ¢exbxc
seklinde hesaplanan absorbans degerinin n. dereceden tiirevi;
d"A d'e

W:CXbXW: Dn

Sekil 1.24. Absorbansin n. Dereceden Tiirevi
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Buna gore, birinci dereceden tiirevi,

dA_ b de
ﬁ_ cX Xa

Sekil 1.25. Absorbansm 1. Dereceden Tiirevi

olarak ifade edilir. Ikinci dereceden tiirevi;

A _ L, de\? Lo [
az- " x(ﬁ) 0¥\

Sekil 1.26. Absorbansimn 2. Dereceden Tiirevi
Esitligin {iciincii dereceden tiirevi,
d>A d3e o, (de\(d%e\  , _dey’
W: —cxbx ﬁ + 3c“x b*x (a) m —c’>xb <a)
Sekil 1.27. Absorbansin 3. Dereceden Tiirevi

seklinde ifade edilir. Eklenebilirlik Yasas1 da géz oniinde bulunduruldugunda n. dereceden

tiirevi alinan ifadelerin toplam1 karigimin toplaminin tiirevine esittir;
Dlr(larlslm = D{l + D? + -t D;cl
Sekil 1.28. Tiirevin Eklenebilirlik Yasast’yla Birlesimi
Denklemde Dy}, x’inci bilesenin n’inci tiirevini ifade etmektedir. (Kus vd., 1996)

Absorbans/dalga boyu grafigi ¢izilen spektrumlarin tiirevi alinmig grafikleri ise su sekilde

gosterilebilir;
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D4
YV |
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D2

e P —

DO

i _— ——

Sekil 1.29. n. Dereceden Tiirev Spektrurplanna Omekler, DO; Sifirmer dereceden tiirevirl spektrumu, D1; Birinci
dereceden tiirevi alinmig spektrum, D2; Ikinci dereceden tiirevi almmus spektrum, D3; Uglincii dereceden tiirevi
alnmus spektrum, D4; Dordiincii dereceden tiirevi alimmis spektrum, D5; Besinci dereceden tiirevi almmug spektrum.
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Tiirev spektrofotometride tiirevi alinan grafikteki genis pikler kiigiilirken dar pikler
keskinlesir ve ayrimin yapilmasi kolaylasir. Her pik i¢in alinan tiirevin bir fazlasi kadar tiirev
piki gozlenir. Buna gore her bir pikin n. tiirevindeki pik sayis1 n+1 seklinde ifade edilir. (Dixir

ve Ram, 1985)

1.5.5. Tiirev Spektrofotometrinin Avantajlar:

Tiirev Spektrofotometrinin en bilyilk avantaji iist iiste gelen ve girisim yapan
piklerinin ayrimimin saglanabiliyor olmasidir. Piklerin ayrilmasinin yani sira analiz edilmek
istenen bilesenler impiiritelerin varliginda da saptanabilir. Yiiksek bir segcicilik ve hassasiyet
saglar. Kiiclik ve keskin piklerin daha goriiniir olmasin1 saglar. Zaman kazandirir ve daha
ekonomiktir. Bunun sebebi, ayrilmasi gereken bilesenlerin baska bir prosese gerek olmadan

tiirevleriyle ayrilabilir hale getirilmesindendir. (Kus vd., 1996; Sowjanya vd., 2019)

1.5.6. Tiirev Spektrofotometrinin Dezavantajlari

Tiirev spektrofotometrisi kiigiik ve keskin pikleri biiyiitlir, bu sebeple giiriltiilii
spektrumlarda hatalarla karsilagilabilir. Bunu engellemek igin diizeltme (smoothing)
uygulanabilir. Dogru parametreler uygulanmazsa hedeflenen bazi pikler kaybolabilir ya da
yanlig pikler ortaya ¢ikabilir. Dogru bir tiirev spektrumu elde etmek igin en optimal degerler

secilmelidir. (Uddin, 2012, s: 266)

1.5.7. Tirev Spektrofotometri Biiyiikliik Cikarma Metodu (Modified Amplitude

Subtraction Method, DS — MAS)

Ayni anda analiz edilen A ve B etkin maddelerinden, A tek bir dalga boyunda
maksimum absorbans verirken B, ayni anda hem A ile ayn1 dalga boyunda hem de bagka bir
dalga boyunda absorbans veriyorsa ve A maddesi ile verdigi dalga boyu spektrumda girisim
yapiyorsa MAS metodu kullanilabilir. Bu metoda gore, genis bir dalga boyu araliginda taranan
iki bilesenin absorbansa karsi dalga boyu ¢izilen spektrum grafiklerinin birinci dereceden
tiirevi alinir ve tlirevi alinan spektrumdaki pik yiikseklikleri girisim yapan noktalarda
birbirinden ¢ikarilarak tek noktada maksimum absorbans yapan A maddesine ait bir biiyiikliik
bulunur. Bu biiyiikliikler ile A’nin konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iligki kurularak iki
madde analiz edilir. Bu sayede Mordtesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi’nde girisim

yapmakta olan iki farkli etken madde kolaylikla analiz edilebilir. (Sowjanya, 2019, s: 6)
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1.6.  Analitik Metot Validasyonu

Gelistirilen analitik metotlarin gecerli oldugunu kanitlamak i¢in gerekli olan kriterler
ICH Q2(R2) kilavuzunda belirtilmektedir. Uluslararasi diizeyde metot validasyonlarinin hem
farmasotik iiriinleri analiz etmek i¢in kullanilan kalite kontrol metotlar1 hem de biyofarmasotik
analizler i¢in gelistirilen validasyon calismalarimi standardize etmekte 6nemli bir yeri vardir.
Gelistirilen analitik metotlarin tekrarlanabilirligi, dogrulugu ve tutarliligini gostermek icin

gerekli olan temel validasyon parametrelerini belirtir. (ICH, 2023)

1.6.1. Ozgiinliik ve Secicilik

Ozgiinliik ve secicilik, ortaya konan analitik metotta ayrilmak istenen hedef bilesenin
girisim olmadan basarili bir sekilde tespit edilebildigini gosteren parametredir. Eger ortaya
konan analitik metot 6zgiin degil ise uygunluk secicilik ile gosterilebilir ve bunun igin
hedeflenen bilesenin, amaca uygun bir bigimde tespit edilebildigini géstermek igin bagka
metotlarla karsilastirilarak kanitlanabilir. Her kosulda bilesenin uygun bir sekilde analiz
edilebildigini gostermek icin yeterli ayrimin yapilabildigi kanitlanmalhidir. Bu amaca
ulasabilmek i¢in gerekirse, birden fazla bilesen iceren sistemler igin iki veya daha fazla

prosediir olusturulabilir. (ICH, 2023)

Gelistirilen metoda gore bilesenin girisim yapmadig: farkli sekillerde gosterilebilir.
Ornegin impiirite veya saflik metotlar1 igin, kromatografide, piklerin birbirinden yeterince
ayrildigini géstermek i¢in rezoliisyon parametresi gosterilebilir veya miktar tayini ya da potens
calismalarinda impiiriteler; 1) etken madde veya yardimci madde strese sokularak bozulabilir
ya da impiiriteler elde bulunuyorsa test edilen ¢ozeltiye eklenerek iki pik arasinda rezoliisyona
bakilabilir, 2) pikin saflig1 gosterilerek girisim olmadig1 gosterilebilir veya eklenen veya
olusturulan impiiritelerin varli§inda ana pikin durumdan etkilenmedigi kromatogram {izerinde

gosterilebilir. (ICH, 2023)

1.6.2. Dogrusallik ve Arahk

Analizde Ol¢iilen cevap ile hazirlanan testlerin konsantrasyonlari arasinda iligki
kurulmasini saglayan parametreye dogrusallik veya lineerlik adi verilir. Tekrarlanabilirligin
kanitlanabilmesi agisindan Onemli bir parametredir. Dogrusalligin kanitlanabilmesi igin
belirlenen derisimlerde hazirlanan test c¢ozeltilerinden alinan sinyaller ile olusturulan
kalibrasyon egrisinin dogrusal regresyon analizi sonucunda R? degerinin 0.999°dan biiyiik

olmasi ideal olarak kabul edilir. (ICH, 2023)

24



1.6.3. Kesinlik

Analitik metot validasyonu yapilirken kesinlik caligmasi, yapilan analizde alinan
cevaplar arasindaki varyasyonu gosterir. Gelistirilen analitik metot eger impiiriteleri
kapstyorsa, bu impiiriteler i¢in de arastirma yapilmasi onerilir. Kesinlik ¢aligmasi, iiriiniin veya
maddenin homojen bir karigimini igeren ornekler iizerinden yapilir. Eger galigilan numuneler
direkt olarak bulunamiyorsa yapay olarak da hazirlanarak test edilebilir. Bu asamada
tekrarlanabilirlik iki farkli sekilde kanitlanabilir. Seceneklerden biri, belirlenen araliktaki
derigimlerdeki ii¢ farkli noktada 3’er adet test ¢ozeltisinin hazirlanmasiyla saglanabilir. Bu
secenegin haricinde testi iceren %100°lik homojen testlerle de kesinlik caligmasi

gerceklestirilebilir. (ICH, 2023)

1.6.4. Dogruluk

Analitik bir metodun dogrulugu, yapilan testlerinin sonuglarinin belirlenmis gergek
degere olan yakimligiyla Olgiiliir. Bu galigmada test ¢ozeltileri aralik olarak belirlenmis
konsantrasyonlarda analiz edilmelidir ve sonuglar igerige eklenmis olan miktara yakin
bulunmalidir. Numuneler hazirlanirken, belirlenmesi amaglanan hedef bilesen, sonug olarak
belirlenmis matrisle beraber hazirlanmalidir. Ornegin bitmis bir farmasétik iiriin icin
gelistirilmis analitik metot validasyonunda, etken madde bitmis {irlindeki plaseboyu da

icerecek sekilde hazirlanarak test edilmelidir. (ICH, 2023)

1.6.5. Saglamhk

Gelistirilen analitik metodun saglamligi validasyon kapsaminda test edilmelidir.
Metodun, metot parametrelerinin varyasyonlariyla, bu parametrelerdeki ufak degisikliklerle
test edilesi, gelistirilmis olan metodun giivenilirligini ve dolayisiyla saglamligini
kanitlamalidir. Bu parametreler gelistirilen metodun yapilis sekline gore degisiklik

gosterebilir. (ICH, 2023)
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Bu calismanin amaci sivi preparatlarda Spiramisin ve Metronidazol’iin ayni anda
tayinine olanak saglayan bir Mordtesi Spektrofotometri metodu ve karsilastirma amaciyla yine
ayni iki ilag maddesinin ayn1 anda tayinine olanak saglayacak bir Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (High Performance Liqiud Chromatography) metodu gelistirmektir.
Bahsedildigi lizere hayvanlarda da siklikla kullanim1 gozlenen bu maddeler 6zellikle tarimda
kullanildiginda igme suyu kaynaklarina veya atik sulara karisarak eser miktarda tekrardan
kullanimina yol acabilmektedir. Ayrica piyasadaki siit vb. iiriinlerde de takibi yapilmaktadir.
Bu agilardan bakildiginda bu iki ilacin siv1 preparatlarda tayin edilmesi 6nemlidir. Gelistirilen
metotlarin bu tiir durumlarda kullanilabiliyor olmasi, hizli, kesinligi yiiksek ve dogru sonug

vermesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Reaktifler ve Etkin Maddeler

Tez kapsaminda bir adet Morétesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi ve bir adet de
Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi igin toplamda iki adet metot gelistirildi. Bu metotlar
olusturulurken Mordtesi — Gorilinlir Bolge Spektroskopisi metodunda kullanilan Etanol,
Supelco’dan (Sigma-Aldrich) temin edilmistir. Kullanilan ultra saf su Milli-Q cihazindan elde

edildi.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi metodu olusturulurken hareketli fazlarin
hazirlanmasinda kullanilan Potasyum Dihidrojen Fosfat, SRL’den temin edildi. Ayn1 sekilde
hareketli fazlarin hazirlanmasinda kullanilan %85 orto-Fosforik Asit, Supelco’dan (Sigma-
Aldrich) tedarik edildi. Yine hareketli fazda kullanilan Asetonitril J.T. Baker’dan tedarik
edildi. Kullanilan ultra saf su, Morotesi — Gorilinlir Bolge Spektroskopisi metodu ile ayni

sekilde elde edildi.

Uriinlerin hazirlanmasinda kullanilan Etanol ve ultra saf su belirtildigi gibi Morétesi
— Goriiniir Bolge Spektroskopisi metodunda kullanilanlar ile ayni sekilde tedarik edildi.
Uriinlerin hazirlanmasinda kullanilan Benzil Alkol Supelco’dan (Sigma-Aldrich) ve N,N-

Dimetilasetilamit (Pharma Grade) ise PanReac & AppliChem’den tedarik edildi.

Hem {irtinlerin tiretiminde kullanilan hem de metotlarin gelistirilmesinde kullanilan
Spiramisin, Topfond (Cin) firmasindan elde edildi. Ayni sekilde iiriinlerde ve metotlarin

gelistirilmesinde kullanilan Metronidazol, Hubei Hongyuan (Cin) firmasindan tedarik edildi.
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Cizelge 2.1. Kullanilan Reaktifler ve Standartlar

Madde Adi CAS-No. Firma
Spiramisin 8025-81-8 Topfond
Spiramisin CRS 00CtKn-S1100000 European Pharmacopeia
Metronidazol 443-48-1 Hubei Hongyuan
Benzil Alkol 100-51-6 Supelco
N,N-Dimetilasetilamit 143145.1612 PanReac&AppliChem
Metanol 67-56-1 J.T. Baker
Etanol 64-17-5 Supelco
Asetonitril 75-05-8 J.T. Baker
%85 orto-Fosforik Asit 7664-38-2 Supelco
Potasyum Dihidrojen Fosfat %99,5 7778-77-0 SRL Chem
Ultra Saf Su - Merck Milli-Q Integral 10

2.2. Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar, Programlar ve Gerecler

Moroétesi — Gorilinilir Bolge Spektroskopi metodu Shimadzu 1800 Series Dual Beam
(Japonya) kullanilarak gelistirildi Hellma marka 1 santimetre uzunlugundaki kuvars kiivetler
kullanildi. Yapilan analizlerden elde edilen ham veriler UV Probe 2.70 (Shimadzu, Japonya)

kullanilarak islendi ve anlamli hale getirildi.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi metodu gelistirilirken Agilent 1290 Infinity
I Series cihazi kullanildi. Kromatografik kolon olarak Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18
kullanildi. Analizlerden elde edilen ham veriler Open Lab (Agilent) programi kullanilarak

islendi ve anlamli hale getirildi.

Cozeltiler ve iiriinler hazirlanirken Heidolph marka vorteks cihazi ve Bandelin marka
ultrasonik banyo c¢dzeltilerin diizgiin karistirilmasi i¢in kullanildi. Cozeltiler hazirlanirken
kullanilan balon jojeler, meziirler ve beherler Isolab’dan temin edildi. Cozeltileri seyreltirken

ise Eppendorf Research Plus mikropipet kullanildi.
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Cizelge 2.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adi Model Marka
Yiiksek Performansli S1vi Kromatografi Cihazi 1290 Infinity II Agilent
Mordétesi — GB Spektrofotometre UVv1800 Shimadzu
pH-metre SevenExcellence Mettler Toledo
Hassas Terazi XPR205 Mettler Toledo
Vorteks Cihazi Reax Top Heidolph Instruments
Mikropipet Research Plus Eppendorf
Ultrasonik Banyo - Bandelin

Cizelge 2.3. Kullanilan Programlar

Metot Adi Program Adi Marka
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi OpenLab Agilent
Mordétesi — GB Spektrofotometri UV-Probe 2.70 Shimadzu

Cizelge 2.4. Kullanilan Kolonlar

Kolon Adi Kolon Ozellikleri Marka
ZORBAX Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution 150 x 4.6mm, 3.5um  Agilent

2.3. Yontem
2.3.1. Mordotesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi Metodu

Moroétesi — Gorliniir Bolge Spektroskopi metodu gelistirilirken ¢oziicii olarak %10’luk
etanol hazirlandi. Yiiksek safliktaki etanol kullanilarak 10:90 (Etanol: Ultra Saf Su, h/h)
oraninda ultra saf su karistirildi ve %10’luk etanol elde edildi. Validasyon galismalari i¢in
Spiramisin ve Metronidazol’tin %100°lik derisimi en uygun absorbansi bu konsantrasyonda
verdiginden 10 pg/mL (ppm) olarak belirlendi. Bu metotta base-line ve oto-sifirlama %10°luk
etanol ¢ozeltisi kullanilarak yapildi ve ¢oziicliden gelmesi olast olan absorbans pikleri

engellendi.

2.3.2. Uriinlerin Hazirlanis:

Spiramisin piyasada enjeksiyonluk sivi halinde farkli marka seceneklerinde
bulunmaktadir. Ornegin Spirotek 600 000UI/mL Injectible Solution ve Spirovet 600
000UI/mL Injectible Solution olarak piyasada satilmaktadir. Metronidazol ise Turkfleks %0.5
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Metronidazol V. Infiizyonluk Siv1 olarak 5mg/mL olacak sekilde ve Fladazol %0.5 Injectible

Solution seklinde piyasada bulunabilir.

Piyasada bu iki iirlinii ayn1 anda enjeksiyonluk sivi formunda igeren herhangi bir
formiilasyon bulunmamaktadir. Tablet formunda ise piyasada Orneklerine rastlanmaktadir.
Sikca beraber kullanilan bu iki iiriiniin 6zellikle veteriner ila¢ sektdriinde kombinasyon halinde
kullanimina sik¢a rastlanmaktadir. Bu sebeple bu ¢alisma bu etken maddeyi ayni anda igeren
stvi enjeksiyonluk bir formiilasyon onermektedir ve gelistirilen metotla uygunlugunu

gostermektedir.

Formiilasyon olarak iki farkli yontem denendi ve ilk olarak ¢oziicii olarak N,N-
Dimetilasetilamit kullanilarak 300 000UI/mL Spiramisin ve 2.5mg/mL Metronidazol igeren
bir {irlin gelistirildi. Bu triin iki farkli versiyon olacak sekilde koruyucu olan ve olmayan
varyasyonlarda iiretildi. Koruyucu olarak ise Benzil Alkol kullanildi. Final iiriinler 50mL’lik
flakonlara konuldu ve hacim olarak da 50mL’lik tretildi. Uygun miktarda Spiramisin ve
Metronidazol tartilarak N,N-Dimetilasetilamitte ¢6ziildii. Olusturulan ¢ozelti ikiye ayrildi ve
bir kisma koruyucu olarak Benzil Alkol eklendi. Cozeltilerin kalan hacmi ultra saf su ile
tamamlandi ve irlinler siselendi. Su ile tamamlanirken karigimin ¢okmemesi igin su yavas

eklendi ve eklenirken fazlarin homojen bir sekilde karismasi beklendi.

Diger formiilasyon ise %10’luk Etanol ile hazirland1 ve hem doz hem hazirlanis bir
onceki formiilasyon ile aym tutuldu. Sonug olarak dort farkli formiilasyon elde edildi ve
bunlardan ikisi piyasada Spiramisin {lirlinlerinde goriildiigii gibi Benzil Alkol koruyucu olarak
kullanarak hazirlandi. Coziicli olarak %10’luk Etanol giivenli bir oran olarak goriildiigii igin
¢oziicli olarak secildi ve etken maddelerin sudaki ¢6ziiniirliigliniin diisiik olmasindan dolay1
piyasada bulunan fiiriinlerin yarisini igerecek sekilde hazirlandi ve maddelerin ¢oziiciide iyi

¢Oziinmesi saglandi.

2.3.3. Mordotesi — GB Spektroskopisi Metodu Cozeltilerinin Hazirlanisi
2.3.3.1. Dogrusallik Cozeltilerinin Hazirlanisi

Metot valide edilirken hazirlanan dogrusallik ¢ozeltileri igin Spiramisin ve
Metronidazol ayr1 ayr1 10mg/100mL olacak sekilde ¢cdzelti haline getirildi ve bu ¢ozeltiler stok
olarak kullanildi. Yapilan denemelerde %100’liikk derisim 10ppm olarak belirlendi. Bu
derisimdeki absorbansin 0.0-1.0 absorbans araliginda gilivenli bir noktada olmasi ve
dogrusallik veya dogruluk parametreleri galigsilirken daha yiiksek derisimlere ¢ikilmasina

olanak saglamasindan dolay1r metodun %100’1liik derisimi 10ppm olarak belirlendi. Calisma
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ise 6 farkli nokta secilerek analiz edildi. Coziicii olarak %10’luk Etanol kullanildi ve cihaz bu

¢oziicli kullanilarak base-line alind1 ve oto-sifirlama yapildi.

Cizelge 2.5. Calisilan Konsantrasyon Araligt

Oran (%) Derisim
10% Ippm (pug/mL)
50% Sppm (nug/mL)
75% 7.5ppm (pg/mL)
100% 10ppm (pg/mL)
150% 15ppm (pg/mL)
175% 17.5ppm (ug/mL)

Hazirlanan stok ¢6zeltiden (100ppm), %10’luk ¢dzeltiyi olusturmak i¢in 0.1mL alind1
ve 10mL’lik balonda ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. %50’lik ¢6zelti i¢in stoktan 0.5mL,
%75°1ik ¢ozelti i¢in stoktan 0.75mL, %100°liik ¢ozelti i¢in stoktan 1.0mL, %150’lik ¢6zelti
icin stoktan 1.5mL ve %175’lik ¢o6zelti igin stoktan 1.75mL alinarak 10mL balonlarda

hacimlerine ¢oziicii ile ayr1 ayr1 tamamlandi.

2.3.3.2. Kaesinlik Cozeltilerinin Hazirlanisi

Kesinlik ¢aligmasinda standart olarak Spiramisin ve Metronidazol ayr1 ayr1 10mg
tartildi ve 100mL’lik balonda hacmine ¢o6ziicli (%10’luk Etanol) ile tamamlandi. Daha sonra
bu ¢ozeltilerden 1mL alinarak ayr1 ayr1 10mL’lik balonlarda hacmine tamamlandi. (10ppm
Spiramisin ve 10ppm Metronidazol) Bu ¢ozeltilerden ikiser defa hazirlandi ve ilk hazirlanan
standartlar 6 defa, daha sonra hazirlanan standartlar 2 defa okutularak bu standartlar arasindaki
uyum, cihazin tekrarlanabilirliginin ve analizlerin dogrulugunun dlgiilmesi igin
degerlendirildi. Ayrica ilk hazirlanan standartlarin ardisik 6 kere yapilan okumalarinin kendi
iclerinde bagil standart sapma degeri incelendi ve bu degerlerin %2.0’dan kiigiik olmasi
beklendi.

Test ¢ozeltileri Spiramisin ve Metronidazol’iin karisimi olarak hazirlandi. 10mg
Spiramisin ve 10mg Metronidazol ayn1 100mL’lik balonda hacmine ¢dziicii ile tamamlandi.
Bu ¢o6zeltiden 1mL almarak 10mL’lik balonda hacmine ¢dziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozelti
ICH’in de 6nerdigi gibi 6 kez hazirland1 ve analiz edilen standartlara karsi okutuldu. Analiz
edilen ¢ozeltilerin % miktar tayini sonuglarinin %95-105 araliginda olmas1 ve kendi iglerinde

bagil standart sapmalarinin %5’ten diigiik olmas1 beklendi.
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Daha sonra %10’luk etanolle hazirlanan iiriinlerden koruyucu igermeyen versiyon
ayni derisimde olacak sekilde; iiriinden 0.2mL alinip 100mL’lik balonda ¢oziicii ile hacmine
tamamlanarak analiz edildi. Bu test ¢ozeltisinden 6 kez hazirland1 ve % miktar tayininin %95-

105 araliginda olmasi, kendi i¢indeki bagil standart sapmasinin %5 ten diisiik olmas1 beklendi.

2.3.3.3.  Dogruluk Cozeltilerinin Hazirlanisi

Dogruluk ¢aligmasi ile kesinlik ¢aligmasi ardigik yapildigindan, kesinlik ¢alismasinda
kullanilan standart ¢ozeltileri dogruluk parametresinde de kullanilmisti. Dogruluk
parametresi igin gerekli test ¢ozeltileri ise dogrusallik ¢alismasinda belirlenmis olan en diisiik
derigim, %100’liik derisim ve en yiiksek derisimden 3’er kez hazirlandi ve analiz edildi. Buna
gore en diisiik %10’luk derisimli 1ppm’lik ¢ozeltiden 3 kez, %100°lik derisimli 10ppm’lik
cozeltiden 3 kez ve %175’lik derisimli 17.5ppm’lik ¢ozeltiden 3 kez hazirlandi. Her 3 grubun
kendi igindeki % miktar tayininin %95-105 araliginda olmasi ve kendi iglerindeki bagil

standart sapmanin %35 ten diisiik olmas1 beklendi.

2.3.3.4.  Ozgiinliik Cézeltilerinin Hazirlanis:

Ozgiinliik parametresinin, analiz edilen etkin maddelerin dogru maddeler oldugunu
kanitlamas1 gerektiginden ve Mordtesi — Goriinlir Bolge Spektroskopisi metodunda
maddelerin maksimum absorbans yaptigi dalga boylarinin bu maddelere spesifik olmasindan
dolay1 bu metot haricinde 6zgilinliigii gostermek igin baska bir yonteme ihtiya¢ duyulmamustir.
Spiramisin ve Metronidazol’iin morétesi bolgedeki spektrumlarimi gosteren, kesinlik ve
dogruluk parametrelerinde kullanilmig 10ppm’lik standart ¢ozeltileri 6zgiinlilk parametresi

icin gosterilmistir.

2.3.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Metodu

Literatiirde hem Metronidazol hem Spiramisin i¢in ayr1 ayr veya ortak YPSK metotlar
bulunmaktadir. Spiramisin, 3 ana komponentten (Spiramisin I, Spiramisin II ve Spiramisin IIT)
olustugundan dolay1, sadece Spiramisin i¢in gelistirilen metotlar cogunlukla bu komponentleri
birbirinden ayirmak i¢in uzun tutulmakta. Bu ¢alismada gelistirilen YPSK metodu bunlar géz
oniinde bulundurularak ve bu sorunlar1 ¢6zemeye yonelik gelistirilmistir. Metotta YPSK ve

DAD dedektoriin kombine oldugu bir cihaz kullanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1.  Mordtesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi Metodu
3.1.1. Dogrudan Mordtesi — Goriiniir Bolge Spektroskopisi Sonuclari

Hem Spiramisin hem de Metronidazol iceren sivi preparatlarin tayin edilmesindeki
zorluklar1 gérmek i¢in Morétesi — GB Spektroskopisi sonuclar1 dncelikle dogrudan tarama
yoluyla elde edilmistir. Bu iki maddenin olusturulan tayin yontemiyle diizgiin calisabildigini
gostermek icin c¢ozeltiler her seride sadece bir maddeyi icerecek sekilde farkl

konsantrasyonlarda hazirlanmis ve kendi i¢indeki lineer iliski ortaya konmustur.

Kesinlik ¢aligmasi yapilirken, iki maddenin ayri oldugu iki farkli seri standart
hazirlanmigtir. Test ¢ozeltilerinin i¢indeki miktar bilindiginden hesaplanan % miktar tayini
kalibrasyon egrisi tizerinden degil, standartlara karsi calisilarak bulunmustur. Test ¢ozeltileri,
Spiramisin ve Metronidazol’iin karigimi olarak hazirlanmistir. Dogruluk test ¢ozeltileri ise ii¢
farkli derisimde hazirlanmis olup yine aymi standartlara karsi degerlendirilmis ve gergek

miktarlar belirlenmistir.

3.1.1.1.  Ozgiinliik Calismasi

Ozgiinliik ¢aligmas1 Spiramisin ve Metronidazol’iin %100’liik derisimde hazirlanmig
cozeltilerinin 200-400nm arasinda maksimum absorbans degerlerinin taranmasi ile elde

edilmistir. Coziicii olarak %10’luk Etanol kullanilmis ve base-line ¢oziicii ile sifirlanmustir.

Calismaya gore Spiramisin 232nm’de, Metronidazol ise 319nm’de maksimum
absorbans gostermistir. Calismada goriildiigli tlizere Metronidazol, maksimum absorbans
verdigi 319nm haricinde 200-260nm arasinda da absorbans yapmistir. Bu aralik ayn1 zamanda

Spiramisin’in maksimum absorbans yaptig1 232nm ile girisim yapmaktadir.
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Sekil 3.1. Spiramisin’in maksimum absorbansi, y-ekseni absorbans ve x-ekseni dalga boyu
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Sekil 3.2. Metronidazol’{in maksimum absorbansi, y-ekseni absorbans ve x-ekseni dalga boyu

3.1.1.2.  Dogrusallik Calismasi

Dogrusallik iki tiir igin de ayr1 ayr1 hazirlanmis ve iki tiir i¢in de ayn1 konsantrasyonlar
calisilmistir. Buna gére 1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm ve 17.5ppm olmak iizere 6 farkl
nokta analiz edilmistir. Spiramisin 10.00mg ve Metronidazol 10.06mg tartilmis ve ¢ozelti

hazirlaniglarinda belirtildigi sekilde hazirlanmstir.
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Cizelge 3.1. Spiramisin ve Metronidazol’{in Dogrusallik Calisildigi Konsantrasyon Araligi

Spiramisin
Oran Konsantrasyon (ppm) Absorbans
10% 1 0.0350
50% 5 0.1580
75% 7.5 0.2400
100% 10 0.3190
150% 15 0.4650
175% 17.5 0.5530
Metronidazol
Oran Konsantrasyon (ppm) Absorbans
10% 1 0.0580
50% 5 0.2650
75% 8 0.3980
100% 10 0.5410
150% 15 0.7970
175% 18 0.9420

Dogrusallik c¢aligmalar1 sonucunda, belirlenen konsantrasyonlara karsilik gelen
absorbans degerleri yukaridaki tablolarda gosterilmistir. Cikan sonuglara gore ¢izilen
Absorbans/Konsantrasyon grafiklerinin R? degerleri Spiramisin ve Metronidazol igin sirasiyla

0.9996 ve 0.9998 bulunmustur.

Spiramisin

0.6000
y=0.0312x + 0.0041
0.5000 R®=0.9996

0.4000

0.2000

0.1000

0.0000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.3. Spiramisin’in Mordtesi — GB metodunda dogrudan tarama modundaki dogrusalligi (1ppm, Sppm, 7.5ppm,
10ppm, 15ppm ve 17.5ppm)
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Metronidazol

1.0000
0.9000 y=0.0532x + 0.0009
0.8000 R®=0.9998
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Sekil 3.4. Metronidazole’iin MorGtesi — GB metodunda dogrudan tarama modundaki dogrusalligi (1ppm, Sppm,
7.5ppm, 10ppm, 15ppm ve 17.5ppm)

Grafikleri olusturulan veriler ile bir regresyon analizi yapildiginda x degiskenine gore
hesaplanan p-degeri, Spiramisin ve Metronidazol i¢in sirastyla 0.000000061 ve 0.000000022
olarak bulunmustur. Analizin gegerliligi i¢in bu degerin 0.05’ten kiigiik olmasi
beklenmektedir. Buna gore; p-degerispiramisin < 0.05 ve p-degerinveronidazol < 0.05 diyebiliriz. R?
degerinin ise ideal olarak 0.999’dan biiyiik olmasi beklenmektedir ve ulasilan sonuglar bu

kosulu karsilamaktadir.
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Sekil 3.5. Spiramisin’in 232nm’deki dogrusallik ¢ozeltisi piklerinin st iiste “Overlay” modundaki goriintiisii, y-
ekseni absorbans, x-ekseni dalga boyu (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm ve 17.5ppm)
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Sekil 3.6. Metronidazol’iin 319nm’deki dogrusallik ¢ozeltisi piklerinin tist iiste “‘Overlay” modundaki goriintiisii, y-
ekseni absorbans, x-ekseni dalga boyu (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm ve 17.5ppm)

Spiramisin’in ve Metronidazol’iin dogrusallik verileri 232 ve 319nm’de yaptiklari
maksimum absorbans piklerine goére alinmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
Olusturulan grafiklere ve grafigin regresyon analizine gore sonuglar limitleri karsilamaktadir.
Metronidazol’iin istenmeyen dalga boyu aralifinda yaptigi absorbans ise spektrumda
gosterilmistir. Metronidazol {in absorbans verdigi diger nokta incelendiginde ise bu alanin tepe
noktasinin 229nm oldugu goriilmektedir. Aymi derisimlerden elde edilen spektrumlar

incelendiginde Absorbans/Konsantrasyon iliskisi bu sekilde bulunmustur;
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Sekil 3.7. Metronidazol’iin Morétesi — GB metodunda 229nm’deki girisim yapan pikinin dogrudan tarama
modundaki dogrusalligi (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm ve 17.5ppm)

Metronidazol’iin 229nm’deki degerlendirmesinin Absorbans/Konsantrasyon grafigi
degerlendirildiginde ise R? degeri 0.9996 olarak bulunmustur. Ayrica x degiskenine gore
incelenen p-degeri ise 0.000000063 bulunmustur, yani p-degerimetonidazol (229nm) < 0.05. Tiim

sonuclar degerlendirildiginde bu sekilde bir tablo ortaya ¢ikmustir;

Cizelge 3.2. Mordtesi — GB Dogrudan Tarama Modunda Dogrusallik Sonuglari

Spiramisin  Metronidazol (319nm) Metronidazol (229nm)

R? 0.9996 0.9998 0.9996
Korelasyon Katsayisi 0.9998 0.9999 0.9998
p-degeri 6.1x10® 2.2x10% 6.3x10*®
Kesisim 0.0041 0.0009 0.0112

Spiramisin ve Metronidazol’iin dogrusallik ¢alismalar1 degerlendirildiginde
konsantrasyon ve absorbans arasindaki iliski agik¢a goriilmektedir ve tiim limitleri

karsilamaktadir.

3.1.1.3. Kesinlik Calismasi

Kesinlik ¢aligmasi i¢in hazirlanan Spiramisin ve Metronidazol standartlar1 ayr1 ayr1 ve
10ppm olacak sekilde 2’ser kere analiz edilmistir. Sistem uygunluk parametresi olarak her iki

standart setinin kendi i¢cindeki % bagil standart sapmasi, % BSS, (% RSD, % Relative Standard
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Deviation) 5.0’dan diisiik olmalidir. Ayrica 2’ser olarak hazirlanan standartlarin birbirine karsi

uyumu da %95.0 - 105.0 araliginda olmalidir. Standart uyumunun hesaplanisi su sekildedir;

AbsorbanSgignaart1  Konsantrasyongiandart 2
x x %100

% Uyum =
y AbsorbanSgignaart2 Konsantrasyongiandart 1

Sekil 3.8. Iki Standart Arasindaki Uyumun Hesaplanmast

Bu sayede ayni1 derisimde hazirlanan iki standardin uyumu o6l¢iiliir ve sistemin dogru
calistigina dair bilgi edinilir. Tkinci standart, birinci standardin uyumunu kontrol etmek igin
kullanildiktan sonra, birinci standart test ¢ozeltilerinin derisimini 6l¢gmek i¢in kullanilir. Test

cozeltilerinin % miktar tayini ise bu sekilde hesaplanir;

AbsorbanSy,g; Konsantrasyongiandart 1
x

% Miktar Tayini = x %100

AbsorbansSsigndart 1 Konsantrasyonyges

Sekil 3.9. % Miktar Tayininin Hesaplanmasi

Bu calismada standart ve test ¢ozeltisinde kullanilan hammaddeler ayni kaynaktan
kullanildig1 i¢in potens degeri hesaba katilmamistir. Potens degerinin kullanilmasi gerektigi
durumda hesaplama bu sekilde yapilabilir;

Absorbansyeg; Tartim (M) stanaart 1% Dillisyon Faktéri (mL™1) x Potens
x x %100

- AbsorbansSsanaart 1 Tartim (Mg) res: X Diliisyon Faktori (mL™1)

Sekil 3.10. % Miktar Tayini Hesaplamasinmn Detayli Hesaplamast

Hesaplamanin sonucunda elde edilen verilerin arasindaki %BSS 5.0’dan kii¢iik olmal1

ve hesaplanan % miktar tayini sonuclariin her biri %95.0 - 105.0 araliginda olmalidir.

Cizelge 3.3. Mordtesi — GB Dogrudan Tarama Modunda Sistem Uygunlugun Degerlendirilmesi

Sistem Uygunluk (Spiramisin)

Ortalama Absorbans Birincil standart %BSS Birincil Standart % Uyum
0.317 0.2 99.6
Sistem Uygunluk (Metronidazol)
Ortalama Absorbans Birincil standart %BSS Birincil Standart % Uyum
0.539 0.1 99.8
Sistem Uygunluk (Metronidazol 229nm)

Ortalama Absorbans Birincil standart %BSS Birincil Standart % Uyum
0.200 0.4 100.0
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Sistem kosullari, limit parametrelere gore degerlendirildiginde, belirlenen derisimlerin
Mordétesi — GB Spektrofotometri metoduna gore giivenli bir noktada maksimum absorbans
yaptiklari goriilmekte. (0.0 — 1.0 ABS) Ayrica her bir standart setinde birincil standardin ikincil
standarda kars1 degerlendirilmesindeki uyum Spiramisin ve Metronidazol i¢in sirastyla %99.6
ve %99.8 seklinde bulunmustur, ki bu degerler %95.0-105.0 araliginda, metodun yiiksek
giivenilirlikle calisabilecegini gostermistir. Ayrica her bir sette birincil standardin kendi
icindeki %BSS’si Spiramisin ve Metronidazol i¢in sirastyla %0.2 ve %0.1 olarak bulunmustur

ve metodun tekrarlanabilirligini kanitlamistir.

Dogrusallik caligmasinda da gosterildigi gibi Metronidazol 319nm’de yaptigi
absorbans haricinde 200-260nm arasinda da absorbans piki vermektedir. Bu aralikta yaptigi
absorbansin tepe noktasi sistem uygunlugunun belirlendigi standart ¢ozeltilerde de gosterildigi
iizere 229nm’de gelmektedir. 229nm’de Metronidazol’iin yaptig1 absorbanstan elde edilen
Dogrusallik calismasina ait dogru denklemi, Spiramisin ve Metronidazol’iin beraber
kullanildig1 test ¢ozeltilerinde konsantrasyonu kullanarak Metronidazol’iin yaptig1 girisimi
gidermek i¢in kullanilmistir. Metronidazol’in dogrusalligt hem 229nm’de hem 319nm’de
yiiksek geldiginden konsantrasyondan elde edilen farazi absorbans degeri, Eklenebilirlik
Yasasi da goz 6niinde bulundurularak Spiramisin’in test ¢ozeltisi i¢indeki derisimini bulmak
icin kullanilmistir. Buna gore Metronidazol’iin her bir test ¢cozeltisi icindeki konsantrasyonu,
229nm’deki absorbans degerini bulmak i¢in kullanildiginda hem Spiramisin hem de

Metronidazol i¢in sonuglar asagidaki gibi bulunmaktadir;

Cizelge 3.4. Morotesi — GB Dogrudan Tarama Modunda Spiramisin’in Gergek Absorbansinin
Hesaplanmasi

Spiramisin'in Absorbansi

Metronidazol ABS Toplam  Gergek Absorbans
Test Kons. (ppm) (Metronidazoloonm) Absorbans (Spiramisin)
1 10.03 0.202 0.491 0.289
2 10.11 0.203 0.507 0.304
3 9.98 0.201 0.505 0.304
4 10.09 0.203 0.515 0.312
5 10.03 0.202 0.514 0.312
6 10 0.201 0.506 0.305

Metronidazol’iin 229nm’deki Absorbans/Konsantrasyon kalibrasyon egrisinden elde
edilen dogrudan alinan absorbans degerleri ayni bolgede gelen toplam absorbans degerinden
cikarilarak Spiramisin’in gercek absorbans degeri bulunmustur. Buradan elde edilen

sonuglarla Spiramisin’in miktar tayini hesaplanirsa;
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Cizelge 3.5. Morotesi — GB Dogrudan Tarama Modunda Spiramisin ve Metronidazol’tin Kesinligi

Spiramisin Kesinlik Caligmasi
Test Tartim (mg) Hesaplanan Deger (mg) % Miktar Tayini % Ortalama %BSS

1 9.64 9.12 94.65
2 10.03 9.58 95.52
3 10.00 9.60 95.96
4 10.04 9.85 98.06 96.37 146
5 10.04 9.85 98.10
6 10.02 9.62 95.96

Metronidazol Kesinlik Calismasi
Test Tartim (mg) Hesaplanan Deger (mg) % Miktar Tayini % Ortalama %BSS

1 10.03 9.82 97.94
2 10.11 10.16 100.49
3 9.98 10.01 100.30
99.95 1.08
4 10.09 10.07 99.76
5 10.03 10.14 101.11
6 10.00 10.01 100.10

Yapilan kesinlik ¢aligmasinda metodun uygunlugunun gdsterilmesi i¢in etkin madde
kullanilarak hazirlanan test ¢ozeltileri analiz edilmistir. Ayrica metodun bu etkin maddelerle
iretilen enjeksiyonluk siv1 bir {irlin 6rnegiyle de uygunlugu gosterilmis ve ortalamanin %95.0-
105.0 araliginda olup %BSS’sinin %5.0’dan kiigiik oldugu her iki etkin madde igin
gosterilmistir. Bu ¢alisma yapilirken Metronidazol’iin 229nm’deki absorbansi {iriin igerigine
gore hesaplanmis ve Spiramisin’in absorbans yaptig1 bolgedeki toplam absorbans degerinden

¢ikarilmistir.
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Cizelge 3.6. Morotesi — GB Dogrudan Tarama Modunda F002 Formiilasyonunun Degerlendirilmesi

FO002A Spiramisin Kesinlik Caligmasi
Test lcerik (mg/mL) Hesaplanan (mg/mL) % Miktar Tayini % Ortalama %BSS

1 4.84 92.40
2 4.89 93.30
3 5.28 100.83
4 5.24 510 101.43 98.32 4.32
5 5.30 101.13
6 5.28 100.83

FO002A Metronidazol Kesinlik Calismasi
Test Igerik (mg/mL) Hesaplanan (mg/mL) % Miktar Tayini % Ortalama %BSS

1 4.75 95.04
2 4.76 95.23
3 4.92 98.41
5.00 97.72 2.08
4 4.95 98.97
5 4.96 99.15
6 4.98 99.53

3.1.1.4. Dogruluk Calismasi

Dogruluk ¢aligmas1 kapsaminda test ¢ozeltileri [CHte de belirtildigi gibi “Dogrusallik
ve Aralik” caligmasi ise belirlenmis en diisiik, orta ve en yiiksek derisimlerde 3’er adet
hazirlanarak test edilmistir. Test edilen her derisimdeki grubun kendi i¢indeki %BSS’sinin
%5.0’dan kiigiik olmas1 ve yine her grubun kendi i¢inde %95.0-105.0 araliginda olmasi
beklenmistir. Calisma yapilirken Spiramisin ve Metronidazol karigim halinde bulundugundan,
Spiramisin pikinin altindaki girisim g6z Oniinde bulundurularak, Metronidazol’iin
dogrusalliginin kanitlandig1 calismadan elde edilen 229nm’deki Absorbans/Konsantrasyon
kalibrasyon egrisinin grafigini kullanarak, Dogruluk parametresindeki Metronidazol’iin her
bir diizeydeki derisiminden absorbans degerleri elde edilmis ve Spiramisin’in oldugu bdlgede
gelen toplam absorbans degerlerinden ¢ikarilmistir. Buna gore Spiramisin’in gercek absorbans
degeri ve kalibrasyon egrisinden elde edilen Metronidazol’iin 229nm’deki absorbansi bu

sekildedir;
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Cizelge 3.7. Morotesi — GB Dogrudan Tarama Modunda Dogruluk Parametresi i¢in Spiramisin’in
Gergek Absorbansinin Dogrusallikta Kullanilan Kalibrasyon Egrisinden Elde Edilmesi

Spiramisin'in Absorbansi

Metronidazol Absorbans Toplam Gergek Absorbans
Test Kons. (ppm) (Metronidazolyoonm)  Absorbans (Spiramisin)
%10 -1 1.00 0.030 0.054 0.024
%10 -2 1.01 0.030 0.053 0.023
%10 -3 1.00 0.030 0.054 0.024
%100 - 1 10.09 0.203 0.506 0.303
%100 - 2 10.03 0.202 0.503 0.301
%100 -3 10.00 0.201 0.496 0.295
%175 -1 17.78 0.349 0.886 0.537
%175 -2 17.54 0.344 0.897 0.553
%175-3 17.50 0.344 0.898 0.554

Buradan elde edilen degerlerle Spiramisin’in ¢ozeltilerinden elde edilen degerlere

gore Dogrusallik parametresi degerlendirildiginde bu sonuglara ulasilmaktadir;

Cizelge 3.8. Moroétesi — GB Dogrudan Tarama Modunda Dogruluk Parametresinin Spiramisin igin
Degerlendirilmesi

Spiramisin % Miktar  Hesaplanan Ortalama

Test Absorbans (mg) Tayini Deger (mg) (%) %BSS
%10-1 0.024 9.70 77.22 7.57
%10-2 0.023 9.72 73.32 7.26 75.86 2.90
%10-3 0.024 9.76 77.05 7.57
%100 - 1 0.303 10.04 95.23 9.56
%100 -2 0.301 10.04 94.65 9.50 94.23 1.34
%100 - 3 0.295 10.02 92.81 9.31
%175 -1 0.537 10.15 95.37 9.68
%175-2 0.553 10.01 99.52 9.97 98.14 2.44
%175-3 0.554 10.04 99.52 9.99

Bu c¢alismada dogrudan yapilan Mortdtesi — GB taramasinin diisiik derisimlerde
yetersiz kaldig1 goriilmektedir. Dogruluk parametresi i¢in her bir diizeyde %95.0-105.0
araliginda olmasi beklenen sonuglar %10 konsantrasyon diizeyinde %75.86, %100 diizeyinde

%94.23 olarak hesaplanmistir.
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Spiramisin ile ayni konsantrasyon seviyelerinde incelenen Metronidazol ise
spektrumdan elde edilen absorbans degerleri ile hesaplandiginda sonuglar bu sekilde

bulunmustur;

Cizelge 3.9. Morotesi — GB Dogrudan Tarama Modunda Dogruluk Parametresinin Metronidazol igin
Degerlendirilmesi

Metronidazol % Miktar Hesaplanan Ortalama

Test Absorbans (mg) Tayini Deger (mg) (%) %BSS
%10 -1 0.054 10.03 100.55 10.08
%10 -2 0.053 10.11 97.90 9.90 101.08 3.44
%10-3 0.056 9.98 104.79 10.46
%100 - 1 0.535 10.09 99.02 9.99
%100 -2 0.545 10.03 101.48 10.18 99.70 1.56
%100 - 3 0.528 10.00 98.61 9.86
%175 -1 0.946 10.16 99.37 10.10
%175 -2 0.946 10.02 100.75 10.10 100.36 0.86
%175-3 0.946 10.00 100.96 10.10

Ucg farkli konsantrasyon seviyesinde 3’er kez analiz edilen Metronidazol uygulanan
direkt Mordtesi — GB taramasindan elde edilen spektrumlara gore limitlere uygun sonug
vermistir. %BSS degerleri ise %5.0’1n altinda bulunmus ve sonuglarin her biri gergek degere

yakin sonuglar vermistir.

3.1.2. Mordotesi — Goriiniir Bolge Tiirev Spektrofotometri Metodu Sonuclar:

Tiirev  Spektrofotometri metodunda dogrudan yapilan Mordtesi — GB
Spektroskopisinden elde edilen Absorbans/Dalga Boyu spektrum grafiklerinin 1. dereceden
tiirevi alinmigtir ve sonuglar tekrar hesaplanarak Spiramisin ve Metronidazol piklerinin ayirt
edilebilirligi degerlendirilmis, metot valide edilmistir. Tiirev Spektroskopisinden elde edilen
sonuglar Modifiye Biiyiikliik Cikarma (Modified Amplitude Subtraction — MAS) yontemi ile
degerlendirilmis ve Spiramisin ile Metronidazol piklerinin 200-260nm araliginda yaptigi

girisim giderilmistir.
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Tirevi alinan spektrumlarin tamami UV Probe 2.70 (Shimadzu) programinda

asagidaki metot ile yeniden hesaplanmaistir.

Manipulate

Type: Transformations ~ o Caloulate...
Source: Spiramycin_STD_1 - RawData i
Transfarmation: D efrivative ~
Order: HE >
Delta Lambda: 4.000 -
Scaling Factor: 100

Sekil 3.11. Mordtesi — GB Tiirev Spektroskopisinde Spektrumlarin Tiirevini Alirken Kullanilan Parametreler
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3.1.2.1.  Tiirev Spektroskopisi Ozgiinliik Calismasi

Ozgiinliik, dogrudan tarama metodundan elde edilen spektrumlarin 1. dereceden tiirevi
almarak incelenmistir. Kosullarin ayni olmasi agisindan %100’liik derisimde hazirlanmig

¢ozeltilerin spektrumlarmin tiirevi kullanilmstir.

1818
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Sekil 3.12. Spiramisin’in Tiirevi Alinan Spektrumu ve Grafigin 0’1 Kestigi Nokta (232nm), y-ekseni dA/dA, x-ekseni
dalga boyu

48



1618 T T

1,000 - -

0,000

Abs.

-1,000 4

-2,000 -

-2,620 L
200,00 250,00 300,00 318,28 350,00 400,00
nm.

Sekil 3.13. Metronidazol’iin Tiirevi Alinan Spektrumu ve Grafigin 0’1 Kestigi Nokta (319nm), y-ekseni dA/dA, x-
ekseni dalga boyu

Spiramisin ve Metronidazol’in 1. dereceden tiirevi alinmig spektrum grafikleri
incelendiginde 1. dereceden tiirev grafiklerinin karakteristik 6zelligi olan maxima ve minima
noktalar1 her bir bilesen icin goriilmektedir. Bu iki nokta arasinda grafigin x-ekseninde 0’1
kestigi nokta, bilesenin, dogrudan yapilan taramadaki tepe noktasini gostermektedir. Buna
gdre Spiramisin’in 232nm’de Metronidazol’lin ise 319nm’deki varlig tiirev spektrumunda

gorlilmektedir.
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Sekil 3.14. Metronidazol’iin Tiirevi Alan Spektrumu ve Grafigin 0’1 Kestigi Nokta (229nm), y-ekseni dA/dA, x-
ekseni dalga boyu

Ayrica Metronidazol’iin tiirev spektrumu incelendiginde Spiramisin ile girisim yaptig1
229nm’deki varh@: da tespit edilebilir. Iki bilesenin x-ekseninde 0’1 kestigi noktanin farkli
olmasi, bilesenlerin ayni noktada absorbans vermedigini fakat genis absorbans pikleri
olmasindan dolay1 girisim yaptigii gdstermistir. Eklenebilirlik Yasasi’nin tiirev
spektroskopisinde de gecerli olmasindan dolayr DS — MAS (Derivative Spectroscopy —
Modified Amplitude Subtraction, Tiirev Spektroskopisi — Modifiye Biiyiikliik Cikarma)
metodu kullanilirken de Metronidazol’iin bilinen derisimlerde verdigi tiirev spektrumundan

elde edilen degerler Spiramisin’in tiirev spektrumu degerinden ¢ikartilarak hesap yapilmistir.

3.1.2.2.  Tiirev Spektroskopisi Dogrusallik Calismasi

Dogrusallik ¢alismasi, Ozgiinliik parametresinde de oldugu gibi dogrudan tarama
yapilan spektrumlarin 1. dereceden tiirevlerinin alinmasi ile elde edilmistir. Elde edilen
tirevlerdeki maxima degerleri bilesenlerin ilgili analizlerinde hesaplamalarda kullanilmustir.

Buradan hareketle Spiramisin ve Metronidazol i¢in elde edilen sonuglar bu sekildedir;
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Cizelge 3.10. Spiramisin ve Metronidazol’iin Tiirevi Alinan Spektrumlardaki Maxima Degerleri ve
Calisilan Konsantrasyonlar

Spiramisin'
Oran Konsantrasyon (ppm) dA/dAn
10% 1 0.0810
50% 5 0.5770
75% 7.5 0.9070
100% 10 1.2140
150% 15 1.8110
175% 17.5 2.1660
Metronidazol'

Oran Konsantrasyon (ppm) dA/dh
10% 1 0.1290
50% 5 0.6160
75% 8 0.9310
100% 10 1.2560
150% 15 1.8710
175% 18 2.2170

Spiramisin ve Metronidazol gosterildigi derisim diizeylerinde calisilmistir ve 1.
dereceden tiirevi alinan Absorbans/Dalga Boyu spektrumlarinin sonucunda elde edilen
maxima degerleri bu sekildedir. Ayrica 229nm’deki tiirevlerinden elde edilen maxima
degerleri de Metronidazol i¢in aym1 konsantrasyon diizeylerinde incelenmistir.
Metronidazol’in 229nm’deki absorbansi, maksimum absorbans yaptigi alan kadar biiyiik
olmadigindan, diisiik derigsimlerdeki ¢alisma, Dogruluk parametresinin de ¢alisildig1 en alt
nokta hari¢ ¢ikartilmigtir ve bu sayede daha dogrusal bir egri elde edilmistir. Buna gore
Metronidazol’in 229nm’deki ¢alisilan konsantrasyonlar1 ve elde edilen degerler asagidaki
gibidir;

Cizelge 3.11. Metronidazol’iin 229nm’de Tirevi Alinan Spektrumlardaki Maxima Degerleri ve
Calisilan Konsantrasyonlar

Metronidazol' (229nm)
Oran Konsantrasyon (ppm) dA/dA

10% 1 0.020
75% 8 0.125
100% 10 0.170
150% 15 0.255
175% 18 0.299
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Elde edilen tiim degerlerle (dA/dA)/Konsantrasyon grafigi olusturulursa bu tablolar
ortaya ¢ikmaktadir;

Spiramisin'
2.5000

y =0.1254x - 0.044
2 _
2.0000 R® = 0.9996

1.5000

dA/dA

1.0000

0.5000

0.0000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.15. Spiramisin’in Tiirevi Alinan Spektrumdaki Degerlerle Elde Edilen Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusalligy, y-
ekseni dA/dA, x-ekseni Konsantrasyon (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm, 17.5ppm)

Metronidazol'

2.5000
y =0.1255x - 0.0084
2 _

50000 R?=0.9998

1.5000
<
©
~
=

1.0000

0.5000
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Sekil 3.16. Metronidazol’iin Tiirevi Alinan Spektrumdaki Degerlerle Elde Edilen Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusalligi,
y-ekseni dA/dA, x-ekseni Konsantrasyon (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm, 17.5ppm)
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Metronidazol' (229nm)
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Sekil 3.17. Metronidazol Tiirevi Alman Spektrumda 229nm’deki Degerlerle Elde Edilen Kalibrasyon Egrisi ve
Dogrusalligy, y-ekseni dA/dA, x-ekseni Konsantrasyon (1ppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm, 17.5ppm)

Bu grafiklerden elde edilen dogrunun regresyon analizi sonuglari ise her bir bilesen

i¢in bu sekildedir;

Cizelge 3.12. Morotesi — GB Tiirev Spektroskopisinde Dogrusallik Sonuglari

Spiramisin' Metronidazol' (319nm) Metronidazol' (229nm)

R? 0.9996 0.9998 0.9997
Korelasyon Katsayisi 0.9998 0.9999 0.9998
p-degeri 4.8x108 1.9x108 2.7x10°
Kesisim -0.044 0.0084 0.0011

Yapilan c¢aligma Spiramisin ve Metronidazol’iin (319nm ve 229nm) c¢alisilan
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu gostermistir. Dogrudan taramadan elde edilen
verilerde oldugu gibi bu ¢alismada da R? ve Korelasyon Katsayis1 0.999’dan biiyiik, p-degeri
0.05’ten kiiciik olarak bulunmustur. Ayrica kesisim (intercept) degerleri incelendiginde
kalibrasyon dogrularinin orijini kestigi noktanin 0’a yakin olmasi da ¢alismanin dogrusalligini

kanitlamisgtir.

Dogrusallik hesaplamasinda kullanilan spektrumlarin her bir diizeyde st {iste
konmasiyla elde edilen grafiklerde de gosterildigi lizere Spiramisin ve Metronidazol absorbans

yaptiklar1 noktalarda grafik lizerinde x-ekseninde 0 noktasindan gegmektedir.
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Sekil 3.18. Tiirevi Alinan Spektrumlarda Spiramisin i¢in Elde Edilen Grafiklerin Overlay modundaki Goriintiisii, y-
ekseni dA/dA, x-ekseni dalga boyu (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm, 17.5ppm)
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Sekil 3.19. Tiirevi Alinan Spektrumlarda Metronidazol igin Elde Edilen Grafiklerin Overlay modundaki Goriintiis,
y-ekseni dA/dA, x-ekseni dalga boyu (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm, 17.5ppm)
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Sekil 3.20. Tiirevi Alinan Spektrumlarda Metronidazol i¢in Elde Edilen Grafiklerin Overlay modundaki Gortintiisii
ve 229nm’de 0’1 Kestigi Nokta, y-ekseni dA/dA, x-ekseni dalga boyu (1ppm, Sppm, 7.5ppm, 10ppm, 15ppm,
17.5ppm)

3.1.2.3.  Tirev Spektroskopisi Kesinlik Caliymasi

Tiirev spektroskopisi kesinlik caligmasi, 1. dereceden tiirevi alinan kesinlik
¢ozeltilerinin dogrudan taramalarimin  spektrumlar1 {izerinden hesaplanmustir. Onceki
calismada gosterildigi gibi Eklenebilirlik Yasasi’ndan yararlanilarak Spiramisin’in maksimum
absorbans yaptig1 bolgedeki Metronidazol absorbansinin maxima degeri Spiramisin’in

maxima degerinden ¢ikarilmistir ve standart ile arasindaki uyuma bakilmastir.

Tiirevi alinan standart ¢ozeltilerinin arasindaki uyum Spiramisin i¢in %100.67 ve
Metronidazol i¢in %99.36 olarak hesaplanmistir. Birincil standartlarin kendi i¢indeki %BSS’si
ise Spiramisin ve Metronidazol igin sirasiyla %0.39 ve %0.45 olarak bulunmustur ve sistemin

dogrulugunu gostermistir. Buna gore sonuglar bu sekildedir;
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Cizelge 3.13. Morétesi — GB Tiirev Spektroskopisinde Spiramisin, Metronidazol ve FO02A’nin Kesinlik
Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Spiramisin' Kesinlik Calismasi

Tes Tartm (mg) Hesaplanan Deger

% Miktar Tayini % Ortalama %BSS

t (mg)
1 9.64 9.63 99.87
2 10.03 9.92 98.94
3 10.00 10.04 100.36 100.52 145
4 10.04 10.27 102.25
5 10.04 10.27 102.33
6 10.02 9.95 99.35
Metronidazol' Kesinlik Caligmasi
T::s Tartim (mg) Hesapl?;agl; Deger % Miktar Tayini % Ortalama %BSS
1 10.03 9.87 98.39
2 10.11 10.21 100.98
3 9.98 10.04 100.63
100.05 1.01
4 10.09 10.15 100.63
5 10.03 10.07 100.44
6 10.00 9.92 99.24
FO02A Spiramisin' Kesinlik Caligmast
Tes  Tartim — Hesaplanan Deger o/ npiyor Tayini % Ortalama  %BSS
t (mg/mL) (mg)
1 4.96 94.60
2 4.81 91.74
3 4.88 93.17
5.24 95.09 2.55
4 5.01 95.58
5 5.11 97.53
6 5.13 97.91
F002A Metronidazol' Kesinlik Caligsmasi
Tes Tarim Hesaplanan Deger % Miktar Tayini % Ortalama %BSS
t (mg/mL) (mg)
1 5.08 101.52
2 5.08 101.52
3 5.00 490 9795 99.39 1.70
4 4.90 97.95
5 4.95 98.98
6 4.92 98.43

Caligmaya gore tlim test gruplar1 verilen limitleri karsilamigtir ve %BSS 5.0°dan
diisiik, hesaplanan miktar tayinleri ise %95.0-105.0 araligindadir. Hem dogrudan tarama
modunda hem de tiirev ile ¢alisilan kesinlik parametresinin sonuglarini karsilastirmak igin bir

tiirev spektrofotometriye karsi dogrudan tarama modundan alinan sonuglar birer grup olarak
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almirsa Spiramisin ve Spiramisin’in tiirevi arasindaki t-testinin degeri 4x10°° olarak bulunur
ve bu bulunan p degerinin 0.05’ten kii¢iik olmasi bu iki grubun analizi arasinda anlamli bir
fark oldugunu gosterir. Test, Metronidazol i¢in yapildiginda ise deger 0.74 olarak bulunmustur
ve iki grup arasinda bir fark bulunmamistir. Ayni islem FOO2A iiriiniinde ¢alisilan Spiramisin-
Spiramisin’in tiirevi ve Metronidazol-Metronidazol’iin tiirevi olarak incelendiginde degerler
sirastyla; 0.07 ve 0.32 olarak bulunmustur. Buna gore etkin madde {izerinden calisilan

Spiramisin disindaki gruplarda anlamli bir fark bulunmamustir.

3.1.2.4. Tiirev Spektroskopisi Dogruluk Calismasi

Dogruluk calismasi, dogrudan taramadan elde edilen Dogruluk parametresindeki gibi,
Eklenebilirlik Yasasi’na uyarak, Dogrusallik ¢alismasindan elde edilen Metronidazol’iin
229nm’deki absorbansinin Dogrusallik’taki kalibrasyon egrisinden tiiretilen egrinin denklemi
ile her bir derisim icin hesaplanip Spiramisin’in toplam absorbansindan c¢ikartilarak
hesaplanmistir. Hesaplamada ise Kesinlik parametresindeki standartlarin degeri kullanilmastir.
Oncelikle Metronidazol’iin tiirev spektrumundan 229nm’deki biiyiikliigii elde edilmis ve

Spiramisin’in elde edilen degerlerinden ¢ikartilarak gercek yiiksekligi hesaplanmaistir.

Cizelge 3.14. Moroétesi — GB Tiirev Spektroskopisinde Dogruluk Parametresi i¢in Spiramisin’in Gergek
Degerinin Bulunmasi

Spiramisin'in Gergek Degeri
Metronidazol Biiytikliik (dA/dh)  Toplam  Gergek Biiyiikliik

Test Kons. (ppm)  (Metronidazol'zzonm)  Biiyiikliik (Spiramisin')
%10 —1 1.00 0.018 0.135 0.117
%10-2 1.01 0.018 0.135 0.117
%10—-3 1.00 0.018 0.139 0.121
%100 — 1 10.09 0.171 1.442 1.271
%100 —2 10.03 0.170 1.416 1.246
%100 -3 10.00 0.169 1.436 1.267
%175 -1 17.78 0.300 2.509 2.209
%175 -2 17.54 0.296 2.521 2.225
%175-3 17.50 0.295 2.521 2.226
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Buradan elde edilen degerlerle dogruluk hesaplanirsa, Spiramisin ve Metronidazol

icin agagidaki gibi bir tablo elde edilir;

Cizelge 3.15. Mordtesi — GB Tiirev Spektroskopisinde Dogruluk Parametresinin Spiramisin ve
Metronidazol i¢in Degerlendirilmesi

Biiyiikliik Spiramisin % Miktar Hesaplanan Ortalama
Test (dA/d)) (mg) Tayini Deger (mg) (%) %BSS

%10 -1 0.024 9.70 95.19 9.23

%10-2 0.023 9.72 94.89 9.22 95.99 1.73
%10 -3 0.024 9.76 97.91 9.56

%100-1  0.303 10.04 99.89 10.03

%100-2  0.301 10.04 97.93 9.83 99.19 1.10
%100-3  0.295 10.02 99.74 9.99

%175-1  0.537 10.15 98.11 9.96

%175-2  0.553 10.01 100.21 10.03 99.42 1.15
%175-3  0.554 10.04 99.94 10.03

Biiyiikliik Metronidazol % Miktar Hesaplanan Ortalama
Test (dA/d)) (mg) Tayini Deger (mg) (%) %BSS

%10 - 1 0.054 10.03 100.52 10.08

%10-2 0.053 10.11 100.51 10.16 101.48 1.65
%10 -3 0.056 9.98 103.41 10.32

%100 - 1 0.535 10.09 98.82 9.97

%100 -2 0.545 10.03 101.39 10.17 99.82 1.38
%100 - 3 0.528 10.00 99.24 9.92

%175 -1 0.946 10.16 99.75 10.13

%175 -2 0.946 10.02 101.14 10.13 100.57  0.72
%I175-3 0.946 10.00 100.80 10.08

Ortaya ¢ikan sonuglara gore metot, diigiik derisimler de dahil olmak iizere %5.0’1n

oldukga altinda %BSS degerine sahip olup her bir diizeyde %95.0-105.0 araligindadir.

Caligilan derisim diizeylerinde her bir test de kendi iginde %95.0-105.0 limitini

kargilamaktadir ve biitiin veriler toplandiginda metodun dogrulugu bu parametre ile

kanitlanmustur.
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3.2.  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Metodu (YPSK — HPLC)

Yiiksek Performansli Sivi kromatografisi metodu Agilent ZORBAX Eclipse XDB-
C18 kolonla Agilent 1290 Infinity II Series cihazda ¢aligilmistir. Kolon 4.6 x 150mm 3.5um
Rapid Resolution &zelliklerine sahip bir kolondur ve 0.95 mL/dk akis hizinda 60°C’de
calisilmistir.

Mobil faz, daha iyi bir ayrim i¢in gradyan olarak belirlenmistir. Gradyanda kullanilan
hareketli fazlar Mobil Faz A ve Mobil Faz B olarak adlandirilmistir. Kullanilan hareketli
fazlardan Mobil Faz B, %100 asetonitril olarak kullanilmistir. Mobil Faz A ise 2.72g potasyum
dihidrojen fosfatin 1 litre ultra saf suda ¢ozilindiikten sonra fosforik asit ile pH’1nin 2.8’e
ayarlanmasi ile elde edilen fosfat tamponunun asetonitril ile 85:15 (h/h) oranindaki karigimi

olarak hazirlanmuistir.

Cozeltiler hazirlanirken seyreltme ¢ozeltisi olarak ultra saf su ve metanoliin 70:30

(h/h) oraninda karigimi kullanilmustir.

Cizelge 3.16. Yiiksek Performanslt Stvi Kromatografisinde Calisilan Kromatografik Sartlar

Kromatografik Sartlar
Akis Hizi: 0.95mL/dk
Kolon Sicaklig: 60°C
Enjeksiyon Hacmi: SulL
Dalga Boyu: 232nm
Gradyan:
t (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0 100 0
3 100 0
6 92 8
9 85 15
9.25 80 20
15 85 15
17 92 8

Spiramisin, {i¢ ana bilesenden olugmaktadir; Spiramisin I, Spiramisin II ve Spiramisin
I11. Spiramisin I, bu karisimin %80°den fazlasini olusturmaktadir. ikinci en yiiksek orandaki
bilesen Spiramisin III, karisimda %10’dan daha az ve Spiramisin II, karisimda %5°ten daha
az bulunur. Spiramisin II ve Spiramisin III piklerinin Spiramisin I ve Metronidazol pikinden
¢ok daha kii¢iik olmasindan dolay1 parametreler, Spiramisin’in tiim bilesenlerinin toplami

alinarak hesaplanmistir.
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3.2.1. YPSK - Ozgiinliik Calismasi

Spiramisin ve Metronidazol’iin 6zgiinliigii, hem kullanilan etkin maddelerin Mord&tesi
— GB metodundaki spektrum taramalarinda verdigi maksimum absorbans yaptiklar1 dalga
boylarinin gosterilmesiyle, hem de YPSK’da hazirlanan standart ¢ozeltilerinin pik safliklarinin
Olciilmesi ile gosterilmistir. Ayrica Spiramisin, Avrupa Farmakopesi’nden (EP — Ph. Eur.)
temin edilen ve standart ile aymi derisimde hazirlanarak, gelistirilen metotla enjeksiyon
verilmis ve karsilagtirma yapilmistir. CRS (Certified Reference Standard) ve kullanilan

sekonder standardin karsilastirilmasi ile de Spiramisin’in 6zglinliigii ayrica kanitlanmistir.

DADAA,Sig=232.0,4.0 Ref=off

TS0
T00H

650
GO0+
550+

38

mALl

+85858848

14 5 18 17
Tirme [min]

Sekil 3.21. Spiramisin’in kromatogrami, y-ekseni sinyal, x-ekseni dakika

DAD1A,Sig=232.0,4.0 Ref=off
1400 £
1300+
1200
11004 ]
1000 =
900
800
TOH
G-
500+
400
300
200
100+ L
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Sekil 3.22. Metronidazol’tin kromatogramu, y-ekseni sinyal, x-ekseni dakika
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Ayni kosullarda test edilen ve 1000ppm olarak hazirlanan Spiramisin CRS ise bu
sekildedir;

DAD1A Sig=232.04.0 Ref=off

PIramisin

58836883

it

Tirme [min]

Sekil 3.23. Spiramisin CRS’in kromatogrami, y-ekseni sinyal, x-ekseni dakika

Belirlenen metot parametreleriyle yapilan analize gére Metronidazol ve Spiramisin
I’in alikonma siireleri sirasiyla 2.6 ve 10.3 olarak belirlenmistir. Spiramisin Il ve Spiramisin
[II’tin Spiramisin I’e gore bagil alikonma siireleri (RRT, Relative Retention Time) ise sirasiyla

1.12 ve 1,28 olarak belirlenmistir.

Ayrica Ozgiinliik parametresi icinde Sistem Uygunluk parametresi, Kuyruklanma
Faktorii, Teorik Plaka Sayisi ve standardin kendi i¢indeki %BSS’si olarak degerlendirilmistir.

Her bir bilesen sisteme verilen ardigik 6 enjeksiyon iizerinden hesaplanmistir.

Cizelge 3.17. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisinde Sistem Uygunluk Parametreleri (%BSS)

%BSS
Metronidazol  Toplam Spiramisin  Spiramisin I Spiramisin II Spiramisin III
0.07% 0.18% 0.19% 0.95% 0.24%

Cizelge 3.18. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisinde Sistem Uygunluk Parametreleri
Kuyruklanma Faktorii)

Kuyruklanma Faktorii

Metronidazol Spiramisin [  Spiramisin II  Spiramisin II1

1.1 1.8 1.3 1.0
1.1 1.7 1.4 1.1
1.1 1.7 1.4 1.1
1.1 1.7 1.4 1.0
1.1 1.7 1.4 1.0
1.2 1.7 1.4 1.1
Ortalama 1.1 1.7 1.4 1.1
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Cizelge 3.19. Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisinde Sistem Uygunluk Parametreleri Teorik

Plaka Sayisi1)
Teorik Plaka Sayis1
Metronidazol Spiramisin I Spiramisin II Spiramisin I
10313.6 22659.1 68337.2 46074.2
10302.2 22590.4 66112.1 45910.6
10310.5 22652.4 66436.2 45861.9
10302.4 22822.7 66666.3 45635.1
10300.8 22711.7 66394.2 45582.5
10199.9 22529.8 67047.7 45377.8
Ortalama 10288.2 22661.0 66832.3 45740.4

Incelenen parametrelerden Kuyruklanma Faktoriiniin 2.0’dan kiigiik olmasi, Teorik

Plaka Sayisinin 2000’den biiyiik olmasi ve %BSS’nin 2.0’dan kiiglik olmas1 beklenmistir.

Verilen ardisik 6 enjeksiyondan toplanan verilerin ortalamasi ise bu limitleri karsilamigtir ve

sistem uygun kabul edilmistir.

3.2.2. YPSK - Dogrusallik Calismasi

Dogrusallik, gelistirilen metotla her iki etkin madde i¢in ayr1 ayr1 7 noktada c¢alisiimistir.

Cizelge 3.20. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisinde Dogrusallik Parametresinde Calisilan

Konsantrasyonlar
Oran (%) Derigim
10% 100ppm (pg/mL)
25% 250ppm (ug/mL)
50% 500ppm (pg/mL)
75% 750ppm (pg/mL)
100% 1000ppm (pg/mL)
125% 1250ppm (pg/mL)
150% 1500ppm (ug/mL)
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Calisilan bu derisimlerden elde edilen veriler, Metronidazol i¢in asagidaki gibidir;

Cizelge 3.20. Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisinde Dogrusallik Calismasinin Sonuglari

Toplam
Spiramisin Spiramisin I Spiramisin II Spiramisin III Metronidazol
R? 0.9999 0.9999 0.9992 0.9993 1.0000
Korelasyon
Katsayisi 1.0000 0.9999 1.0000 1.0000 1.0000
p-Degeri 2.2x10 2.9x10™M 6.4x10” 4.5x10° 2.6x10712
Kesisim -0.4415 0.9097 -1.8853 0.534 16.895

Sonuglar tiim limitleri karsilamaktadir ve Spiramisin’in her bir bilesenin de kendi
icinde dogrusal oldugu kanitlanmistir. Elde edilen verilerle olusturulan ve regresyon analizi

yapilan grafikler ise asagidaki gibidir;

Spiramisin Dogrusallik

14000.00

12000.00 y =7.8944x - 0.4415
R®=0.9999

10000.00

8000.00

6000.00

4000.00

2000.00

0.00
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Sekil 3.24. YPSK’da Spiramisin Piklerinin Toplammin Dogrusalligi, y-ekseni Pik Alani, x-ekseni Konsantrasyon
(ppm) (100ppm, 250ppm, 500ppm, 750ppm, 1000ppm, 1500ppm ve 1750ppm noktalarr)
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Spiramisin | Dogrusalligl
12000

y = 7.4465x + 0.9097
10000 R®=0.9999

8000
6000
4000

2000

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Sekil 3.25. YPSK’da Spiramisin I Piklerinin Dogrusalligi, y-ekseni Pik Alani, x-ekseni Konsantrasyon (ppm)
(100ppm, 250ppm, 500ppm, 750ppm, 1000ppm, 1500ppm ve 1750ppm noktalarr)

Spiramisin Il Dogrusalligi

140

y =0.0897x - 1.8853

120 R®=0.9992

100
80
60
40

20

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Sekil 3.26. YPSK’da Spiramisin II Piklerinin Dogrusalligi, y-ekseni Pik Alami, x-ekseni Konsantrasyon (ppm)
(100ppm, 250ppm, 500ppm, 750ppm, 1000ppm, 1500ppm ve 1750ppm noktalart)
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Spiramisin Il Dogrusallig

600

y=0.3583x +0.534
500 R*=0.9993
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Sekil 3.27. YPSK’da Spiramisin Il Piklerinin Dogrusalligi, y-ekseni Pik Alani, x-ekseni Konsantrasyon (ppm)
(100ppm, 250ppm, 500ppm, 750ppm, 1000ppm, 1500ppm ve 1750ppm noktalart)

Metronidazol Dogrusalligl

9000.00
8000.00 y =5.4018x + 16.895
7000.00 R*=1

6000.00
5000.00
4000.00
3000.00
2000.00

1000.00

0.00
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Sekil 3.28. YPSK’da Metronidazol Piklerinin Dogrusalligi, y-ekseni Pik Alani, x-ekseni Konsantrasyon (ppm)
(100ppm, 250ppm, S00ppm, 750ppm, 1000ppm, 1500ppm ve 1750ppm noktalar)

Dogrusallik ¢aligmasina gore; hem Spiramisin ii¢ bilesenin toplami olarak, hem de
her bir bilesenin kendi i¢indeki Alan/Konsantrasyon orani olarak degerlendirilmis ve bu dort
incelemede de dogrusal bulunmustur. Spiramisin II ve Spiramisin III’{in alanlarinin Spiramisin
I’e gore ¢ok kiigiik olmasindan dolayi ise R? degerleri daha diisiik bulunmustur. Metronidazol

de ayrica degerlendirilmis ve metoda gore dogrusal oldugu kanitlanmustir.
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3.2.3. YPSK - Kesinlik Calismasi

Kesinlik caligmas1 Ozgiinliilk parametresinde incelenen standardin 6 enjeksiyonu
iizerinden hesaplanmis ve ikincil bir standarda karsi (aym derisimde) uyumu incelenmistir.
Daha sonra hem etkin maddelerin %100°liik derisimdeki karigimi hazirlanmig, hem de tiretilen
formiilasyonlar belirlenen metottaki konsantrasyona denk gelecek sekilde ¢ozelti haline
getirilerek sisteme verilmistir. Daha 6nce sistem uygunluguna bakilan standartlarin ise ikincil
standartlarina karst uyumu Spiramisin ve Metronidazol i¢in sirastyla %100.1 ve %98.6 olarak
hesaplanmistir. Uyum igin limit ise %98.0 - %102.0 olarak belirlenmistir ve bu limit

karsilanmastir.

Spiramisin  hesaplanirken miktar tayini 1ii¢ bilesenin toplami {izerinden
degerlendirilmistir. Bu ylizden standart uyumu hesaplanirken {i¢ bilesenin iki farkl
standarttaki toplamlar1 incelenmistir. Fakat dogrusallig1 gosterilen bu ti¢ bilesenin ayr1 ayr1 da
uyumlu oldugunu gostermek igin bir hesaplama yapildiginda Spiramisin I, Spiramisin II ve
Spiramisin III’iin iki standarttaki karsilikli uyumu sirasiyla %100.1, %100.1 ve %100.2 olarak
bulunmustur. Yani sistem her bir bilesen i¢in de kendi i¢inde uyumludur. Fakat ¢ok kiiciik
alanlar iizerinden yapilan degerlendirmeler ¢cok daha hassas oldugundan, bu alanlar toplanarak
degerlendirilmistir. Buna gore yapilan hesaplamalardan ¢ikan sonuglar hem Spiramisin hem

de Metronidazol i¢in asagidaki gibidir;

Cizelge 3.21. YPSK’da Spiramisin ve Metronidazol i¢in Caligilan Kesinlik Parametresi Sonuglari

Spiramisin Kesinlik Calismasi
Test Alan  Konsantrasyon (ppm) %Miktar Tayini Ortalama (%)  %BSS

1 7713.81 1014.0 98.9
2 7759.90 1011.0 99.8
3 7608.30 1005.0 98.4 99.0 0.6
4  7615.99 1002.0 98.8
5 7653.67 1010.0 98.5
6  7714.30 1005.0 99.8

Metronidazol Kesinlik Calismasi
Test Alan  Konsantrasyon (ppm) %Miktar Tayini Ortalama (%) %BSS

1 5396.81 1000.0 100.6
2 5445.13 1016.0 99.9
3 5384.68 1002.0 100.1 100.5 0.5
4 5388.48 1001.0 100.3
5 5437.70 1005.0 100.8
6  5460.50 1005.0 101.2
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Yapilan ¢alismada, %BSS’nin 2.0’dan kiiciik olmasi ve hesaplanan degerin %98.0 —

102.0 araliginda olmasi beklendi. Elde edilen verilerle hesaplanan degerlerle limitler

karsilanmistir ve metodun kesinligi kanitlanmastur.

Gelistirilen metot, onerilen formiilasyonlar FOO1A, FOO1B, FO02A ve F002B i¢in

uygulandiginda ise sonuglar asagidaki gibidir;

Cizelge 3.22. YPSK’da Kesinlik Parametresinin FOO1A Formiilasyonundaki Sonuglari

FOO1A Spiramisin Kesinlik Calismasi

Tartim

Hesaplanan Deger

% Miktar

Ortalama

Test (mg/mL) Alan (mg) Tayini (%) 7oBSS
1 8049.97 5.23 99.83
2 7908.99 5.14 98.08

3 504 7871.24 5.12 97.61 08 55 0.7
4 8004.66 5.20 99.26
5 7895.21 5.13 97.91
6 7950.46 5.17 98.59
FO001A Metronidazol Kesinlik Calismasi

Tartim H lanan Deger % Miktar rtalam

Test (rnzl;tmL) Alan & ?mag) - A)Tayintia ° t(z‘l%a) " %BSS
1 5413.32 5.04 100.86
2 5323.09 4.96 99.18

3 5.00 5297.33 4.94 98.70 99.60 0.86
4 5384.22 5.02 100.32
5 5306.67 4.94 98.87
6 5355.71 4.99 99.79
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Cizelge 3.22. YPSK’da Kesinlik Parametresinin FOO1B Formiilasyonundaki Sonuglari

FO01B Spiramisin Kesinlik Calismasi

Tartim Hesaplanan Deger % Miktar Ortalama
Test (mg/mL) Alan (mg) Tayini (%) %BSS
1 8254.49 5.36 102.36
2 8132.22 5.28 100.85
3 5.31 101.36
5.24 817391 101.39 0.52
4 8161.70 5.30 101.21
5 8147.51 5.29 101.04
6 8186.25 5.32 101.52
FO001B Metronidazol Kesinlik Calismasi
Tartim Hesaplanan Deger % Miktar Ortalama
Test (mg/mL) Alan (mg) Tayini (%) 76BSS
1 5545.18 5.17 101.91
2 5496.01 5.12 101.00
3 5.17 101.90
5.07 3544.03 101.59 0.35
4 5527.03 5.15 101.57
5 5514.75 5.14 101.35
6 5539.46 5.16 101.80
Cizelge 3.23. YPSK’da Kesinlik Parametresinin FO02A Formiilasyonundaki Sonuglari
F002A Spiramisin Kesinlik Caligmast
Tartim Hesaplanan % Miktar Ortalama |
Test (mg/mL) Alan Deger (mg) Tayini (%) /oBSS
1 7191.18 4.67 99.33
2 7237.92 4.70 99.97
3 4.65 98.80
4.71 7153.13 99.41 0.42
4 7217.38 4.69 99.69
5 7204.15 4.68 99.51
6 7177.62 4.66 99.14
F002A Metronidazol Kesinlik Calismasi
Tartim Hesaplanan % Miktar Ortalama
Test (mg/mL) Alan Deger (mg) Tayini (%) /OBSS
1 5577.410 5.20 101.73
2 5594.010 5.21 102.03
3 5.15 100.77
5.11 5524700 101.50 0.45
4 5576.010 5.20 101.70
5 5570.660 5.19 101.60
6 5547.670 5.17 101.18
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Cizelge 3.24. YPSK’da Kesinlik Parametresinin FO02B Formiilasyonundaki Sonuglari

F002B Spiramisin Kesinlik Calismasi

Tartim Hesaplanan Deger % Miktar Ortalama
Test (mg/mL)  Alan (mg) Tayini (%) /oBSS
1 7512.85 4.88 99.51
2 7388.63 4.80 97.86
3 7513.19 4.88 99.51
491 98.84 0.71
4 7439.42 4.83 98.53
5 7420.93 4.82 98.29
6 7498.81 4.87 99.32
F002B Metronidazol Kesinlik Caligmasi
Tartim Hesaplanan Deger % Miktar Ortalama
Test (mg/mL)  Alan (mg) Tayini (%) /oBSS
1 5442.10 5.07 102.17
2 5346.77 4.98 100.38
3 5423.96 5.05 101.83
4.96 101.40  0.71
4 5388.40 5.02 101.16
5 5369.51 5.00 100.81
6 5434.00 5.06 102.02

Valide edilen metot kalite kontrol amagli kullanimlara uygun oldugunun gosterilmesi
amaciyla ve ayni zamanda onerilen formiilasyonlarla iiretilen {iriinlerin tayin edilebilirliginin
kanitlanmasi amaciyla, kesinlik parametresi ile tayin edilmis ve sonuglarin validasyon i¢in de
verilen tiim limitleri karsiladig1 goriilmiistiir. Buna gore her 4 formiilasyon da hem Spiramisin
hem de Metronidazol i¢in ayri ayr1 tayin edilmis ve validasyonda kullanilan standartlara karsi
hesaplanmigtir. Buradan elde edilen sonuglar validasyon limitlerinde oldugu gibi %98.0-102.0
araliginda olup %BSS’si 2.0’1n altindadir. Spiramisin, validasyonda da belirtildigi gibi ii¢

bilegenin toplami tizerinden hesaplanmustir.
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Daha sonra tekrarlanabilirlik agisindan uygun oldugunun kanitlanmasi amacryla
kesinlik, giinler arasi olarak calisilmis ve 6 test enjeksiyonu, ayrica hazirlanmis standartlar
iizerinden tekrar hesaplanmistir. Sistem uygunluk, yeni hazirlanan testler iizerinden tekrardan
incelenmis ve limitlere uygun bulunmustur. Tekrarlanabilirlik olarak calisilan ara kesinlik
parametresi ise birinci glin ve ikinci giin arasindaki farkin degerlendirilmesi amaciyla iki
giinden de toplanan 12 enjeksiyon iizerinden hesaplanmis hem ortalama hem de %BSS

incelenmistir. Buna gore sonuglar asagidaki gibidir;

Cizelge 3.25. YPSK’da Spiramisin ve Metronidazol’iin Ara Kesinlik Sonuglari

Spiramisin Ara Kesinlik Caligmasi
Test Alan  Konsantrasyon (ppm) %Miktar Tayini Ortalama (%) %BSS

1 7713.81 1014.0 98.9
2 7759.90 1011.0 99.8
3 7608.30 1005.0 98.4
4 761599 1002.0 98.8
5 7653.67 1010.0 98.5
6  7714.30 1005.0 99.8 992 0.5
7 7731.13 1010.0 99.1
8 7762.62 1005.0 100.0
9 7676.98 1004.0 98.9
10 7732.94 1007.0 99.4
11 7763.51 1007.0 99.8
12 7731.99 1005.0 99.6

Metronidazol Ara Kesinlik Caligmasi
Test Alan  Konsantrasyon (ppm) %Miktar Tayini Ortalama (%) %BSS

1 5396.81 1000.0 100.6
2 5445.13 1016.0 99.9
3 5384.68 1002.0 100.1
4  5388.48 1001.0 100.3
5 5437.70 1005.0 100.8
6  5460.50 1005.0 101.2 100.3 0.4
7 5441.27 1009.0 99.9
8 5445.29 1010.0 99.8
9  5419.13 1003.0 100.0
10 5446.78 1007.0 100.2
11 545243 1005.0 100.5
12 5452.75 1008.0 100.2
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3.2.4. YPSK — Dogruluk Calismasi

Dogruluk, Dogrusallik ve Aralik parametresinde belirlenen derisimlerden yola ¢ikarak

%10, %100 ve %150’lik derisimlerde, 100ppm, 1000ppm ve 1500ppm olarak; her diizeyde

3’er test ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmigstir. Testler Kesinlik parametresinde kullanilan

standartlar {izerinden hesaplanmistir, bu yiizden Kesinlik’te verilen sistem uygunluk

parametreleri Dogruluk ¢aligsmasi i¢in de gosterilmistir. Spiramisin ise Kesinlik’te oldugu gibi

Spiramisin [, Spiramisin II ve Spiramisin III’in toplami olarak hesaplanmistir. Yapilan

Dogruluk ¢aligmasinda her iki bilesen de galigilan her konsantrasyon diizeyinde tiim limitleri

karsilamistir ve hesaplanan icerik miktarlariyla tartim arasindaki yakinlik geri elde yiizdesinin

ne kadar yiiksek oldugunu gdstermistir. Elde edilen verilerle Spiramisin ve Metronidazol

hesaplandiginda sonuglar asagidaki gibidir;

Cizelge 3.26. YPSK’da Spiramisin ve Metronidazol’iin Dogruluk Parametresi Sonuglar1

Spiramisin Dogruluk Calismasi

Spiramisin % Miktar Hesaplanan Ortalama
Test Alan (mg) Tayini (mg) (%) %BSS

%10 - 1 762.75 5.01 99.09 4.96
%10 - 2 753.47 4.98 98.48 4.90 99.22 0.82
%10 - 3 768.85 5.00 100.08 5.00
%100-1 7713.21 9.99 100.51 10.04
%100-2 7741.16 10.03 100.47 10.08 100.10 0.67
%100-3  7714.00 10.11 99.32 10.04
%I150-1 11536.17 15.05 99.78 15.02
%I150-2 11651.22 15.17 99.98 15.17 99.96 0.17
%150 -3  11544.63 15.01 100.12 15.03

Metronidazol Dogruluk Caligmasi

Test Alan Metronidazol % Mi.kt-ar Hesaplanan Ortalama %BSS
(mg) Tayini (mg) (%)

%10-1  536.85 5.01 99.84 5.00
%10-2  553.63 5.09 101.34 5.16 100.53 0.75
%10-3  544.25 5.05 100.41 5.07
%100 -1 5483.74 10.12 100.98 10.22
%100 -2 5450.43 10.07 100.86 10.16 100.60 0.56
%100 -3 5374.42 10.02 99.95 10.02
%150-1 8061.38 15.11 99.42 15.02
%150 -2 8026.64 15.01 99.65 14.96 99.53 0.12
%150-3 8103.05 15.17 99.54 15.10
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3.2.5. YPSK - Saglamhik Cahsmasi

Saglamlik parametresi, sistemin kiigiik degisimlere karst dayanikliligini gostermesi
amaciyla hazirlanan %100’liikk derisimde hazirlanan standart tizerinden kuyruklanma faktorii
ve teorik plaka sayist incelenerek degerlendirilmistir. Kiiglik degisiklikler ise akis hizi, kolon

sicakligi, dalga boyu ve hareketli faz A igindeki organik orani iizerinden yapilmistir.

Cizelge 3.26. YPSK’da Saglamlik Parametresinde Calisilan Kosullar

Saglamlik Calismasi
Kolon Sicakligt =~ Akis Hizz Dalga Boyu Organik Oram
Kosul 1 60°C 0.95 mL/dk 232 nm 86:14 (Tampon:Asetonitril, h/h)
Kosul 2 60°C 0.95 mL/dk 232 nm 84:16 (Tampon:Asetonitril, h/h)
Kosul 3 60°C 0.95 mL/dk 231 nm 85:15 (Tampon: Asetonitril, h/h)
Kosul 4 60°C 0.95 mL/dk 233 nm 85:15 (Tampon:Asetonitril, h/h)
Kosul 5 60°C 0.94 mL/dk 232 nm 85:15 (Tampon: Asetonitril, h/h)
Kosul 6 60°C 0.96 mL/dk 232 nm 85:15 (Tampon:Asetonitril, h/h)
Kosul 7 59°C 0.95 mL/dk 232 nm 85:15 (Tampon: Asetonitril, h/h)
Kosul 8 61°C 0.95 mL/dk 232 nm 85:15 (Tampon:Asetonitril, h/h)

Bu calismada 60°C olan kolon sicakligi 59°C ve 61°C arasinda incelnemistir.
0.95mL/dk olan akis hiz1 0.94mL/dk ve 0.96mL/dk olarak, 232nm olan dalga boyu 231 ve 233
nm olarak ve 85:15 (Tampon:Asetonitril, h/h) oranina sahip olan hareketli faz A 86:14 ve
84:16 (Tampon:Asetonitril, h/h) olarak incelenmistir. Bu kosullardaki degerlendirmeler

sonucunda kuyruklanma faktorii ve teorik plaka sayisina bakilmistir.

Cizelge 3.27. YPSK’da Saglamlik Parametresinde Spiramisin ve Metronidazol Sonuglari

Saglamlik Calismasi Sonuglari

Spiramisin Metronidazol
Teorik Kuyruklanma | Teorik Plaka Kuyruklanma
Plaka Sayisi Faktorii Sayisi Faktorii
Kosul 1 43173.6 1.5 10677.6 1.1
Kosul 2 19532.9 1.8 10162.3 1.1
Kosul 3 22608.6 1.8 10551.9 1.1
Kosul 4  22731.3 1.8 10529.0 1.1
Kosul 5 22611.6 1.8 10477.1 1.1
Kosul 6  24064.0 1.7 10699.7 1.1
Kosul 7 23756.1 1.7 10533.3 1.1
Kosul 8  23886.7 1.7 10679.7 1.0
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Saglamlikta calisilan her bir kosulda, Spiramisin en biiyiik pik olan Spiramisin I
iizerinden degerlendirilmistir. Buna gore kiigiik degisiklik uygulanan her 8 kosulda hem
Spiramisin hem de Metronidazol i¢in kuyruklanma faktorii ve teorik plaka sayist limitleri
karsilamistir. Kuyruklanma faktoriiniin 2.0’dan kiiciik, teorik plaka sayisinin ise 2000’den

biiyiik olmas1 beklenmistir.
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4. TARTISMA

Spiramisin ve Metronidazol kombinasyonlar1 halinde veya tek tek, antibiyotik ve
antifungal etkileri i¢in siklikla kullanilmaktadir. Spiramisin’in tlirevlerinin ise anti-kanser
etkileri gilinlimiizde arastirilmaya devam edilmektedir. Ayrica hayvancilikta ve veteriner
ilaglarda da bu iki etkin maddenin kullanimi yaygin bir sekilde goriilmektedir. Hayvanlarda
agiz ve dis saglig1 da dahil olmak {izere genis bir skalada etki gdsteren Metronidazol ve doku
penetrasyonu yiiksek olan ve Metronidazol gibi etkili olan Spiramisin’in ortak kullanimi1 ayn1
anda hem aerobik hem de ancorobik bakterilerle savagmakta giiglii birer secenektirler.
Hayvancilikta goriilen yaygin kullanim ise bu maddelerin tespitini zorunlu kilmakla beraber,
bu tespit metotlariin kolay, hizli ve ucuz olmasi gerekliligini arttirmaktadir. Bu ilaglar ile
tedavi goren hayvanlarin daha sonra besin olarak tiiketilmesi ve buradan insan viicuduna
gecmesi antibiyotik rezistansi a¢isindan kritik bir 6neme sahiptir ve dolayisiyla bu maddelerin
tayinini daha da énemli hale getirmektedir. Ozellikle fazlaca safsizlig1 veya tiirevi bulunan
Spiramisin gibi bilesenlerin tayini, Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi gibi ayrim
gerektiren cihazlarda uygulanabilirligi, analiz siirelerinin bu maddeleri ayirabilmek i¢in yeterli
kalmamasi agisindan zorlastirmaktadir. Yapilan bu ¢aligma ise bu sorunlar igin bir ¢dziim
sunmakta ve hem Yiiksek Performansli Sivi kromatografisi i¢in secici, dogrulugu yiiksek ve
literatiirdeki metotlara kiyasla goreceli olarak daha kisa bir analiz siiresi vermekte, hem de
bahsedilen ayrim problemini ortadan kaldirarak Tiirev Spektroskopisi’nde ¢ok daha hizli bir
metot ortaya koymaktadir. Halihazirda YPSK’da analizi zor olan Spiramisin’in, Metronidazol
ile kombinasyonu ise, analiz siiresini kisaltmak i¢cin Mordtesi — GB spektroskopisini tercih
etmek isteyen analist icin bir girisim problemi olusturarak, analizi ve dogru sonu¢ almay1
zorlagtirmaktadir. Tim bu agilardan degerlendirildiginde, gelistirilen bu iki metot, yaygin
kullanima sahip olan bu iki maddenin analizi i¢cin hem YPSK’da hem de Mordtesi — GB
Spektroskopisinde yliksek duyarlilikta, kesinlikte ve dogrulukta analiz yapma olanagi
sunmaktadir. Bu amaglarla gelistirilen bu iki metot, ICH Q2(R2)’ye gore valide edilmis ve

dogrudan Morétesi — GB Spektroskopisine karsi {istiinliigiine 6zellikle deginilmistir.

YPSK ve Mordtesi — GB Spektroskopisi metotlar1 haricinde c¢alismada ¢6ziim
bulunmasina ¢aligilan baska bir problem de siklikla beraber kullanilan bu iki etkin maddenin
ayr1 ayrt sivi (enjeksiyonluk veya inflizyonluk), kombine bir sekilde tablet formunda
bulundugu halde, enjeksiyonluk ¢ozelti (injectible solution) formunda aymi anda
bulunmamasidir. Tkisinin ortak bulundugu bir enjeksiyonluk ¢ozelti formiilasyonu iiretmek
icin Oncelikle iki maddenin de ortak ¢oziindiigii ¢oziiciiler incelendi. Yeterli ¢6ziinme

saglanmasi i¢in N,N-Dimetilasetilamit ve %10’luk etanol ¢6zeltisi ¢oziicli olarak belirlendi.
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Cozlinmede problem yasanmamasi adina c¢ozeltideki derisim Smg/mL olarak ¢aligildi. N,N-
Dimetilasetilamit i¢eren formiilasyon grubu FOO1 ve %10’luk etanol i¢eren formiilasyon FO02
olarak adlandirildi. Daha sonra bu iki gruba koruyucu olarak %2 oranina denk gelecek sekilde
Benzil Alkol eklendi ve bu koruyucu igeren gruba FOO1B ve FO02B adi verildi. Calismada
koruyucu icermeyen c¢ozeltiler ise FOO1A ve FO02A olarak adlandirildi. Her bir formiilasyon
bozunmay1 6nlemek, havadan ve 1siktan korumak i¢in kirmizi tipali amberli flakonlara kondu
ve calisma boyunca bu sekilde saklandi. FOO1 grubu, N,N-Dimetilasetilamidin mord&tesi
bolgede, Spiramisin’in maksimum absorbans yaptigi noktada c¢ok yiiksek absorbans
vermesinden ve analizi imkansizlagtirmasindan dolay1 ¢alisilamamis olsa da %10’luk etanoliin
¢0ziicili olarak kullanildig1 FOO2A serisi basarili sekilde analiz edilmistir ve sonuglar, limitleri
karsilasmistir. Olusturulan formiilasyonlarin tamami ise YPSK’da basarili bir sekilde analiz
edilmistir ve Onerilen formiilasyonlarin piyasada kullanimi olasiliginda, kalite kontrol

analizlerinin miimkiin oldugunu gostermistir.

Tiirev Spektroskopisi metodu gelistirilirken dogrudan tarama yapilan analizlerdeki
problemlere odaklanilmistir ve girisim yapan iki molekiiliin dogru bir sekilde analiz edilmesi
amaglanmustir. Birinci dereceden tiirevi alinan spektrumlarin dogasi geregi piklerde kiigiilme
gerceklestiginden metot iizerinde “Scaling Factor”, 100 olarak belirlenmistir ve bu sayede
pikler analiz edilebilir bir seviyeye getirilmistir. Ayrica 1ppm’de calisilan ¢ozeltiler icin uygun
bir pik yiiksekligi saglanmistir. Coziicli se¢imi ise iiriine gore yapilmis ve %10’luk etanol,
baska bir ¢oziicliden gelmesi olasi girisimi engellemis, ayn1 zamanda iiriinden gelecek olan
¢oziiciinlin spektrumunun da base-line olarak alinmasini saglamistir. Veriler UV-Probe 2.70
(Shimadzu) programinda degerlendirilmis ve dogrudan taramasi yapilan Absorbans/Dalga
Boyu grafiklerinin tiirevleri alinarak, yeni grafikler {izerinde y-eksenine (dA/dA) denk gelen

pik yiikseklikleri (maxima), hesaplamalarin yapilacagi yeni degerler olarak kabul edilmistir.

YPSK-DAD metodu gelistirilirken iki molekiiliin analizi i¢in siklikla kullanilan C-18
sabit fazi seg¢ilmistir. (Saleh vd., 2021; Tashtoush vd., 2008) Hareketli fazda kullanilan
tamponun pH’si ise hem kolonlar i¢in giivenli bir noktada olmasi hem de iki bilesenin de
iyonlastigindan ve mobil faz i¢inde dagildigindan emin olunmasi i¢in 2.8 olarak secilmistir.
Kolon sicakligi ise oncelikle daha diisiik sicakliklarda yapilan denemelerde, ozellikle
Spiramisin’de goriilen yayvan pikler nedeniyle 60°C olarak belirlenmis ve hem kuyruklanma
faktoriinde hem de ayrimda uygun ve keskin bir pik sekli yakalanmistir. Akis hiz1 ise
Metronidazol’iin 1mL/dk’da yapilan denemelerde 6lii zamana ¢ok yakin ¢ikmasindan dolay1
0.95mL/dk olarak belirlenmis ve pikin giivenli bir noktaya gelmesi saglanmistir. Daha sonra

Spiramisin’in tiirevlerinin ve impiiritelerinin birbirinden ayrilmasi i¢in gradyan gecis igin
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bir¢cok deneme yapilmistir. Bu denemelerde 85:15 oraninda pH 2.8 fosfat tamponu, asetonitril
karisimindan sisteme giren asetonitrilin yavasca ylikseltildigi bir gradyan uygun ayrimi
saglamistir. Ayrica organik fazin keskin bir sekilde yiikseltilmesinin Oniine gegilerek base-
line’daki bozulmalara engel olunmustur. Pik sekillerinin diizglin olmas1 ve overloaded

piklerden kaginmak i¢in enjeksiyon hacmi SpuL olarak galisilmustir.

Gelistirilen her iki metot da ICH Q2(R2)’deki 6nerilere uygun olarak valide edilmistir.
Ozgiinliik, Dogrusallik ve Aralik, Kesinlik ve geri elde olarak ¢alisilan Dogruluk limitler
dahilinde tamamlanmigtir. YPSK-DAD metodunda ise ek olarak Saglamlik parametresi de
calisilmistir. Morotesi — GB spektroskopisi, 190-400nm araliginda tarama (scan) modunda

calisildigindan, bu metot igin saglamligin degerlendirilecegi bir parametre belirlenmemistir.

Limit olarak; a) YPSK-DAD metodu igin, i) Ozgiinlik parametresinde sistem
uygunluk igin standartlarin ardisik 6 enjeksiyonda %BSS’nin 2.0’dan kiigiik olmasi,
hazirlanan iki standardin birbirine kargi uyumun %98.0-102.0 araliginda olmasi, kuyruklanma
faktoriiniin degerlendirilen her pik i¢in 2.0°dan kiigiik olmasi, teorik plaka sayisinin
degerlendirilen her pik i¢in 2000’den biiyiik olmasi, ve pik safliginin 0.98’den biiyiik olmasi
ii) dogrusallikta R? ve Korelasyon Katsayisinim 0.999°dan biiyiik olmasi, x degiskenine gore
p-degerinin 0.05’ten kiiglik olmasi, iii) kesinlik parametresinde ortalamanin 9%98.0-102.0
araliginda olmasi ve %BSS’nin 2.0’dan kii¢lik olmasi, iv) geri elde olarak ¢alisilan dogruluk
parametresinde ¢alisilan her konsantrasyon diizeyinde testlerin kendi i¢indeki %BSS’nin
2.0’dan kiiciik olmast ve %98.0-102.0 araliginda olmasi, v) saglamlik parametresinde ¢alisilan
her bir kosulda analiz edilen standartlarin her biri i¢in kuyruklanma faktoriiniin 2.0’dan kiigiik
olmasi ve teorik plaka sayisinin 2000’den yiiksek olmasi, vi) ara kesinlik parametresinde
tekrarlanabilirligi 6lgmek i¢in giinler arasi verilen tiim 12 ¢dzeltinin %BSS’sinin %2.0’dan
kiiclik olmast ve dl¢limlerin %98.0-102.0 araliginda olmasi; b) Morétesi — GB spektroskopisi
ve tiirev spektroskopisi metotlarinda i) Ozgiinlilk parametresinde sistem uygunluk icin
standartlarin ardisik 6 enjeksiyonda %BSS’nin 2.0°dan kiigiik olmasi, hazirlanan iki
standardin birbirine karst uyumun %95.0-105.0 aralifinda olmasi, ii) dogrusallikta R? ve
Korelasyon Katsayisinin 0.999°dan biiyiik olmasi, x degiskenine gore p-degerinin 0.05’ten
kiiciik olmasi, iii) kesinlik parametresinde ortalamanin %95.0-105.0 araliginda olmasi ve
%BSS’nin 5.0’dan kii¢iik olmasi, iv) geri elde olarak calisilan dogruluk parametresinde
calisilan her konsantrasyon diizeyinde testlerin kendi ig¢indeki %BSS’nin 5.0’dan kiigiik

olmasi ve %95.0-105.0 araliginda olmasi beklenmistir.
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Yapilan validasyonlarda YPSK-DAD metodu ve Tiirev Spektroskopisi metodu basarili
bir sekilde limitleri karsilarken dogrudan tarama modunda galisilan Mordtesi — GB metodu
dogruluk parametresinde %10’luk diisiik derisimde limitin ¢ok altinda sonu¢ alinmistir. Tiirev
Spektroskopisi — Modifiye Biiyiiklik Cikarma (DS — MAS) metodu ile dogrudan tarama
Morétesi — GB metotlar1 karsilagtirildiginda her parametrede Tiirev Spektroskopisi’nin
%BSS’nin daha diisiik ve sonuglarin gercek degere daha yakin oldugu acik¢a goriilmektedir.
Girisim yapan iki bilesenin ayrimi haricinde de Tiirev Spektroskopisi, dogrudan tarama

moduna gore {istiinliik gostermis ve uygun bir sekilde analiz edilmistir.

Hem halihazirda kombinasyonlar1 bulunan iki farkli maddenin ortak kullanimi i¢in
yeni bir dozaj formu Onerilmesi, hem Spiramisin ve Metronidazol’iin ayn1 anda daha kisa
siirede YPSK’da tayin edilebilmesi, bu iki maddenin ayn1 anda bulundugu sivi formdaki
¢ozeltilerde ve formiilasyonlarda ¢ok daha hizli, kesin ve ¢oziiciiliigii yliksek bir sekilde analiz
edilmesini saglamak i¢cin Mordtesi — GB Spektrofotometri’de DS — MAS yontemiyle bir
metodun gelistirilmesi amaciyla yapilan bu ¢alisma, basarili bir sekilde tamamlanmis ve valide
edilmigtir. Calismada Onerilen formiilasyonlar ve metotlarla, bu dozaj formlarinda veya

metoda uygun kosullarda ticari farmasétik iiriinlerin de analiz edilebilecegi gosterilmistir.

Bu calisma, daha 6nce de bahsedildigi iizere siklikla kullanilan bu iki etkin maddenin
hem enjeksiyonluk sivi dozaj formunda tiretimi, hem YPSK-DAD ile tayini hem de Mordtesi
— GB Spektrofotometre ile tayini agisindan 6nemli bir katki sunmaktadir. Gerek YPSK’daki
analiz stiresi ile gerekse Tiirev Spektroskopisi’ndeki ayrim yetenegi sayesinde uygulanabilirlik

agisindan iistiin 6zellikler gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alisma Spiramisin ve Metronidazol’iin ortak sivi preparatlariin Tiirev
Spektrofotometrideki analizini dogrudan tarama modunda yapilan Morétesi — GB metoduyla
ve miimkiin olabilecek en kisa sekilde gelistirilmeye calisilan YPSK metodu ile karsilagtirmak
icin yapilmistir. Her bir metodu ayr1 ayri inceledigimizde; dogrudan tarama yapilan Mordtesi
— GB analizinde diisiik derisimlerde metodun diizgiin ¢alismadig1 agikca goriilmektedir.
Kullanim1 hayvanlarda da yogun bir sekilde goriilen bu maddelerin atik sulara, tarim
arazilerine veya yiyeceklere karistigimi diislindiigiimiizde bu maddelerin  diisiik
konsantrasyonlardaki analizinin onemi yiiksektir. (Lofrano vd., 2018) Bu sebeple sivi
preparatlar tizerinden caligilan bu metot géz onilinde bulunduruldugunda, 6rnegin, atik sudan
hazirlanan ve bu iki maddeyi igeren bir numune dogrudan tarama ile test edilmeye calisilirsa
uygun sonuglar elde edilmesi zor olacaktir. Ote yandan Tiirev Spektroskopisi ile bu ac¢idan
dogrudan tarama moduna gore istiinlilk saglamaktadir. Bu iki maddenin analitik olarak
ayrilabilir olmas1 ve test edilebilir olmasi bu metot ile miimkiin olabilir ve daha diisiik

derisimlerde analiz gerceklestirilebilir.

YPSK metodunu incelersek, kromatogramlarda goriilen bir¢ok impiirite veya farkli
formlarin varliginda dahi metot, yiiksek kesinlik gostermektedir. Literatiirdeki metotlar
incelendiginde, biiyiik cogunlugu sadece Spiramisin veya sadece Metronidazol i¢in olmakla
beraber, yalniz Spiramisin’in analiz edildigi metotlar, gelistirilen metottan genellikle daha
uzun siirmektedir. Bu durum hem enerji hem de kaynak harcanmasi agisindan dezavantaj
olusturmaktadir. Kullanilan reaktiflerin cogunun herhangi bir analitik laboratuvarinda bulunan
basit maddeler olmasi, analiz siiresinin kisa olmas1 ve kullanilan iki etkin maddeyi ayni1 anda
analiz edebiliyor olmasi agisindan olduk¢a avantajhidir. Ayrica kullanimi yaygin olan bu iki

antibiyotigin ayn1 anda analiz edilmesi kritik bir 6neme sahiptir.

YPSK metodu, Tiirev Spektroskopisi metodu ile karsilagtirildiginda ise hem reaktif
hem siire agisindan Tiirev Spektroskopisi, halihazirda avantaj saglamis olan YPSK metoduna
kars1 da gii¢lii yonler tasimaktadir. Metotta tuz veya asit gibi reaktifler bulunmamakla beraber,
YPSK kolonu veya direkt YPSK gibi pahali cihaz ve malzemeler gerektirmeden basit bir ¢ift
yonli Morétesi — GB spektroskopisi, etanol ve su ile ¢ok daha anlik analiz yapilabilmesini
saglamaktadir. Her iki metodun da ham verilerin islenmesi siirecinden gectigini diisiiniirsek,
Mordétesi — GB spektrofotometrinin anlik gergeklestirilmesi gereken bir analizde daha hizli,

daha ucuz ve YPSK ile ayn1 dogruluk ve hassasiyette analiz imkani sundugu agiktir.
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Calisilan metotlardan YPSK, 100ppm (pg/mL) ile 1500ppm (pg/mL) araliginda
calisilmistir. Mordtesi — GB spektrometride ise 1ppm (ug/mL) ile 17.5ppm (ng/mL) araliginda
calisilmistir. Calismadaki asil amag Tiirev Spektroskopisi ile Spiramisin ve Metronidazol’{i
ayni anda tayin etmek ve iretilen iirlinleri kalite kontrol analizlerinde YPSK ile tayin
edebilmenin yami sira bu iki etkin maddeyi daha diisiik derisimlerde daha hizli analiz
edebilmek ve bu sayede piyasadaki iiriinlerin analizinin haricinde bilingli kullanim disinda
almabilecek dozlar1 da tespit edebilmektir. Calisma, su an belirlenen konsantrasyonlarda bu
ihtiyact tam olarak karsilamasa da daha hassas bir yontem ile, gelistirilmis bu metotlar
karsilastirilabilir ve bu problemlerin ¢6zlimiiniin Oniinii agabilir. Bu ¢alisma, ayrica, kullanilan
antibiyotiklerin ¢esitliligi ve yogunlugu disiiniildiigiinde atik su gibi kompleks matrisler
igeren c¢ozeltilerin i¢indeki girisim yapan tiirlerin ayrilmasi agisindan da literatiire 6nemli bir

katki saglayabilir.
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