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OZET

Anahtar kelimeler: Deksrabeprazol sodyum, yiiksek performansli sivi kromatografisi,
miktar tayini

Deksrabeprazol sodyum, uzun yillardir proton pompasi inhibitorii olarak yaygin bir
sekilde kullanilan rabeprazolin R (+)-izomeridir ve peptik asit hastaliklar
tedavisinde kullanilan bir proton pompasi inhibitorii molektludir. Bu etkin madde
gastro-0zofajial reflii hastalig1 ile goriilebilen Zollinger-Ellison sendromu ve mide
iilseri olusmasinda 6nemli bir rol oynayan bakteri tirt olan Helicobacter pylori
tedavisi i¢in de kullanilmaktadir.

Klinik ¢aligmalar 1s18inda deksrabeprazol sodyumun benzer tedavi edici 6zellikteki
molekiillere nazaran daha diisiik dozda etkili olmasi, molekiiliin kullanimi
arttirmaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada sadece Deksrabeprazol igeren farmasotik
preparatta basit, hizli ve kesinligi yiliksek bir HPLC yontemi gelistirildi ve gelistirilen
yontemin validasyonu yapildi.

Gelistirilen yontem, etkin maddenin Cis kolonda; asetonitril:fosfat tamponu (pH=7)
(50:50) hareketli faz1 ve UV dedektor ile 272 nm dalga boyunda 1 mL/dak. akis
hizinda tespiti temeline dayanir. Calisilan dogrusal konsantrasyon aralig1 0,077-0,143
mg/mL, R? degeri 0,998’dir. Gelistirilen yontem ticari ila¢c formiilasyonu analizine
basariyla uygulanmistir. Sonuglar gelistirilen UV spektrofotometrik yontem ile
Student-t ve Fischer—F testleri uygulanmis, istatiksel agidan karsilagtirilmis ve
yontemler arasinda ortalamalar ve standart sapmalar yoniinden anlamli bir fark
olmadig1 bulunmustur.

Gelistirilen HPLC yontemi kolay, kesinligi yiksek ve tekrarlanabilir olup tablet
analizlerinde giivenle kullanilabilir olarak degerlendirilmektedir.


http://www.ilactr.com/tip-terimleri/zollinger-ellison-sendromu-nedir.html

HPLC DETERMINATION WITH DEXRABEPRAZOL SODIUM
PREPARATIONS

SUMMARY

Keywords: Dexrabeprazole sodium, High performance liquid chromatography,
determination

Dexrabeprazole sodium is a rabeprazole R (+) - isomer widely used as proton pump
inhibitor for many years. It is a proton pump inhibitor molecule used in the treatment
of peptic acid diseases. It is also used Zollinger-Ellison syndrome seen with gastro-
oesophageal reflux disease and Helicobacter pylori, a bacterial species that plays an
important role in gastric ulcer formation.

In the light of clinical trials, because of more effective by lower dosages than similar
therapeutic molecules, using the molecule is increasing. In this study, a simple, rapid
and precise HPLC method was developed for the pharmaceutical form containing
only Dexrabeprazole sodium and the developed method was validated.

The developed method is based on, acetonitrile: phosphate buffer (pH=7) (50:50) for
mobile phase and UV detector at a wavelength of 272 nm at, flow rate is 1 mL/min.
The linear concentration range is studied 0.077-0.143 mg / mL, and R2 value is
0.998. The developed method has been successfully applied to commercial drug
formulation analysis. Student-t and Fischer-F tests were performed with the
developed UV spectrophotometric method and statistically compared. There was no
significant difference between the two methods probability level in terms of averages
and standard deviations.

The developed HPLC method is easy, accurate and reproducible and can be used
safely in tablet analysis.



BOLUM 1. GIRIS

Sindirim sistemi, yenilen besinlerin sindirilmesini ve gerekli vitamin ve minerallerin
viicuda alinmasini saglayan 6nemli bir sistemdir. Bu sistemde pek ¢ok organ gorevli
olup bu organlardan birinin bile diizgiin calismamasi, ¢esitli hastaliklara neden
olabilir. Sindirim sistemi agiz, yutak, yemek borusu, mide, ince bagirsak ve kalin
bagirsak organlarmi kapsar. Bu kadar organin gorev aldigi sistemde dengesiz
beslenme, sigara, su kullannominin yetersizligi, diizensiz beslenme, sicak gida alimi
gibi c¢esitli nedenlerden Otlirii sistem dengesi bozularak hastaliklar ortaya
cikabilmektedir. Bu hastaliklar ¢ok cesitli olabilmekte ve bazilari 6lime kadar
gidebilmektedir [1].

Sindirim sistemi rahatsizliklarinin pek cok hazirlayicis1 vardir. Ulser, gastrit ve
refliyle beraber sik goriilen sindirim hastaliklar1 arasinda yer almaktadir. Ulserin en
biylik nedenleri "Helicobacter pylori" adli bir bakteri ve dizenli ilaglar (aspirin,
antiromatizmal ilaglar) alimidir. Diger muhtemel nedenleri arasinda genetik yatkinlik
(irsiyet), her tirlQ stres, kortizon tiri ilaglar, alkol, sigara, kahve aliskanligi, ¢evre
kirliligi sayilabilir. Helicobacter enfeksiyonunun midenin i¢ yuzeyini kaplayan

koruyucu tabakada yarattig1 degisimler zamanla gastrit hatta iilser ile sonug¢lanir [2].

Ulser, mide veya duedenumun (onikiparmak bagirsagi) mide asidi ve sindirim
stvilart (Ornegin pepsin) tarafindan harabiyeti sonucunda meydana gelen doku
kaybidir. Doku kaybi, pepsinin etkisiyle daha derinlere inerek, enflamasyon denilen
yara meydana getirir. Toplumumuzda, herhangi bir zamanda mevcut Glserli hasta
(yeni gegiren veya gecirmis) yiizdesi %2-6'dir. Duedenal (onikiparmak barsagi)
ulseri, mide Ulserine gore ¢ok daha fazla gorulir. Duedenal tlser 30-50 yaslari
arasinda daha sik olup, erkeklerde kadinlara gore 2-4 kat daha fazladir. Mide iilseri
60 yas listii kadinlarda daha ¢ok goriiliir [2].


http://www.sindirimsistemi.org/
http://www.sindirimsistemi.org/tag/besinlerin

Her gecen gilin artmakta olan rakamlar, mide rahatsizliklarint minimize ederek
giindelik hayati kolaylastirmay1 saglayacak olan yeni molekiillerin kesfedilmesine ve
kullanilmasina olan ilgiliyi arttirmaktadir. Ozellikle proton pompasi inhibitdrleri
mide asidinin azalmasi, mide, bagirsak ve yemek borusunda bulunan iilserlerin
lyilesmesini ve agrinin giderilmesini saglamalar1t sebebiyle yogun olarak

kullanilmaktadirlar [3].

Deksrabeprazol sodyum, peptik asit hastaliklar1 tedavisinde kullanilmak {izere
Hindistan’da pazara sunulmus bir proton pompasi inhibitorii molekiilidiir. Bu etken
madde gastro-6zofajial, reflii hastaligi ile goriilebilen Zollinger-Ellison sendromu ve
mide tilseri olusmasinda 6nemli bir rol oynayan bakteri tiirii olan Helicobacter pylori
tedavisi i¢in de kullanilmaktadir. Uzun yillardir proton pompasi inhibitorii olarak
yaygin sekilde kullanilan rabeprazoliin R(+)-izomeridir. Yapilan ¢alismalar
deksrabeprazoliin, etkinlik bakimindan Rabeprazole iistiin oldugunu, daha hizli ve

fazla iyilesme sagladigini gostermistir [4].

Bu c¢alismada, molekiile olan ilginin her gecen giin artmasi sebebiyle, farmasotik
preparatlarda tayin igin basit, duyarli ve giivenilir bir yiiksek performansli sivi
kromatografik analiz yontemi gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin valide edilmesi

amagclanmustir.


http://www.ilactr.com/tip-terimleri/zollinger-ellison-sendromu-nedir.html

BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

Benzimidazol cekirdegi, biyolojik olarak onemli bir yere sahip olan ve onemli
biyolojik aktiviteler gosteren bir yapiya sahiptir. Bundan dolayr da pek cok

farmakolojik etkisiyle ila¢ alaninda 6nemli bir farmakor olarak kullanilmaktadir [5].

Bir¢ok dogal bilesigin yapisinda imidazol ve benzimidazol yapilarina oldukca sik
rastlanmaktadir. Bunlarin bir kismi ve sentetik tiirevlerinin terapotik etkileri
bilinmektedir ve bu etkiler arasinda antihelmintik, antifungal, antibakteriyel,
antiviral, H, reseptér blokeri, proton pompasi inhibitdrii (PPI) ve antikanser
aktiviteler bilinmektedir [6]. Giiniimiizde siibstitiie benzimidazol bilesiklerinden
bazilar1 ve benzeri bilesikler proton pompasi inhibitorii ve Hz reseptor blokeri olarak

oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [7].

Proton pompasi inhibitdrleri (PPI), gastrik asit salinimimi H*/K*-adenozin trifosfataz
enzimi antagonisti olarak etki ederek inhibe etmektedir. Gastro6zofajiyal refli
hastalign (GORH), peptik iilser, eroziv dzafajit gibi asit iliskili iist gastrointestinal
sistem hastaliklar1 PPI’nin kullanim alanlar1 arasinda yer almaktadir. PPI’ler aym
zamanda nonsteroid antiinflamatuvar (NSAI) ilaclara ve aspirine bagl yan etkilerin
onlenmesinde gosterdigi basari ile de gelecek i¢in umut vermektedir. PPI’lere 6rnek

olarak omeprazol, lansoprazol, pantoprazol ve rabeprazol sayilabilir [8].

PPI’lerle ilgili caligmalarin baslangici 1980’lere dayanmaktadir. Klinikte omeprazol,
lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol ve esomeprazol kullanilan PPI’lerdir. Midede
parietal hicrelerde bulunan H*/K® ATPaz enzimine geri doniisiimsiiz bir sekilde
baglanarak etki gosteren benzimidazol tiirevi ilag grubudur. Yapi ve etki olarak
benzer Ozellik gosteren bu ilaglar pompa inhibisyonundan sonra mide asit

sekresyonunu inhibe ederler [9].



PPi’ler yap:1 olarak H. reseptor blokorleriyle benzerlik gosterirler. Metilstlfinil
grubu ile birbirine baglanmig pirimidin ve benzimidazol 8 halkalarindan olusan ana

iskelete sahip olan PPI’ler, degisik yan gruplarin baglanmasiyla birbirinden ayrilirlar
[10].

Proton pompasi inhibitorlerinin kullanim alanlar1 asagida maddeler halinde
verilmistir;

-Fonksiyonel dispepsi

-Gastrodzofajiyal reflii hastalizi (GORH)

-Peptik ulser (Mide-duodenum)

-Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin ve aspirinin yan etkilerini

Oonlemek ya da olusan yan etkileri tedavi etmek i¢in

-Helicobacter pylori (Hp) eradikasyonu

-Eroziv gastroduodenitis

-Asit-pepsin ile iligkili hastaliklara bagl st gastrointestinal

sistem kanamalarinin tedavisi

-Stress ulseri profilaksisi ve tedavisi

-Zollinger-Ellison sendromu (ZES)

-Larengofarenjiyal reflii hastaligi (LFR)

-Hemokromatozisde demir absorbsiyonunu azaltmak icin

-Tan1 testinde kullanma (PPI’lere klinik yamit veya gastrik pH iizerine PPI’lerin etkisi
Vs.)

-GORH’de darlik ve “Barrett’s oesophagus” kanser gelisimini nlemek i¢in [11].



2.1. Deksrabeprazol Sodyum

2.1.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

+

Na
N /o
S, N

Sekil 2.1. Deksrabeprazol sodyum [14].

Sekil 2.1.°de agik yapis1 gosterilen deksrabeprazol sodyum, Rabeprazol R (+)
izomeridir [12]. Kimyasal adi, 2-[(R)-{[4-(3-metoksipropoksi)-3-metil-2-piridinil]
metil} sulfinil] -1 H-benzimidazol’dir [13]. Molekiilin kapali formili
C18H20N3NaO3sS olup, molekiil agirligi 381,426 g/mol’diir [14]. Yogunlugu 0,45-
0,55 g/mL ve erime noktas1 140-141 °C’dir. Kaynama noktas1 603,9 °C 760 mmHg
ve alevlenme noktast 319,1 °C’dir. Goriiniisii beyaz kristal toz halindedir [15].
Coziiniirligii; su ve metanolde iyi ¢ozinir, etanol, kloroform ve etil asetatta ¢ozundr,

eter ve hekzanda ¢oziinmez [16].
2.1.2. Farmakolojik ozellikleri

Deksrabeprazol sodyum, peptik asit hastaliklari, gastrodzofajiyal reflii hastaligi
(GORH) temel tedavisi, semptomatik eroziv ya da (lseratif gastro-6zofajiyal refli
hastalig1 tedavisi, aktif bagirsak ve Zollinger-Ellison sendromu kisa stireli tedavisi
icin kullanilan yeni bir proton pompasi inhibitdriidiir. Deksrabeprazol, antikolinerjik
veya histamin H reseptor antagonist Ozelligi gostermeyen antisekretuvar bilesik

sinifindadir. Gastrik asit salgilanmasini, gastrik parietal hiicre salg1 ylizeyinde gastrik


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/gastro%C3%B6zofageal%20refl%C3%BC%20hastal%C4%B1%C4%9F%C4%B1

H*/K* ATPaz inhibasyonu ile saglar. Bu enzim parietal hiicre i¢indeki asit pompasi

olarak kabul edildigi i¢in proton pompast inhibitdrii olarak tanimlanir [17].

Sicanlarda asit ile iligkili gastrik lezyonlarda deksrabeprazol rasemik bilesikten ve
S(-)-rabeprazolden daha etkin bulunmustur. Deksrabeprazol [R(+) rabeprazol] peptik
asit hastaliklar1 tedavisinde kullanilmak iizere Hindistan’da pazara sunulmustur.
Deneysel ve klinik ¢calismalar, deksrabeprazoliin (6nerilen rabeprazol dozunun yarisi
kadar dozda) farmakokinetik etkinlik bakimindan rabeprazole tstiin geldigini, ayrica

daha hizli ve fazla iyilesme sagladigini gostermistir [4].

Oral uygulamadan sonra etki baslangici bir saattir. Deksrabeprazole ait terminal

plazma yar1 6mrii 24 saattir [18].

Giinliik 10 mg deksrabeprazoliin etkinligi, GORH semptomlarimnin hafifletilmesinde
giinde 20 mg rabeprazole esdegerdir. Bu, giinde 10 mg'lik deksrabeprazoliin,
maksimum miktarda proton pompasi engelleyecek kadar giiglii ve yeterli oldugundan
rabeprazol igin Onerilen daha yiiksek dozlarda kullanimin Oniine gectiginin

gOstergesidir [17].

Molekiiliin ATC smiflandirilmasi su sekildedir;

ATC Kodu Listesi ve Tiim Ilaclar

A - Sindirim Sistemi ve Metabolizma (1238 ilag)

A02 - Mide ilaglar1 (237 ilag)

A02B - Peptik Ulser ve Gastro-Ozofajiyal Reflii Tlaclar (203 ilag)
A02BC - Proton Pompast Inhibitdrleri (146 ilag)

A02BCO07 — Deksrabeprazol [19].

2.1.3. Yan etkileri
Yiiriitiilen klinik caligmalarda en sik bildirilen yan etkiler bas agrisi, ishal, karin

agrisi, genel bir kuvvetsizlik, giicten diigme hali, mide ve bagirsaklarda gaza bagh

siskinlik, deri dokiintiileri ve agiz kurulugu goézlenmistir. Klinik ¢aligmalarda
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karsilasilan yan etkilerin ¢ok biiyilik bir boliimii, hafif ile orta derecede siddetli ve

gegici nitelikte olarak tespit edilmistir.

Seyrek goriilen yan etkileri arasinda ise kilo alma, sinirlilik, Kkaraciger iltihabi,
interstisyel nefrit, kanda sodyum azligi, zihinsel karmasa hali, deride kizariklik ve

kabarcikli reaksiyonlar gibi bulgular gézlenmistir [20].

2.1.4. Kullamim sekli ve dozu

Hekimin belirledigi tedavi tanisina gore etken maddenin giinliik kullanim1 10-60 mg
arasinda degisebilmektedir. Tedavi siiresi yine hekimin belirledigi tan1 dogrultusunda
4 ile 8 hafta arasinda degismektedir. Enterik kapli tablet yeterli miktarda su ile
birlikte; ¢ignemeden ya da kirilmadan, bir biitiin halinde yutulmalidir [21].

2.1.5. Deksrabeprazol ile yapilan analiz ¢alismalari

Shon S. Chitlange ve arkadaslar1 tarafindan (2010), farmasotik dozaj formunda
deksrabeprazol ve domperidon tayini icin ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemi
gelistirilmis ve valide edilmistir. 285 nm mor 6tesi (UV) dalga boyunda yapilan
calismada hareketli faz karigimi aseton: toluen: metanol (4,5:4,5:0,5, v/v/v) olarak
secilmistir. Deksrabeprazol ve Domperidon i¢in alikonma faktorlerini géreceli olarak
sirasiyla 0,49+0,02 ve 0,24+0,03 olarak tespit etmiglerdir. Yontem dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve dayamiklilk bakimindan valide edilmistir ve
Deksrabeprazoligin dogrusallik araligimi 50-350 ng/bant (R?=0,9960) ve Domperidon
icin ise  100-700/n=bant (R?=0,9982) bulmuslardir. Yéntem, farmasotik

formiilasyonda ilaglarin analizi i¢in basariyla uygulanmistir [12].

Shon S. Chitlange ve arakadaslar1 (2010), ayn1 ¢alismada kapsiil dozaj formunda
Deksrabeprazol ve Domperidonun tayini icin U¢ adetspektrofotometrik yontem
gelistirmislerdir. Ik yontemde secilen dalga boyu deksrabeprazol i¢in Amax 258,5 nm
ve domperidon i¢in Amax 286,5 nm'dir. Ikinci yontemde, ayn1 dalga boylarinda ¢ok

bilesenli analiz modu kullanilmistir. Ugiincii yontem ise egri altinda alan yontemi



olup, secilen dalga boylar1 sirasiyla, deksrabeprazol i¢in 263,5-253,5 nm ve
domperidon igin 291,5-281,5 nm'dir. Tum yontemleri deksrabeprazol igin 5-35
pug/mL ve domperidon i¢in 10-70 pg/mL arasinda olmak iizere dogrusal
bulmuslardir. Ug yontemde de dogruluk ve kesinlik yontemleri uygulanarak valide
edilmistir, elde edilen sonuclar istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gdstermemistir. Onerilen ydntemlerin son derece hassas, kesin ve dogru oldugunu,

boylelikle hedeflenen amag i¢in kullanilabilecegini belirtmislerdir [22].

Sreedhara Rao ve arkadaglar1 (2016), kombine kapsiil dozaj formunda yer alan
deksrabeprazol ve domperidonun ayrilmasi ve tayin edilmesi ig¢in kiitle
spektrometreli yliksek performansli ince tabaka kromatografi cihazi ile hizli, nicel ve
optimize edilmis bir yontem gelistirmis ve valide etmislerdir. Formiilasyonlari, silika
jel 60 F254 plakalar {izerinde, bir doymus toluen: etil asetat: metanol karisimi (6:5:2
v/v) ileayrilmiglardir. Dansitometrik tayini 285 nm'de yansima taramasi ile
gerceklestirmiglerdir ve alikonma faktorleri deksrabeprazol ve domperidona igin
strastyla 0,53+0,02 ve 0,43%0,02 olarak tespit etmislerdir. Yontemde ek olarak, etkin
madde pikleri ve safliklar kiitle spektrometresi ile teyit edilmistir [23].

Miri Kim ve arkadaglart (2017), farmasdtik tabletlerdetoz halindeki ilagtan
rabeprazolin R-(+) ve S-(-) enantiyomerlerinin ayrilarak tayini i¢in basit ve hizli bir
stvi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Chiralpak 1C (150x4,6 mm, 5 um) kolon
ve hekzan:etanol:etilendiamin (30:70:0.05 v/v) mobil faz ile izokratik modda, 35
°C'de 6,0'dan biiyiik rezoliisyona sahip ayirma saglamiglardir. Yontemin
dogrusalliginin iyi, duyarliliginin her iki enantiyomer i¢in 0,01 pg/mL oldugu
bildirilmistir. Giin ici kesinlik S-(-) enantiyomer icin %0,44-1,79 arasinda, R-(+)
enantiomeri icin %0,65-1,97 arasinda degismistir. Her iki enantiyomer igin giinler
aras1 kesinlikte standart sapmalart %1,81'den diisiik bulmuslardir. Metodun ticari

tabletlerde basaril bir sekilde uygulanabilir oldugunu bildirmiglerdir [24].

S. Sharma ve arkadaglar1 (2011), Deksrabeprazol ve Domperidonun kombine dozaj

formunun dissoliisyon testinde eszamanli analizi i¢in RP-HPLC tahlil yontemi



gelistirmislerdir. Caligmada elde edilen test sonuglar1 2 kargilagtirilmasi yapilmigtir
ve sonuglar kabul kriterleri i¢erisinde bulunmustur. Caligmada bilesikler, 25 cm x 4,6
mm, 5 pm Phenomenex Luna C18 kolonunda ters fazli kromatografik sartlar altinda
ayrilmistir. Gradyan akis programli metotta mobil faz olarak tampon:asetonitirilden
olusan kombinasyon 1,0 mL/dk akis hizinda verilmis ve dedeksiyon 271 nm'de
gerceklestirilmistir. Ayirma 14 dakika iginde tamamlanmis ve goreceli standart
sapma RSD %2,0'dan diisiik bulunmustur [25].

P.S. Shedpure ve arkadaslar1 (2011), tablet dozaj formundaki deksrabeprazol
sodyumuntanimlanmasi i¢in hizli, ekonomik ve dogru iki yontem gelistirmistir. Tk
metotta, tlirevlerin egrinin bir minimum ve bir maksimumunu dikkate alarak
hesaplandig1 birinci dereceden tiirevlendirme spektroskopisidir.Diger yontemde ise,
278-303 nm dalga boyu araligmin secildigi egri altindaki alanda
gerceklestirilmistir.Linearite, her iki metotta 6-36 pg/mL konsantrasyon araliginda
gozlenmistir. Yontem dogrusallik, hassasiyet ve dogruluk parametreleri agisindan

dogrulanmistir [26].

Kiran K. Patil ve arkadaglar1 (2011), deksrabeprazoliintablet ve toz halindeki
enantiyomerik ayrilmasi i¢in basit, hizli ve saglam bir LC yontemi gelistirilmis ve
valide etmistir. Calismada deksrabeprazoliin enantiyomerleri, su: asetonitril (50:50,
v/v) iceren 0.5 mL'lik bir akis hizinda bir mobil faz kullanilarak bir Chiralpak AD-
RH (amiloz bazli sabit faz) kolonu ile analizlenmis ve optimal ydntemde
enantiomerler arasindaki rezoliisyon 1,5'den fazla bulunmustur. Gelistirilen yontem
valide edilmis ve saglam oldugu kanmitlanmistir. (S)-enantiomer icgin kalibrasyon
egrisi, 0,05 pg/mL (LOQ) ile 1 pg/mL konsantrasyon araliginda miikemmel
dogrusallik gostermistir. (S)-enantiomerin geri kazanim yiizdesi 97-101 arasinda

degistigini bildirmislerdir [27].

Gangavath Kalpana Devi ve G. Rajitha (2015), Domperidon ve Deksrabeprazol'in
saf haliyle tablet dozaj formunda dogrulanmasi i¢in hizli ve kesin bir ters fazli
yiiksek performansli sivi kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Caligma 1,0 mL/dak

bir akis hizinda mobil faz olarak pH 3,5 olan bir metanol:fosfat tamponu (65:35)
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karigimi kullanilarak bir Symmetry C18 (4,6x150 mm, 5 pm) kolonu iizerinde 270
nm‘de gerceklestirildi. Domperidon ve Deksrabeprazoliin tutulma zamani sirasiyla
2.456, 4,312+0,02 dk’dir. Yontem, 5-25 mg/mL domperidon ve 2,5-12,5 mg/mL
deksrabeprazole konsantrasyon araliginda dogrusal yanitlar tretmistir. Testin

belirlenmesi igin yontem hassasiyeti %2,0 RSD'nin altinda bulunmustur [28].

2.2. Kromotografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin biri sabit digeri hareketli iki faz
arasinda dagilma, adsorpsiyon ve iyon degisimi ozelliklerinin farkli olmasi esasina
dayanan bir ayirma yontemidir. Sistemdeki fazlardan sabit olana sabit faz, hareketli
olana hareketli faz denir. Analizi yapilacak maddelerin iki faz arasindaki dagilim,
her iki fazdaki madde derisimlerine baghdir [29].

Kromotografik yontemler karmasik karisimlardaki kimyasal bilesiklerin ayrilmasi,
taninmasi ve teshisi i¢in en ¢ok kullanilan analitik yontemlerdir. Kimya alaninda
diger ayirma, tani1 ve teshis yontemlerinden hi¢ birisi kromatografi kadar etkili
olmaylp uygulamada yaygin olarak kullanilmaz. Bu nedenle kromatografik
yontemler arastima amaci ile daha ¢ok kullanilir. Dolayisiyla ¢ok genis ve verimli bir

alana sahiptir [30].

Cok degisik sistem ve teknige uygulanmasindan dolayi, kromatografinin tam olarak
tanimin1 yapmak oldukga zor olup bununla birlikte, bu yontemlerin timiinde ortak
olarak bir sabit faz ve bir de hareketli faz olmak Uzere iki faz mevcuttur. Akis halinde
gaz veya sivi bir fazla birlikte karisimdaki bilesenler, durgun faz {iizerinden
gegcirilirler; gecirilme esnasinda bilesenlerin go¢ hizlarina bagl olarak ayirma islemi
gerceklesir. Bu bilgilere dayanarak genel bir tanim yapacak olursak; kimyasal
maddelerin sabit bir ortama ilave edilip bunlarin belli bir hareketli faz yardimi ile
ylizey adsorpsiyonu, dagilma, iyon degistirme ve eleme gibi farkli 6zelliklerinden

faydalanarak, sabit ortamdan ayrilma yontemlerine kromatografi denir [31].
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2.2.1. Kromotografik yontemlerin siniflandirilmasi

Kromatografik yontemleri faz tiplerine, uygulama bigimine veya ayrilma
mekanizmalarina gore s6yle siniflandirmak miimkiindiir [30].
-Teorik Siniflandirma

a- Paylagim Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi

c- Jel Filtrasyon Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi
-Pratik Siniflandirma

a- Kagit Kromatografisi

b- Ince Tabaka Kromatografisi

c- Kolon Kromatografisi

d- Gaz Kromatografisi

e- S1vi Kromatografisi

-Hareketli ve Durgun Fazlara Gore Smiflandirma Sekil 2.2.’de ayrmtili olarak
gosterilmigtir.

Kromatograti
v v
Gaz Kromatoerafisi St Kromatoerafisi
§ ’ y ’ y
Gaz-SIn-'l K Gaz-Kat K. Diizlemsel K.
(GLC) (GSC) v—¥—+
Kolon K. LT.K (TLC) KK
\J v v v v
swi-Katt K. Svi-SviK. Bagil Faz K Iyon Degigim K. Digarlama K
(LSC) (LLC) (BEC) uf ve IC) l
| |
Tel Gegirgenlik K Jel Filtrasyon K.
(GPC) (GFC)

Sekil 2.2. Hareketli ve durgun fazlara gére siniflandirma
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2.2.2. Kromotografide temel olan fiziksel ve kimyasal olaylar

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkili olan dort ayr1 mekanizma
mevcut olup bunlar dagilma, adsorpsiyon, iyon degistirme ve boyut eleme

kromotografileridir. Bu yontemler asagidaki basliklarda incelenmistir.

2.2.2.1. Dagilma kromotografisi

Dagilma kromatografisi sivi-sivi kromatografisi olarak da bilinmektedir. Bu
yontemin temelinde birbiri ile karigmayan iki siv1 faz arasinda maddelerin dagilmasi
ilkesi yatmaktadir. Sabit faz, kati1 yilizey iizerinde kolon dolgu maddesi iizerine
tutturulmus ince bir sivi1 film tabakasiyken, diger sivi hareketli fazdir. Karisimdaki
maddelerin sabit faz igerisinde kismen ¢oziinmesi gerceklesmektedir (Solvofobik
etki). Burada maddelerin sabit fazdaki ¢ozlindrltkleri fazla, hareketli faz icerisindeki
cozindrlikleri ise az olmalidir aksi taktirde maddelerin ayrimi gergeklesmez ve
hareketli faz ile beraber atilirlar. Sabit faz ile hareketli faz farkli polariteye sahip
olduklarinda 6rnek molekiilleri de farkli ¢oziiniirliiklere sahip olabilmektedirler. Bu
iki fazin polarite farkliligina gore dagilma kromatografisini iki kisimda
inceleyebiliriz; bunlar ters-faz sivi  kromatografisi ve normal faz sivi

kromatografisidir [32].

Durgun faz oldukca polar yapiya sahip ve hareketli faz da apolar yapiya sahip ise
buna Normal-Faz Kromatografisi, durgun faz apolar (cogu zaman bir hidrokarbon)
hareketli faz ise nispeten polar yapiya (su, asetonitril, metanol) sahip ise buna da

Ters-Faz Kromatografisi denir [30].

2.2.2.2. Adsorpsiyon kromotografisi

Adsorpsiyon; ¢ozlinmiis maddenin kat1 faz {izerinde tutunmasi olarak tanimlanir. Bu
kromatografi yonteminde analiz edilen madde gaz halinde ise yontem gaz-kati, sivi
halde ise sivi-kati kromatografisidir. Adsorpsiyon oOzelligi gosteren maddelere

adsorban denir ve burada tutunma ylizeyseldir. Adsorpsiyon sirasinda ¢6zicl iginde
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maddeler adsorbe ya da desorbe olabilirler. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlarinin
farki toplam adsorpsiyon olarak tanimlanmaktadir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon
hizlar1 birbirine esit ise denge halindedir ve bu durumda madde kolonda sabit hizla
ilerler. Sabit faz ile hareketli faz arasindaki bir A ¢oziineni i¢in kiitle aktarimi su

sekilde ifade edilmektedir.

Ahareketli faz © Asabit faz

Coziinen maddenin adsorpsiyon katsayisi veya dagilma katsayisi K; maddenin
adsorbandaki molar derisiminin (C1), maddenin hareketli fazdaki derisimine (C2)

orani ile tanimlanir.

K= C1/C»

K degerinin biiyiik olmasi, karisim i¢indeki maddenin adsorban tarafindan daha iyi
tutundugu anlamma gelir, K degerinin kiigiik olmasi ise maddenin hareketli faza

daha fazla ilgi duydugunu gostermektedir [32].

2.2.2.3. iyon degistirme kromotografisi

Iyon degistirme kromatografisi, net yiikteki farkliliklara dayali olarak iyonik
bilesikleri ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrilacak bilesiklerin yiikiine bagli olarak
iki tip iyon degistirici kullanilir. Bunlardan ilki bilesiklerin negatif yiiklii olduklart
anyon degistiricilerdir ve burada iyon degistirme materyali pozitif bir yik
tasimaktadir. Ikincisi ise, bilesiklerin pozitif yiiklii oldugu katyon degistiricilerdir
burada da iyon degistirme metaryeli negatif yiik tasimaktadir [33].

Katyon degistirici recinelerin en genel aktif bolgeleri kuvvetli bir asit olan siilfonik
asit grubu (-SO3-H+) ve zayif bir asit olan karboksil grubudur (-COO-H+). Anyonik
iyon degistiriciler, kuvvetli bir baz olan tersiyer amin gruplar1 (-N (CHzs)3+OH-) veya
daha zayif bir baz olan primer amin gruplarmi (-NH3+OH-) igermektedir. Iyon

degistirme kromatografisi, ilaclar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida koruyucu
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maddeler, vitamin karigimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi birg¢ok farkli

organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanabilmektedir [30].

2.2.2.4. Boyut eleme kromotografisi

Jel-gecirgenlik veya jel-siizme kromatografi adi da verilen boyut-eleme
kromatografisi, 6zellikle yiksek molekil agirligina sahip maddelere uygulanabilen
onemli bir tekniktir. Boyut-eleme kromatografi i¢in dolgu maddeleri, ¢6ziinen madde
ve ¢oziicii molekiillerinin i¢ine difiizlenebilecegi diizgiin bir gézenek ag1 iceren
kicuk boyutlu silis veya polimer taneciklerinden meydana gelmektedir. Gozenekler
icinde kiiciik molekiiller etkin bir sekilde yakalanabilmekte, biiylik molekiillerde
gozenek disinda kaldigindan dolay: hareketli faz akimi ile kolondan kolaylikla elue
olabilmektedir. Daha sonra da gozeneklerde tutulan kigik molekiiller de hareketli
faz akimi ile yiizeyden kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. Gézenek iginde ortalama

kalma siiresi, analit molekiiliiniin etkin biiyiikliigiine bagli olmaktadir [30].

2.3. Yuksek Performansh Sivi Kromotografisi

Yiiksek performanslh sivi kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography ya
da High Performance Liquid Chromatography, HPLC), esas olarak gaz
kromatografisine  benzemektedir. Hizli, tekrarlanabilir, dogru ve klinik
laboratuvarlarda az miktarda numuneyle c¢alisma olanagi saglayan bu iKi
kromatografi yontemi son yillarda biliyiikk gelismeler gostermislerdir. Ancak gaz
kromatografisinde hareketli faz olarak kullanilan gazin ayirmay:1 etkileyici bir
Ozelliginin bulunmamasi ve sadece ugucu olan ya da ugucu hale gelebilen maddelerin
analiz edilebilmesine karsilik HPLC’de hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiciilerin
ayirmay1 etkileyici ozelliklerinin bulunmasi, HPLC’nin daha genis bir kullanim

alanina sahip olmasini saglamaktadir [29].

HPLC, bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi hareketli fazi kullanir. Bu
bilesenler ilk olarak c¢6zgende ¢Oziniirlestirilirler ve daha sonra yiiksek basing

altinda kromatografi kolonundan ge¢meye zorlanirlar. Analiz siiresince kullanilan
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mobil fazin igeriginde gerceklesen degisim ve mobil fazi olusturan ¢6zgenlerin
karistirtlma prensbine gore HPLC sistem tiirleri genel olarak 2 farkli kategoride
gruplandirilmaktadir. Bunlar izokratik ve gradient sistemdir. Sabit bir bilesimli tek
bir ¢oziicii ile yapilan eliisyon (ayirma) izokratik eliisyon olarak adlandirilir.
Polarliklar1 birbirlerinden farkli iki veya daha fazla ¢oziicii sistemlerinin kullanildigi
teknige de gradient eliisyon denir. Bu teknikte iki ¢Oziiciiniin oran1 Onceden

programlinmis olarak bazen siirekli bazen de kademeli bir sekilde degistirilir [34].

HPLC, siv1 fazda ¢oziinebilen kimyasal madde kariSimin kolay ve hizli bir sekilde
bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir yontemdir. Gliniimiizde HPLC, bir¢ok
alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Baslica kullanim amaglar1 kimyasal ayirma,
saflastirma, tanimlama ve deriSim tayinidir.Kimyasal ayirma islemi her maddenin
belli bir sabit faz ve mobil faz bilesiminde farkli ¢ikis siiresinin olmasindan
yararlanilarak yapilmaktadir.Yapilan kimyasal ayirmanin derecesi ¢cogunlukla sabit
faz ve mobil faz secimine baglhidir. Saflastirma ise saflastirilmasi istenen bir
maddenin diger maddelerden ya da atiklardan ayrilmasi islemidir.Her maddenin belli
kromatografik kosullar altinda karakteristik bir piki bulunur.Ayrilmasi istenen
maddeye gb6re ve diger maddelerle olan iliskisine gbre kosullar
belirlenir.Kromatografik saflastirma isleminde, istenen madde kolon ¢ikiSinda
toplanarak diger bilesenlerinden izole edilir.Bu ise ancak dogru bir mobil faz

secimiyle mimkdndar [35].

HPLC’nin diger kromatografik yontemlere gore baz1 avantajlarii = soyle
siralayabiliriz;

- Kolon ayiriciligr ytiksektir.

- Islem kullanicrya daha az bagimlidir ve bu nedenle tekrarlanabilirlik artmistir.

- Nicel analize uygundur.

- Analiz siiresi genelde daha azdir.

- Genis derisim araliklarinda ¢alisma olanagi saglayacak kadar esnektir.

- Diisiik sicakliklarda uygulanir.

- Maddenin geri kazanimi kolaydir.

- Dedektor segme olanagi vardir.
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HPLC ile aminoasitler, ntkleik asitler, ilaglar, karbonhidratlar, proteinler,

hidrokarbonlar ve benzeri maddeler analiz edilebilmektedir [32].

2.3.1. Sivi kromotografisinin dayandig1 temel parametreler

S1vi kromatografisinin dayandigi temeller olan dagilma katsayisi, alikonma zamani,
analitin go¢ hizi kapasite faktorii, secicilik faktorii, kolon verimi ve kolon

performasyonunun optimizasyonu asagida anlatilmistir.

Dagilma (partisyon) katsayisi: Dagilma kromatografisiyle bir karigimdaki
maddelerin  hareketli faz ve sabit faz arasindaki farkli ¢6ziinmelerinden
faydalanilarak birbirlerinden ayrilmasi gergeklestirilebilmektedir. Biitiin bu ayirma
islemlerinde etkili olan parametre, ¢ozilinenlerin hareketli ve sabit siv1 faz arasindaki
dagilma (partisyon) derecesini temel almaktadir. A ¢0zlineni igin s0z konusu denge,

asagidaki esitlikle gosterilebilir;
AHareketli <> A sabit

Bu reaksiyonun denge sabiti K‘ya, dagilma (partisyon) orami veya dagilma

(partisyon) katsay1s1 adi verilir;

K= Cs/Cwm

sekilde gosterilir. Burada Cs, analitin durgun faz i¢indeki molar derisimi Cm ise
analitin hareketli faz igindeki molar derisimidir. Ideal olarak ¢oziinen madde
derisimlerinin genis aralikta dagilma orani sabittir, diger bir deyisle Cs dogrudan Cm

ile orantilidir [30].

Alikonma (Retensiyon) zamani: Sekil 2.3.’de tek bir analit iceren numune icin tipik
bir kromatogram verilmistir. m; sabit faz ile etkilesmeyen maddelerin veya hareketli
fazin alikonma zamanini, tA; A maddesinin alikonma zamanini, tg; B maddesinin
alikonma zamanini gostermektedir. Alikonma zamani yerine alikonma hacmi de
denilmektedir. Ayrilamayan piklerin veya hareketli fazin alikonma hacmi, 6lii hacim

(Vo) olarakta adlandirilir. Bir maddenin alikonma hacmi ayirimi yapilacak olan
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maddenin sabit fazdan eliie olmasi i¢in gerekli olan hareketli faz hacmidir. Alikonma

hacmi; alikonma zamani ile hareketli faz akis hizini (F) ¢arpilmasi ile hesaplanabilir.

VozthF

h/2

h/10 $
V v WV

tA tp

Sekil 2.3. Tek bilesenli bir karigim i¢in kromotogram [32].

Analitin gd¢ hiz1 kapasite faktorii: Kapasite faktorii K, ¢oziinen maddelerin kolonda

g6¢ hizlarini tanimlamakta yaygin olarak kullanilan 6nemli bir parametredir.

K'= (tr-tm)/tm

tr ve tm degerleri kromotogramlardan kolayca bulunur. Bir ¢oziinen madde igin
kapasite faktorii birden ¢ok kiiciik ise, ayrilma hizli gergeklesir ve alikonma zamani
dogru bir sekilde belirlenemez. Ideal bir ayirma isleminde kapasite faktorii degerinin
1-5 arasinda olmasi gerekmektedir. Kapasite faktorii hareketli faz ve durgun faz
bilesimlerinin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Dolayisiyla her maddenin kendine 6zgii

bir kapasite faktori mevcuttur [30].
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Segicilik faktorii, farkli go¢ hizlari: Segicilik, esas olarak sabit fazin 6zelligine gore
degisiklik gosterse de segiciligi kismen etkileyen faktorlerden birisi de hareketli fazin
bilesimidir. Secicilik faktort, kolonda daha uzun sire tutulan maddeye ait kapasite
faktoriiniin daha kisa siire tutulan maddeye ait kapasite faktoriine oranlanmasi ile

hesaplanir. Bu tanima gore segicilik daima 1’den biiyliktiir.

a=Kg'/Ka

Kolon verimi: Basarili bir kromotagrafinin amaci verimli bir ayirnm ve dar bir
kromatografikbant elde etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinin kantitatif

Ol¢timiindebirbiriyle bagintili iki terim sik¢a kullanilir:

Tabaka yiiksekligi, H, (Plate Height)
Teorik tabaka sayisi, N, (Number of Theoretical Plate)

Bu ikisi arasindaki baginti asagidaki esitlikle verilir;

N= L/H

L: Kolon dolgusunun uzunlugu (cm)

Bir kolonda tabaka yiiksekliginin azalmasi ve teorik tabaka sayisinin artmasiyla
kolon verimliligi artar. Hareketli ve durgun fazlarin bilesimi, kolon dolgu
maddesinin tanecik biiyiikliigli ve kolon capma bagli olarak kolonun tipi kolon
verimliligine etkilemektedir. Kolon dolgu maddesinin tanecik ¢api kiigiildiikge kolon

tabaka sayisi artar bu da kolon verimliligini arttirir.

Kolon performansinin optimizasyonu: Kromatografik calismalarda deney kosullari,
bir karisimin bilesenlerini en kisasiirede net bir sekilde ayiracak bigimde optimize
edilerek belirlenmektedir. Optimizasyon deneylerinin amaci bant genislemesini
azaltmak ve bilesigin rolatif go¢ hizin1 degistirmektir. Bant genislemesi ve
dolayisiyla kolon verimliliginin kaybi, ¢oziinen bilesenlerin kolon igerisinde gogleri

sirasinda yeralan ¢ok sayida kiitle-aktarim islemlerinin belli hizlara sahip olusunun



19

bir sonucu olup bu hizlar etkileyen bazi degiskenler denetlenebilir ve ayirmalari

tyilestirmek icin kullanilabilir.

Kolon performansma etki eden degiskenler: Istenilen ayirmayi saglamak icin
optimum kosullar arastirilirken o, k* ve N (veya H) gibi temel parametrelerin az ya
da cok birbirinden bagimsiz olarak ayarlanmalidir. Boylece o ve k’, en kolay sicaklik
ve hareketli fazin bilesimindeki oynamalar ya da degisik bir kolon dolgusu
kullanilarak degistirilebilir. Her hangi bir ¢alismada, teorik tabaka sayisi, kolon
boyunun degistirilmesi, tabaka yiiksekligi, hareketli fazin akis hizi, dolgu maddesi
tane biiylikliigl, hareketli fazin viskozitesi ve sabit fazi olusturan absorbe edilmis
stvi  filmin  kalimligi  gibi  parametreler  degistirilerek iyi  bir  ayirim

gerceklestirilebilmektedir [30].
2.3.2. Yiiksek performansh s1vi kromotografisi cihazi
Sekil 2.4.’de agik yapisi gosterilen yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi,

pompa, enjektdr, kolon, dedektdr ve kaydedici olarak bes ana boliimden olusan bir

sistemdir.

=
e
a. Gradient kontrolri d. Kolon
b. Pompa e. Dedektor

c. Numune enjeksiyonu f. Kaydedici

Sekil 2.4. Yiksek performansli sivi kromotografisinin sematik gosterimi [30].

HPLC sisteminde sikica doldurulmus kolon i¢inden hareketli fazin akisini saglayan
sistemlere pompa sistemi adi verilir. Her birinin kendine go0re avantaj ve

dezavantajlar1 bulunan pistonlu, vidali (siringa tipi) ve pnomatik olmak tizere ii¢ tip
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pompa sistemi mevcuttur [30]. lyi bir ayirim saglayabilmek icin pompalarin asagida

verilen 0zelliklere sahip olmalar istenir;

-6000 psi’ye kadar basing iiretmesi

-Puls icermeyen basing ¢ikisi saglamasi

-0,1-10 mL/dak araliginda akis hiz1 saglamasi
-%0,5 ve daha 1yi akis tekrarlanabilirligi saglamasi

-Korozyona dayanikli pargalara sahip olmasi [31].

Temel olarak pompa sistemi mobil fazin (hareketli faz) yliksek basingta HPLC
sistemi i¢inde hareket etmesini saglayarak degazdrden mobil fazi ¢ekip, 6rnekleme
ve kolon Unitesine gonderir. Bu islemi akis hizin1 ve basing degerini ayarlayarak

gerceklestirir [34].

Pistonlu pompalar; HPLC cihazlarmin %90’ninda kullanilan pompalardir. Motor
kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢oziicliniin pompalandig1 kii¢iik bir
silindirden olusmus sistemlerdir [30]. Pistonlu pompalarin kullanim alanlar1 diger
pompa sistemlerine oranla daha genis olmakla birlikte, kademeli olarak azaltilan
miktarlarda darbeli bir akim verir. Pistonlu pompalarin avantaji istenildigi kadar
¢cozgen basabilmesidir. Ayrica i¢ hacminin kiigiik olmasi1 dereceli siyirma islemi icin

ideal bir durum olarak gosterilir [34].

Vidali pompalar; bir kademeli motordan gii¢ alan vidali giidim mekanizmasi ile
kumanda edilen pompa sistemleridir. Vidali tip pompalarda kolaylikla kontrol
edilebilen, darbesiz bir akim alinmaktadir. Ancak kapasitede diisme ve ¢dzgen

oranlarinin degistirilmesinde sorunlarla karsilasilabilmektedir.

Pnomatik pompalar; en basit pompa sistemleridir. Akis pulsuz, ancak kapasitesi
smirlt olup, ¢ikis basinci disiiktiir [30]. En basitinde hareketli faz, sikistirilmis hava
ile basinglandirilan bir kabin igindeki portatif bir rezervuarda bulunur. Pnoématik

pompalar oldukga basittir, ucuzdur ve darbesiz akim verirler; kapasiteleri ve ¢ikis
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basinglar1 sinirhdir, ¢ézgenin viskozitesine gore akis hizi degismektedir. Ayrica

dereceli siyirma islemi igin uygun degildir [34].

Ik ve en basit numune verme sistemi siringa ile enjeksiyon sistemleridir. Bu amagla
100 atm basinca kadar dayanikli mikro siringalar kullanilmaktadir. Bu teknigin
avantaji oldukca basit uygulanabilmesidir. Ne yazik ki, siringa ile enjeksiyonun
tekrarlanabilirligi nadiren %2-3’den daha iyi olup c¢ogu zaman da daha koti
olabilmektedir. Numune giris sarimlarinin kullanilmasi esasina dayanan otomatik
enjeksiyon sistemleri en yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Bir¢ok sivi
kromatografisi cihazinin ayrilmaz bir pargast olan bu sarimlar, degistirilebilir
nitelikte olup 5 pL-500uL arasinda degisen hacimlerde numune enjeksiyonu

yapabilmektedir [30].

Kolonlar sistemin en 6nemli kismi olup, dolgu materyali ve tasiyict kisim olmak
tizere iki kisimdan olusmaktadir. Dolgu materyalinin partikil yuzeyi ile partikil
biiyiikliigii, tastyict kismin ise uzunlgu, capi ve iiretildigi materyalin ayirma tizerinde
etkileri mevcuttur. Kolonlar daha dayanikli olan paslanmaz gelikten veya plastikten
yapilmaktadir. Analitik amaglar i¢in kullanilan kolonlarin en kiigligii 5 cm, en
bliyligii 150 cm uzunlukta olabilmekte ve i¢ ¢aplar1 1-8 mm arasinda degismektedir.
Basing paslanmaz ¢elik kolonlarda 3500 psi, plastik kolonlarda ise 1500 psi’yi
gecmemelidir [29].

HPLC kolonlarinda en fazla kullanilan dolgu maddesi mikroporéz silikalardir.
Alumina ve Celite (diyatome topragi) de cok kullanilan maddeler arasinda yer
almaktadir.. Dolgu maddelerin tanecik buyukliklerinin 1,5-10 mikrometre araliginda
olmas1 istenmektedir. Ikinci bir tip dolgu maddesi zarli (pellicular) taneciklerdir;
bunlar 40 um kadar captaki cam taneciklerinin, 1-3um kalinlikta silika jel, alumina
veya bir iyon degistirici regine gibi pordz bir madde ile kaplanarak hazirlanir. Boyle
bir ince tabaka fazlar arasindaki dengenin hizla kurulmasini saglar ve boylece kolon
verimi yiikselir. Zarli dolgu maddeli kolonlara sinirlt miktarlarda érnek verilebilir ki

bu miktar p6r6z maddenin ancak onda biri kadar olabilir [34].
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Analitik kolonlarin dmriinii uzatmak i¢in analitik kolondan 6nce emniyet (klavuz, 6n
ya da guard) kolon denilen kolon sistemleri kullanilir. Bu kolonlarin goérevi hem
hareketli faz hem de numune icerisinde bulunan toz parcaciklarin1 veya yabanci
maddeleri tutarak uzaklagtirmak olup ayrica bu kolonlar hareketli faz1 sabit faz ile
doyurularak sivi-sivi kromatografisinde sabit fazin siiriiklenme ile kaybr minimuma
indirgenmektredir. Emniyet kolonunun dolgusunun bilesimi ile analitik kolonunki
benzer olmalidir. Ancak, basing diismelerini azaltmak i¢in, emniyet kolonun dolgu
maddesinin pargacik boyutu analitik kolonunkinden genellikle daha biiyiik olamas1
istenir [31].

Dedektorler 151k enerjisini  elektrik enerjisine doniistiiren cihazlardir. Sivi
kromatografi dedektorleri temel olarak iki tiptir. Bunlardan ilki birinci tip
dedektorler, hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit
tarafindan degistirilebilen yi1gin Ozelliklerine gore cevap veren Dedektor
sisstemleridir. Ikinci tip dedektorler ise, analitin UV absorbansi, floresans siddeti
veya diflizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadig: analit ile ilgili 6zelliklere
cevap veren dedektorlerdir. HPLC’de kullanilan dedektorler; UV-Vis. Dedektor,
Diyod-Array  Dedektdr, Floresans Dedektor, Refraktif IndeksDedektor,
Elektrokimyasal Dedektor ve Kiitle Spektroskopik Dedektor seklinde siralamak
minkinddr. Calismamizda UV-Vis. esasli Diyod-Array Dedektér (DAD)
kullanilmstir [30].

Sekil 2.5.’de gosterilen UV-Gorlnlr bolge dedektorleri, ¢ogu ilag analizinde
kullanilan UV-Gorlnlr absorbans Dedektorler olup, fotometrelerden farkli olarak
kiiciik bir akis hiicresi (flow-cell) tagsiyan ve bu hiicrenin iginden gegerken maddeler
tarafindan absorplanan UV 1sm1 ya da goriinen 15181 saptayabilen dedektor

sistemleridir. Sabit ve degisken dalga boylu dedektdrler olmak iizere ikiye ayrilirlar.

Sabit dalga boylu dedektoérleri basit bir dedektér olup, dalga boyunun secimi igin
farkili interferanslh filtreler kullanilabilir. Bu dedektorlerde genellikle UV kaynagi
olarak civa lambasi kullanilir. Bunun diginda alternatif 151k kaynaklar1 ile daha

degisik dalga boylarii gézlemekte miimkiindiir.
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Degisken dalga boylu dedektorler 108-400 nm arasinda siirekli radyasyon verebilen
doteryum lambaya ya da 400-700 nm arasinda 151k veren bir tugsten lambaya sahip
bulunan istenilen dalga boyunu se¢gmek icinde bir monokromatdr tasiyan
fotometrelerdir. Maddenin maksimum absorpsiyonunun bulundugu dalga boyunda
calisma olanag1 saglayan bu dedektorler, hassasiyet artirdigi icin ve diistiik dalga

boyunda ¢alisabildigi i¢in son derece 6nemlidir [31].

l T From column
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Sekil 2.5. HPLC UV-Gorinir bolge dedektorler

Ditod-Array dedektorler degisken dalga boylu UV-Visible dedektorlerdir. Hem sabit
hem de taramalidalga boylarinda incelemeye miisait olan dedektorlerdir. Diyod-
Array dedektorler secimlilik ve hassasiyet agisindan degisken dalga boylu UV
dedektor ile aymiavantajlara sahiptir. Ayrica ayni anda spektrumun biitiin dalga
boylarinda piklerin 6l¢iimii yapilabilir, tek bir enjeksiyonla maksimum dalga boyu
saptanabilir, birden fazla dalga boyunda kromatogramlarin ve kromatogramlardaki
piklerin UV-gorindr bolge spektrumlart alinabilir. Bunlara ek olarak; kromatografik
olarak ayrilmamis piklerin nicel analizi, spektrumlarin ¢akistirilmasi yontemi ile pik

safliginin tespiti ve pikin kimliginin dogrulanmasi yapilabilir [30].
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2.3.3. Yiiksek performansh s1vi kromotografisinin uygulama alanlar

HPLC, yapilar1 benzer kimyasal tlirlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi islemlerinde
giiclii ve kullanigh bir aragtir. Buna ek olarak ayrilan tiirlerin kalitatif ve kantitatif

analizlerinde de kullanilan bir yontemdir [30].

Kimyasal Ayirma belirli bir bilesigin, sabit ve hareketli faz tstiinde, ayirt edici bir
hareket sabitesinin oldugu g6z oniinde bulundurularak yapilan ayirmadir. Kiral bazl

ayirimlart yapmak da miimkdiindiir.

Saflastirma her hangi bir karisim igerisindeki hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden
ya da safsizliklardan ayrilmasidir. Saflastirma isleminde, saflastirilacak bilesigin
ozelliklerine uygun hareketli faz ve kolon se¢imi yapildiginda iyi bir ayirim
gerceklestirebilir ve ayrica yliksek saflik elde edebilmek iginde diger bilesiklerin
kolon igerisindeki gb¢ hizlarinin yeteri derecede birbirinden farkli olmasi

gerekmektedir.

Kalitatif analiz az sayida ve bilinen tiirleri igeren karigimlardaki bilesenlerin varligini
tammak amaciyla HPLC yaygm bir sekilde kullamlmaktadir. Ornegin, tek bir
kromatogramla, bir protein hidrolizatinda 30 kadar amino asit yeterince kesin bir
sekilde gorllebilir. Kromatografi kolonu dogrudan utraviyole, infrared veya kitle
spektrofotometrelerine baglanmasiyla bu sinirlamalar 6nemli Olglide asilmustir.
Boylece olusturulan ikili cihazlar, karmasik karigimlardaki bilesenlerin taninmasinda
giiclii aracglar olarak kullanilir. Bu tip ayirmalar yapilirken en ¢ok dikkat edilmesi
gereken nokta, bilinen bir 6rnegin verdigi pikin kesin olarak saptanmis olmasidir.
Ancak yinede kesin bir sonug elde etmek i¢in, birka¢ yontemin karsilastirmali olarak

denenmesi gerekmektedir [31].

Kantitaif analizde HPLC kullanimi hizli biiyiimesini kismen hizina, basitligine ve
ayirmalarda yaygin uygulanabilen bir ara¢ olusuna baglidir. Ancak, ayrilan tiirler
hakkinda kantitatif bilgi vermeseydi, bu denli yayginlagmasi miimkiin olamazdi.

Kantitatif analizde, analit pikinin yiiksekligi veya alaninin bir veya daha ¢ok sayida
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standart degerleriyle karsilastirilmasi temeline dayanir. Sartlar uygun bigimde

denetlenirse, bu parametrelerin ikisi de derisim ile dogrusal olarak degisir [30].



BOLUM 3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Cihazlar

-HPLC cihazi (Shimadzu)
a)Shimadzu hazne tablasi
b)Shimadzu DGU-20As
c)LC-20AD siv1 kromotografi
d)SPD-M20A diyot dizi dedektori shimadzu
e)CTO-10AS UP kolon haznesi
f)SIL 20A HT otomatik érnekleyici
g)LG bilgisayar
-UV Spektrofotometre (Shimadzu 2401 PC)
-HassasTerazi ( Precisa XB220A)
-Otomatik pipet ( Ependorf )
-Ultra saf su cihaz1 (milli-Q advantage A10)
-pH metre (WTW pH 720)

-Mobil faz stizme unitesi
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Deksrabeprazol Sodyum standarti, Sigma Aldrich’ten temin edilmistir. Asetonitril,

potasyum hidroksit, potasyum dihidrojen fosfat, dipotasyum hidrojen fosfat Merck
safliktadir.
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3.3. Cozeltiler

3.3.1. Deksrabeprazol sodyum standart ¢ozeltisi

5,00 mg deksrabeprazol sodyum tam olarak tartildi, 50 mL’lik balonjojede ¢dziicii
olarak asetonitril kullanilarak hacmine tamamland: (0,1 mg/mL deksrabeprazol

sodyum).

3.3.2. Hareketli faz ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hareketli faz ¢ozeltisi olarak 50:50 (v/v) oraninda asetonitril ve fosfat tampon
cozeltisi (pH 7,0) kullanild1. 2 It’lik balonjojeye yaklagik 1800 mL distile su konuldu,
Uzerine 5,45 g potasyum dihidrojen fosfat ve 1,05 g dipotasyum hidrojen fosfat ilave
edilerek ¢oziinmesi saglandi. Behere alinan ve pH metrede 1 N potasyum hidroksit
cozeltisi ile pH’si 7’e ayarlanan ¢ozelti 2 L’lik balonjoje de distile su ile hacmine

tamamlandi. Mavi bant siizgec kagidi ile nugcedemn stiziildii.

3.3.3. Potasyum hidroksit ¢ozeltisi

1 N’lik potasyum hidroksit ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 11,20 g potasyum hidroksit 200

mL’lik balonjojede distile su igerisinde ¢oziilerek hacmine tamamlandi.

3.4. Analiz Yoénteminin Gelistirilmesine iliskin Calismalar

Deksrabeprazol sodyum etkin maddesinin yiiksek basingli sivi kromatografisi ile
analizinin yapilabilmesi i¢in dedektdr, kolon, hareketli faz sistemi, dalgaboyu,
hareketli faz akis hizi gibi kromatografik kosullar belirlenmistir. Orneklerin
hazirlanmasinda ise 0,45 RC enjektor filtresi kullanilmistir. Belirlenen sartlar altinda
gelistirilen yontem valide edilerek ilag maddelerinin tabletlerinden hazirlanan

karigima uygulandi.
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3.4.1. Kromatografik kosullarin belirlenmesi

Literatiir caligmalar1 incelenerek elde edilen veriler dogrultusunda HPLC calismalari
C18 kolonda yapild1. Farkli oranlarda asetonitril, fosfat tamponu (pH = 7,0) karigsimi
hareketli faz sistemleri denendi, bu kompozisyonlarda pik girisimlerinin olmamasina
Ve analiz siiresinin optimum olmasina dikkat edilerek alikonma zamani ve galisilacak

dalga boyu belirlendi. Sonuclar Bolim 4.1' de verilmistir.

3.5. Yontem Validasyonu

USP’de verilen tanima gore bir analitik yontemin gecerlilik testi yani validasyonu,
bir analiz yonteminin performans o&zelliklerini, belirlenen ve gerekli kosullarda
sagladigin1 gostermek icin yapilan islemlerin tamamidir [36]. Analitik yontemin

uygun ve kabul edilebilir oldugunu gostermek i¢in kullanilan parametreler:

-Segicilik

-Dogrusallik

-Gn ici kesinlik

-Giinler arasi tekrarlanabilirlik

-Cozelti kararlilig1 (Saklanan 6rneklerin stabilitesi)
-Dogruluk (Geri kazanim)

-Yontemin saglamligi

-Uygunluk testi

Metot gelistirme islemi yapildiktan sonra ila¢ uygulamalar1 i¢in Uluslararasi
Harmonizasyon Konferansinda (ICH) belirlenen parametrelere gore metot

validasyonu yapildi.

3.5.1. Segicilik

Secicilik birbirinden ayirt edilen ya da edilemeyen kimyasal igerikler i¢in kullanilan
bir parametredir. Etkin maddeyi degisik interferanslar varliginda dogru ve segici

Olcebilirligini tanimlar. Segicilik optimum ayirma ve kolon kosullarinin segimiyle
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elde edilir. Amag, ilacin i¢indeki yardimci maddeler ve ¢oziiciiler ile etkin maddenin
birbirinden ayr1 bir sekilde tanimlanabilir olmasidir. Bunun igin 6zellikle likid
kromagrafide uygun kolon ve kromatografik kosullari, mobil faz bilesimi, kolon

sicakligi ve dedektor dalga boyu secilmelidir [37].

Yontemin segiciliginin tayini amaciyla hareketli faz ve ¢oziiciiden kaynaklanabilecek
herhangi bir girisimin olup olmadig: arastirildi. lgili kromatogram Bélim 4.2.1°de

verilmistir.

3.5.2. Dogrusallik

Dogrusal aralik, calisilan yontemin kabul edilebilir tekrarlanabilirlik ve duyarlilikta
sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir. Diisiik derisimden en yiiksek derisime
dogru standart ¢ozeltiler hazirlanarak yontemin dogrusal oldugu aralik belirlenerek
coOzeltilerin derisimine kars1 Olgiim yapilan cihazin cevabindan grafik cizilerek
kalibrasyon egrisi tiiretilir. En kii¢iik kareler yontemi esas alinarak kalibrasyon
egrisinin regrasyon analizi yapilir ve egrinin dogru denklemi elde edilir. Kalibrasyon

dogrusundan elde edilen egim, dogrusalligin matematiksel bir 6lgiisiidiir [30].

Dogrusal konsantrasyon araliginin tespiti i¢in deksrabeprazol sodyumu 5 farkh
konsantrasyonda igeren ¢ozeltiler ile enjeksiyonlar yapildi. Dogrusallik sonuglarinin
pik alan oranlari, standart sapma, % RSD hesaplanarak grafiksel degerlendirilmesi

yapildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.2°de verilmistir.

3.5.3. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik (Metodun Kesinligi)

Giin i¢i kesinlik, deney sonucunda elde edilen degerlerin birbirine olan yakinlig ile
ve bagil standart sapma (% RSD) ile verilir. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik ise aym
laboratuarda giivenilir sonuglar alinabilmesi i¢in yapilir. Fakli kosullarda aym
yontemle hazirlanan 6rneklerden elde edilen sonuglarin uyumunu ifade eder [30, 38].

0,10 mg/mL konsantrasyonda deksrabeprazol sodyum igeren g¢ozeltiler ile galisildi.
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Gun ve giinler arasi tekrarlanabilirlik i¢in birbirini takip eden iki giinde 6 sar farklh

ornek analizlendi, pik alanlar 6l¢iildii. Bulunan sonuglar Boliim 4.2.4°de verilmistir.

3.5.4. Cozelti kararhhg:

Saklanan orneklerde analiz siiresince etkin maddenin bozunmadan stabil kaldigim
tespit etmek icin, yontem gelistirirken stabilite testleri yapilmalidir. Stabilite

calismalarinda derisimi bilinen ¢ozeltiler kullanilir [30].

Cozelti kararliligmin analizi i¢in kullanilan deksrabeprazol sodyum standart
cozeltileri oda sicaklifinda 24 saat ve buzdolabinda karanlikta 1 ay bekletildi.

Bulunan sonuclar Bolim 4.2.5’da verilmistir.

3.5.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

Analitik metodun dogrulugu, analiz sonucunda bulunan degerin referans kabul edilen
bir degere, yakinhigidir ve % geri kazanim olarak ifade edilir. Dogruluk
degerlendirilmesi numune preparatin etkinligini 6lger [38]. Dogruluk ¢aligmasi igin
deksrabeprazol sodyumun 0,088 mg/mL, 0,110 mg/mL ve 0,132 mg/mL
konsantrasyonlarda iiger tane hazirlanan cozeltiler sisteme enjeksiyon edilmek
suretiyle kromatogramlart alindi, pik alanlar1 yardimiyla konsantrasyonlart Ol¢ii
egrisi kullanilarak hesaplandi. Deneysel konsantrasyonlarin teorik konsantrasyonlara

orani sonucu ortaya ¢ikan % geri kazanimlar B6liim 4.2.3’de verilmistir.

3.5.6. Yontemin saglamhgi (Guvenilirlik)

Giivenilirlik testleri, yontemde ufak degisiklikler yapildigi zaman sonuglarin nasil
etkilendigini gostermek i¢in yapilmigtir. Sivi kromatografisinde akis hizi, dedektor
dalga boyu veya mobil faz bilesiminin gergek degerinden toleranslar Olciisiinde
sapmas1 sonucu analizlerin bu sapmalardan ne kadar etkilenip etkilenmedigini tespit
edilir [38].
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Gelistirilen metodun hareketli faz igindeki tampon c¢ozelti bilesiminde (£0,6),
kolonun sicakliginda (£2,5 °C), akis hizinda (+0,1 °C), ve hareketli faz bilesenlerinin
oranlarinda kiigiik degisiklikler yapilarak, farkli kolon kullanilarak yontemin

saglamlig: arastirildi. Elde edilen sonuclar Bolim 4.2.6°da verilmistir.

3.5.7. Uygunluk testi

Uygunluk testi i¢in alikonma zamani (trR), kuyruklanma faktorl (T) ve teorik plaka

sayist (N) degerleri Boliim 4.2.7°de verilmistir.

3.6. Ticari Tablet Uriinde Deksrabeprazol Sodyumun Analizi

3.6.1. Gelistirilen HPLC yontemi ile analiz

Deksrabeprazol Sodyum etkin maddesini bir tablette 10,0 mg olarak iceren enterik
kaplamali ilag eczaneden temin edilerek, ortalama tablet agirligini belirlemek i¢in 20
adet tablet tek tek tartildi, kapli tabletin ortalama agirhigt 146 mg olarak

belirlenmistir.

Ortalama agirligt 146 mg olarak belirlenmis tabletlerden iki tanesi 200 mL’lik
balonjojoye konularak (zerine bir miktar asetonitril ilave edilir. Ara ara ¢alkalamak
tizere 15 dakika karistirilir ve balonjoje ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. 0,45 um RC
enjektor filtresi kullamlarak siiziiliir, viale aktarilir. Ornekler gelistirilen HPLC
yontemi ile analiz edilir. Tablet tozu karisimindaki etkin madde konsantrasyonu
hesaplandi. Elde edilen sonuglar, 6 adet tayin iizerinden hesaplanan ortalamalar,
%RSD Bolim 4.3’de verilmistir.

3.6.2. Kiyas yontemi ile tayin
Bu tez ¢alismasinda ilacin tek bagina HPLC ile tayinine iliskin bir ¢alisma yontemi

olmadigindan kiyas yontemi olarak uygulanmasi kolay ve basit bir UV

spektrofotometrik yontem gelistirilmis ve sonuclar Bolim 4.3.2°de verilmistir.
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3.6.2.1. Cozeltiler

Deksrabeprazol sodyum ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 5,00 mg deksrabeprazol sodyum
tam olarak tartildi. 50 mL’lik balonjojede asetonitril ile c¢ozilerek hacmine
tamamlandi. Daha sonra bu ¢6zeltiden 1 mL alinarak 10 mL’lik balonjojeye aktarildi
ve yine asetonitril ile hacmine tamamlanarak konsantrasyonu 0,01 mg/mL olan

cozelti elde edildi ve analiz yapildi.

Ortalama agirligi daha 6nceden belirlenmis olan tabletlerden iki tanesi 200 mL’lik
balonjojoye konularak tzerine bir miktar asetonitril ilave edildi. Ara ara ¢alkalamak
tizere 15 dakika karistirildi ve balonjoje asetonitril ile hacme tamamlanarak tablet
¢oOzeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢6zeltiden alinan 1 mL ¢6zelti 10 mL’lik
balonjeye aktarilarak asetonitril ile hacmine tamamlanir ve 0,45 pm RC enjektor
filtresi kullamilarak siiziiliir, kiivete aktarildi. Ornekler gelistirilen kiyas yontemi ile

analiz edilir. Tablet tozu karigimindaki etkin madde konsantrasyonu hesaplanir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Kromatografik Kosullari Belirlenmesi

4.1.1. Dedektor ve dalgaboyu se¢imi

Gerek rasemik karisim rabeprazol gerekse deksrabeprazol icin yapilan literatiir
arastirmalar1 etkin maddenin analizi i¢in en ¢ok kullanilan ve en uygun dedektoriin
UV dedektor oldugunu gosterdigi i¢in bu ¢alismada da UV dedektor kullanilmistir.
254 ve 272 nm dalga boyunda yapilan 6n denemeler sonucunda 272 nm’de gozlenen
deksrabeprazol pikinin 254 nm’de gozlenene gére daha biiyiik olmasi nedeniyle 272
nm uygun dalga boyu olarak sec¢ilmistir. Dalga boylarinda alinan o6l¢timlerin

kromatogramlar1 Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

mAl
2004

174367

150

1004

a0+

Ting

Sekil 4.1. 254 nm’de 0,10 mg/mL deksrabeprazol sodyum kromatogrami
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mAl

144367

2004

1004

The

Sekil 4.2. 272 nm de 0,10 mg/mL deksrabeprazol sodyum kromatogrami

4.1.2. Kolon secimi

Gl Sciences Inertsil Cis (250mmx4,6 mm, 5u) HPLC kolonu ile yaptigimiz 6n
calismalarda uygun ve gelistirilebilir sonuclar alinmis olmasi nedeniyle calismaya

ilgili kolon ile devam edilmistir.

4.1.3. Hareketli faz bilesiminin belirlenmesi

Yapilan literatlir taramalarinda deksrabeprazoliin kimyasal yapis1 geregi stabilitesi
pH fonksiyonuna duyarli olmasi sebebiyle asidik kosullarda kolaylikla degrade
olabilmektedir. Bu nedenle literatiirler esas alinarak pH=7,0 olan fosfat tamponu
tercih edilmistir ve uygun sonu¢ alinmasi nedeniyle de ¢alismaya bu pH’da devam
edilmistir. Hareketli faz bilesimi icin ise asetonitril ve tamponun birebir oraninda
kullanildiginda ve 1 mL/dak akis hizinda uygun geldigi goriildiigii i¢in mobil faz
orani bu sekilde devam edilmistir. Orneklerin hazirlanmasinda ise dncelikle fosfat
tamponu, sonra 50:50, 70:30, 80:20 oranindaki asetonitril: fosfat tamponu karigimlari
daha sonra da metanol ¢oziicii olarak denenmistir. Elde edilen kromatogramlarin
uygun olmamasi sebebiyle sadece asetonitrilde ¢oziilerek de deneme yapilmistir. Bu
sekilde elde edilen kromatogram daha uygun oldugu i¢in 6rneklerin hazirlanmasinda
asetonitril kullanilmasina karar verildi. Denemelerden elde edilen kromotogram
ornekleri Sekil 4.3., 4.4. ve 4.5.”de verilmistir.
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mAl

174567

2004

400

The

Sekil 4.3. Deksrabeprazol sodyumun pH=7,0 fosfat tamponu icerisindeki ¢dzeltisine ait kromatogram

mALl
2
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200+ -
100
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The
Sekil 4.4. Deksrabeprazol sodyumun metanol igerisindeki ¢dzeltisine ait kromatogram
mal
=
=
w2
1 =+
200 =
100
u]
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a 1 2 3 < 5 G T ]

Ting

Sekil 4.5. Deksrabeprazol sodyumun asetonitril icerisindeki ¢cozeltisine ait kromatogram
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4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Gelistirilen yontemin validasyonu i¢in Boliim 3.5’de anlatildigi gibi ¢alisilmustir.

4.2.1. Segicilik

Kolona hareketli faz ve ¢6ziicli olarak kullanilan asetonitril enjekte edilerek, etkin

pikinin goriildiigi dakikada orneklerden kaynaklanan herhangi bir pik olmadigi

belirlenmistir (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.).

mAl

75
S0+

25

Thg

Sekil 4.6. Hareketli faz enjeksiyonuna ait kromatogram

mAl

TE+

a0+

254

Thne

Sekil 4.7. Cozlicl asetonitril enjeksiyonuna ait kromatogram
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4.2.2. Dogrusallik

Deksrabeprazol sodyum i¢in 0,077-0,143 mg/mL konsantrasyon araliginda degisen 5
farkli konsantrasyondaki c¢ozeltiler ile Boliim 3.5.2°de anlatildig1 gibi calisildi. Her
konsantrasyon enjeksiyonu sonucu elde edilen ortalama pik alanlar1 degerleri ile
belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda ¢izilen oOlgii egrisi Sekil 4.8.’de

verilmistir.

Tablo 4.1.’de pik alanlar1 ve ortalamalar1 ve RSD degerleri, Sekil 4.8.’de ise en
kiglk kareler yonteminden hesaplanan dogru denkleminden (y=mx+n, y=alan
degerleri, m=egim, n=kesim noktasi, x=konsantrasyon) elde edilen degiskenler ve

korelasyon katsayilar1 (R?) verilmistir.

Tablo 4.1. Deksrabeprazol sodyumun 0,077-0,143 mg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait
pik alan1 degerleri ve istatistiksel verileri

0,077 0,088 0,110 0,132 0,143

CmgimL

1 1208188 1354413 1712229 2047335 2256082
2 1208447 1355788 1696775 2045335 2249436
3 1206724 1357703 1697544 2047375 2241944

Ortalama 1207786 1355968 1702183 2046682 2249154

RSD (%) 0,076 0,121 0,512 0,057 0,314

Hesaplanan dogru denklemi
y=15753602,55x-20541,750
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y =15.753.602,55245x - 20.541,75077

mAU R? = 0,99889

2500000

2000000

1500000 /

1000000

500000

0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 O’ng/mL

Sekil 4.8. Deksrabeprazol sodyumun 0,077-0,143 mg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

4.2.3. Dogruluk

Bolum 3.5.5°de belirtildigi gibi degisik konsantrasyonlarda enjekte edilen
cozeltilerin standart kalibrasyon grafiginden hesaplamasi ile yapildi. Bu amagla
0,088, 0,110 ve 0,132 mg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler kolona enjekte edilerek

ve geri kazanim ylizdeleri hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Deksrabeprazol sodyum i¢in geri kazanim ¢aligmasi sonuglart

Alinan Bulunan
% Elde
Konsantrasyon  Konsantrasyon
edilebilirlik
(mg/mL) (mg/mL)
0,088 0,08960 101,814
0,088 0,08919 101,357
0,088 0,08928 101,460
0,11 0,1107 100,614
0,11 0,1093 99,364
0,11 0,1105 100,500
0,132 0,1312 99,381
0,132 0,1317 99,785
0,132 0,1339 101,451

Ortalama 100,727
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4.2.4. Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

0,10 mg/mL konsantrasyonda deksrabeprazol sodyum iceren cozeltiler Bolum
3.5.3’de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait bagil standart
sapma degerleri ve farkli giinlerde yapilan analizlere ait bagil standart sapma
degerleri Tablo 4.3.”de verilmistir.

Tablo 4.3. Giin i¢i ve gilinler arasi analiz tekrarlanabilirligi

Giin Tii Gunler arasi
L Giinler arasi
Konsantrasyon Gun ici etkin bulunan ) ) bulunan
etkin madde pik
(mg/mL) madde pik alani konsantrasyon | konsantrasyon
alani
(mg/mL) (mg/mL)
0,100 1535810 0,0993 1535840 0,0993
0,100 1541053 0,0996 1534436 0,0992
0,100 1548417 0,1001 1532193 0,0990
0,100 1551570 0,1003 1534840 0,0992
0,100 1531518 0,0990 1546080 0,0999
0,100 1541955 0,0997 1532194 0,0990
Ortalama 1541720,5 0,0996 1535930,5 0,0993
% RSD 0,49 0,49 0,34 0,34

4.2.5. Cozelti kararhhg:

Cozeltilerin kararliliginin tespiti igin standart ¢ozeltiler oda sicakliginda 24 saat, +4
°C karanlikta 1 ay bekletilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda bu sartlar altinda
24 saat oda sicakliginda bekletilen standart ¢ozeltide minimal diizeyde bozunma
pikine rastlanirken, buzdolabinda bir ay bekletilen ¢6zeltide bozulmalar goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.9. ve 4.10.’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Oda sicakliginda 24 saat bekletilen standarta ait kromatogram

mal
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S0

254507
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Sekil 4.10. Buzdolabinda karanlikta 1 ay bekletilen standarta ait kromatogram

4.2.6. Yontemin saglamhgi

Hareketli faz icindeki tampon cozelti pH’sinde (+0,5), kolonun sicakliginda (+2,5
°C), akis hizinda (0,1 mL/dk), ve hareketli faz bilesenlerinin oranlarinda kiigiik
degisiklikler yapilarak yontemin saglamligi arastirildi. Sonuglar Tablo 4.4.°de

gorilmektedir.
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Tablo 4.4. Yontemin saglamlik parametreleri

Mobil faz oranindaki degisim Deksrabeprazol Sodyum

(VIv) Alikonma
Zamani

pH 7,0 tamponu:ACN
56:44 4,34
64:36 4,21
Kolon sicakligi °C
27,5 4,31
22,5 4,32
Akis hizi
0,9 mL/dk 4,36
1,1 mL/dk 3,94

4.2.7. Uygunluk testi

Gelistirilen yontemde elde edilen uygunluk testi parametreleri degerleri Tablo 4.5.’de

verilmistir.

Tablo 4.5. Sistem uygunluk parametreleri

Etkin madde
Alikonma zamani (ir) 4,323
Teorik Plaka Sayisi (N) 5532
Kuyruklanma Faktori (T) 1,169

4.3. Ticari Tablet Uriinde Deksrabeprazol Sodyumun Analizi

4.3.1. Gelistirilen HPLC Yontemi ile Analiz

Deksrabeprazol Sodyum etkin maddesini iceren tabletler Bolim 3.6.1°de anlatildigi
gibi gelistirilen yontem ile analiz edilerek ilag icerisindeki etkin maddenin miktarlari
tayin edilmistir (Sekil 4.11.). Elde edilen sonuglar alti adet enjeksiyon {izerinden

hesaplanan ortalamalar, %RSD Tablo 4.6.’de verilmistir.
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mAl
200

174317

150
100

50

Thne

Sekil 4.11. Tablet iiriiniine ait HPLC kromotogram 6rnegi

Tablo 4.6. Tablet 6rneginin gelistirilen metot ile analiz sonuglari

. Tablet 6rneginde
Ornekten elde
bulunan
edilen etkin
konsantrasyon
madde pik alani
(mg/mL)
1539628 0,09951
1553822 0,10043
1554608 0,10048
1542785 0,09971
1554880 0,10049
1537776 0,09939
Ortalama 0,1000
%RSD 0,52

4.3.2. Kiyas Yontemi ile Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi ve Regresyon Analizi

Kiyas yontemi olarak UV spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Deksrabeprazol
sodyumun asetonitril i¢erisindeki ¢ozeltinin UV spekturumu alinmis ve maksimum
absorbans1t 280 nm de yaptigi gozlemlenmistir. BOlum 3.6.2°de anlatildigi gibi
caligilarak Oncelikle absorbans degerleri ile konsantrasyonlarin dogrusal oldugu alan
tespit edildi. Bu nedenle deksrabeprazol sodyumun 0,008 mg/mL ile 0,020 mg/mL
konsantrasyonlar1 arasinda calisma yapildi. lgili konsantrasyonlara kars: &lciilen

absorbans degerleri ile olusturulan Olgu egrilerine en kiguk kareler yontemi
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uygulanarak en uygun dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 (R?) hesaplandi. Elde
edilen ortalama degerler ile gizilen Ol¢u egrileri Tablo 4.7. ve Sekil 4.12.°de

verilmistir.

Tablo 4.7. Deksrabeprazolun 0,08-0,020 mg/mL konsantrasyon araliginda hazrilanan 6l¢ii egrilerine ait degerler

Elde edilen
Hazirlanan ortalama Elde edilen
konsantrasyon konsantrasyon ortalama
(mg/mL) (mg/mL) absorbans
Teorik Deneysel (mAU)
0,008 0,008 0,480
0,01 0,01 0,544
0,012 0,013 0,647
0,014 0,014 0,691
0,02 0,02 0,923

Elde edilen dogru denklemi y= 36,91038x+0,18455

Abs
1

0,9 - = t
0,8
0,7
0,6
0,5 A
0,4
0,3
0,2
0,1
0 . . .
0,005 0,010 0,015 0,020

mg/mL

Sekil 4.12. Deksrabeprazol sodyumun 0,008-0,02 mg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

4.3.2.1. Kiyas yontemi olarak gelistirilen UV spektrofotometrik yontem ile

analiz

Deksrabeprazol Sodyum etkin maddesini iceren tabletler Bolim 3.6.2°de anlatildigi
gibi gelistirilen yontem ile analiz edilerek ilag igerisindeki etkin maddenin miktarlar

tayin edilmistir (Sekil 4.13.). Elde edilen sonuglar alti adet absorbans Uzerinden
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hesaplanan ortalamalar, SD, %RSD Tablo 4.8.’de verilmistir. Her iki yontem ile elde
edilen sonuclar 6 adet tayin tGzerinden hesaplanan ortalamalar SD, %RSD, sonuglari
Tablo 4.9.da verilmistir. Gelistirilen yontemler ile elde edilen sonuglarin ortalama
yonunden Kkarsilastirilmas: t-testi (Student t-testi), standart sapmalar yoniinden
karsilastirilmas: F testi (Fisher test) uygulanarak yapildi. Tablo 4.9.’da goruldigu
gibi hesaplanan t- ve F- degerleri % 95 olasilik diizeyi ve 5 deneme igin ilgili
cetvellerde bildirilen degerlerden daha kugtk oldugundan gelistirilen HPLC yontemi

ile kiyas yontemi arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi.

2,500,

2.000F

- Y

1.000F

0,000 L
2000 3000 4000 500,0
‘wavelength [hm.)

Sekil 4.13. Tablet {iriiniine ait UV kromotogram 6rnegi

Tablo 4.8. UV spektroskopik yontemle elde edilen veriler

Alinan Etkin madde Tablet 6rneginde Geri OI(_;uIen
Konsantrasyon absorbansi Bulunan Kazamm® miktar
(mg/mL) Konsantrasyon ’ (mg)
(mg/mL)
0,010 0,553 0,0103 103,172 10,317
0,010 0,552 0,0103 102,985 10,298
0,010 0,548 0,0102 102,239 10,224
0,010 0,536 0,0100 100,000 10,000
0,010 0,540 0,0101 100,746 10,075
0,010 0,553 0,0099 099,450 09,945
Ortalama 0,544 0,0102 101,440 10,144
SD 0,157

% RSD 1,55
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Tablo 4.9. Ticari tablette gelistirilen yontemle elde edilen analiz sonuglari ve bu sonuglarin gelistirilen kiyas
yontemiyle elde edilenlerle istatistiksel olarak karsilastirilmasi

HPLC UV-VIS Spek.

Yontemi Yontemi

1 9,951 10,317
2 10,043 10,299
3 10,048 10,224
4 9,971 10,000
5 10,049 10,075
6 9,939 09,945
Ortalama 10,00 10,144
Geri kazanim % 100,01 101,44
SD 0,052 0,157
RSD 0,52 1,55
t testi 2,133

F testi 4,554




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Peptik asit hastaliklar1 giinlimiizde 6nemli saglik sorunlarindan biri olarak karsimiza
cikmaktadir. Proton pompa inhibitorleri peptik Glser ve gastrotzefageal refli
hastaliginda en etkili sinif ilaglardir. Deksrabeprazol sodium ise diisiik doz ile etkin

tedavi saglayarak geleneksel proton pompasi inhibitorlerinin 6niine gegcmektedir.

Yapilan literatur arastirmalarinda bu molekiilii tek basina i¢eren farmasotik formlar
i¢cin gelistirilmis yliksek basingli s1vi kromatografisi ¢calismasi yer almamasi, bdoyle

bir caligma yapmamizi tesvik etmistir.

Bu c¢alismada sadece deksrabeprazol iceren farmasotik preparatta basit, hizli ve
kesinligi yiiksek bir HPLC yontemi gelistirildi ve gelistirilen yéntemin validasyonu
yapildi.

Calisilan dogrusal konsantrasyon araligi 0,077-0,143 mg/mL’dir. Gelistirilen
yonteminin validasyon ¢alismalar1 sonucunda yoOntemin tekrarlanabilirligini
belirlemek i¢in ayn1 giinde ve farkli giinde analizler yapildi. Yontemin dogrulugunu
belirlemek amaciyla yapilan c¢alisma sonucunda geri kazanim ortalama %100,64
olarak hesaplandi. Kalibrasyon egrilerine ait dogru denklemi y=15753602,55x-
20541,750 ve R? degeri 0,998"dir.

Kiyas yontemi olarak UV-VIS spektrofotometrik bir yontem gelistirildi, gelistirilen
bu yontemde 280 nm dalgaboyunda ¢alisildi ve dogrusal konsantrasyon araligi
0,008-0,020 mg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen HPLC yontemi ve kiyas
yontemi olarak gelistirilen UV-VIS spektrofotometrik yontem 10,0 mg

deksrabeprazol iceren tablet formundaki iiriine uyguland: ve ortalama geri kazanim
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sonuglari HPLC yonteminde %2100,01 UV spektroskopik yonteminde %2101,44
olarak bulundu.

Kiyas yontemi ile gelistirilen HPLC yodnteminin karsilastirilmasi i¢i Student—t ve
Fisher-F testi kullanilmig, sonuglar kiyaslanmis ve bulunan sonuglar alti deneme
icin verilen teorik degerlerden (t=2,133; F=4,554) kucuk oldugundan ortalamalar (t—

testi) ve standart sapmalar (F-testi) yoniinden anlamli bir fark olmadig1 goriildii.

Sonug olarak bu c¢aligmada, deksrabeprazol sodyum analizlerinde kullanabilecek
kolay, hizli, ekonomik, tekrarlanabilirligi ve guvenilirligi yuksek, bir yontem
gelistirilmis ve gelistirilen bu yontem valide edilmistir. Tablo 5.1.’de goriildiigi gibi

gelistirilen ve validasyonu yapilan yontem rutin analizlerinde giivenle kullanilabilir.

Tablo 5.1. Optimize edilmis kromatografik kosullar

Parametreler Optimize Kosullar

HPLC sistemi Shimadzu LC-20AD

Kolon Gl Sciences Inertsil C18 ( 250mmx4,6 mm, 5pu)

Hareketli Faz 50:50 (v/v) oraninda asetonitril:fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,0)
Akis Hiz1 1 mL/dk

Sicaklik 25°C

Dedektor ve dalga boyu UV dedektdr ve 272 nm
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
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