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OZET

Anahtar kelimeler: Askorbik Asit, HPLC, Ters Faz, Validasyon

Bu calismada, askorbik asit, diosmin, hesperidin aktif etken maddelerini igeren
farmasotik formiilasyonda askorbik asitin miktarinin tayin edilmesi i¢in hizli ve basit
bir sivi kromatografi yontemi belirlenmistir. Fosfat Tamponu (pH 3,3) ve
Asetonitrilden (95:5) (v/v) olusan mobil faz ile birlikte Inertsil ODS-3V (250x4,6
mm, 5um) kolon kullanilarak izokratik bir eliisyonla 4 dakika igerisinde 1,0 ml/dk
akis hizi, 25°C’ lik numune sicakligi ve 50 pl enjeksiyon hacmi ile 210 nm dalga
boyunda askorbik asit tayin edilmistir. Yontem 4,4-31,1 ug/ml konstrasyon
araliginda lineer bir profil gostermistir. Standart ¢dzeltisinin 6 enjeksiyonundan elde
edilen pik alanlar1 arasindaki RSD degeri %0,02° dir. Ortalama geri kazanim degeri
ise 999,30’ dur.

Cabuk bozunabilen askorbik asitin, bu yontemle kisa siirede ve giivenilir sonug
vererek, farkli farmasotik formiilasyonlar i¢cin de endiistriyel olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir.



METHOD DEVELOPMENT AND VALIDATION
FOR ASCORBIC ACID QUANTITY AND DOSAGE UNIFORMITY

SUMMARY

Keywords: Ascorbic Acid, HPLC, Reverse Phase, Validation, Dosage Uniformity

In this study, a fast and simple liquid chromatography method is set for the
determination of the amount of ascorbic acid in the pharmaceutical formulation
comprising active ingredients ascorbic acid, hesperidin, and diosmin. Ascorbic acid
was determined at 210 nm wavelength under isocratic elution conditions of 4
minutes with 1.0 mL/min flow rate, at 25°C sample temperature and 50 pl injection
volume with a mobile phase containing phosphate buffer (pH 3.3) and acetonitrile
(95:5) (v/v) using a column Inertsil ODS-3V (250x4.6 mm, 5um). The method
indicated a linear profile in the range of 4.4-31.1 pg/ml concentration. RSD value
between the peak areas obtained from six injections of the standard solution is
0.02%. Average recovery value was found to be 99.30%.

This method gives reliable results for determining the amount of fastly biodegradable
ascorbic acid can be also used in industry for various pharmaceutical formulations
containing ascorbic acid.



BOLUM 1. GIiRiS

C vitamini olarak bilinen Askorbik asit (AA), insan beslenmesinde suda ¢Oziinen
vitaminlerin en dnemlilerindendir. Askorbik asit ve kalsiyum askorbatlar, farmasotik
preparatlarda ve gida endiistrisinde antioksidan olarak kullanilmaktadir. Bu 6zelligi
ile biiyiime ve gelisme i¢in gereklidir. Ayrica hiicre yenilenmesinde, korunmasinda
ve oksidatif strese karst viicudun korunmasini saglayan gii¢lii bir antioksidan olarak
onemli bir rol oynar [1-4]. Bu 6zelliklerinden dolayi, AA yaygin olarak yiyeceklerde,
iceceklerde ve ilag triinlerinde antioksidan ajani olarak kullanilmaktadir [5]. AA,
viicudda bag doku, kemik, dis, kan damari geperlerinin sekillenmesinde, aminoasit
ve demir’in viicuda 6zlimlenmesine yardimet olur. C vitamini bakimindan eksik bir
diyette skorbiit hastaliinin gelismesine neden olabilir. Fakat daha yiiksek
konsantrasyon seviyelerinde bobrek tasi olusumuna sebep olur [6, 7]. C vitamini
yaygin hastaliklardan olan kardiovaskiiler hastaliklar ve kanserden 6liim oranini ve
bunlarin etkisini azaltir. Bitkiler ve hayvanlar kendi C vitaminlerini yapar ama
insanlar yapamaz. Bu nedenle insanlar bunu diger kaynaklardan almaya ihtiyaci
vardir. C vitamini dogada genis oranda yiyeceklerde 6zellikle sebze ve meyvelerde
bulunmaktadir. Ama AA’nin dayaniklili§i sinirlidir. Depolama esnasinda, hazirlama
ve pisirme esnasinda yiyeceklerden kaybolabilir. Ticari {irlinlerin raf Omriinii
uzatmak i¢in antioksidant olarak Ornegin saraplara eklenir. Hazir ilaglar, insan
diyetlerinde C vitamini kaynagini saglayacak AA’e sahiptir. AA’nin genis kullanimi
ve biiylik Oneminin yaninda, bir¢ok analitik teknik farkli seviyelerde ve farkl
matrislerde  AA’min  belirlenmesini  amaclar. Bunlar titrimetri, voltametri,
potensiyometri, florometri, akis enjeksiyon analizi (FI), spektrofotometrik ve
kromotografidir. Bu yontemler, meyve suyu, sebze ve igecekler gibi kompleks
materyallerden yapilan AA analizinde ¢ok etkilidir. Spektrofotometrik metodlar hiz1
ve kolaylig: yiiziinden daha caziptir. Yiiksek performasl sivi kromatografisi, hedef

aktif madde belirleme oldugunda hassas ve segici bir yontemdir. Farmasotik ve



kozmetik sanayilerinde stabilite analizleri i¢in kullanilan siireklilik gosteren bir
analiz yontemidir [8-10]. Cogu spektrofotometrik metotlar AA’nin azaltici etkisine
dayanir [11].



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Askorbik Asit (C Vitamini)

C vitamini, Askorbik asit olarak da bilinir, su da eritilebilen ve bir ¢ok islevi olan
vitamindir (Sekil 2.1.). Cogu hayvan kendi C vitaminlerini glikozdan {iretebilirler
[12]. Insanlar, bazi meyve yarasalari, hint domuzu ve insan benzeri primatlar C
vitamini iretemediklerinden bunu besinlerinden almak zorundadirlar. Biitiin taze
sebze, meyve ve etler bir miktar C vitamini igerir. Ancak C vitamini 1s1ya hassas
oldugundan pisirme esnasinda hizla bozulur. Askorbik asitin biyolojik ve teknolojik
oneminden dolay1 yiyecek alaninda onun rutin ve giivenilir tayini i¢in hizli ve segici

metotlara biiyiik ilgi gosterilir.

HO
- O
HO\/ﬁO
HO OH

Sekil 2.1. Askorbik asit (C vitamini)

2.1.1. Askorbik asidin kimyasal 6zellikleri

C vitamini kimyasal olarak askorbik asidin 15181 sola dondiiren enantiyomeridir.
Ticari C vitamini genelde askorbik asit kristallerinden veya askorbik asitin kalsiyum
veya sodyum tuzlarindan olugmaktadir. Askorbik asit, serbest oksijeni gidadaki

okside olabilen yapilardan daha 6nce yakalayarak koruma saglarlar (Sekil 2.2.).



Askorbik asidin en 6nemli kimyasal 6zelliklerinden birisi de redoks potensiyeli olup,
indirgen ajan ve serbest radikal yakaliyicist olarak davranmasina neden olur ve bir H

iyonu vererek serbest radikal zincirini inhibe eder.

HO HO
Ho\)\jjfo *9 Ho\)\/;ol?o +  H0,
HO OH oksidasyon o o
askorbik asit dehidroaskorbik asit hidrojen peroksit

Sekil 2.2. Askorbik asidin oksidasyon reaksiyonu

2.1.2. Askorbik asidin sentezi

Piyasada yalnmiz sentezle elde edilmis askorbik asit vardir. Bugilin genis Olcekte
uygulanan yontem Reichstein ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (Sekil 2.3.). Bu
sentez yonteminde D glikozdan (1) yola ¢ikilir, bu maddenin Kkatalitik
hidrojenlenmesiyle aldehit grubu primer alkol grubuna indirgenerek D sorbid (2)
meydana gelir. Bu bilesigin  Acetobacter xylinum ile biyokimyasal
yiikseltgenmesiyle L—sorboz (3) olusur. Bu madde C5 ve C6 atomlarinda L-askorbik
asit bigimlenmesindedir. Bunun platin katalizorii ile birlikte dogrudan dogruya
oksijenle veya diaseton tirevinin alkali ortamda potasyum permanganatla
yikseltgenmesiyle, diaseton 2 keto-L-gulonik asit (4) meydana gelir. 4 no’lu
bilesigin suda 1sitilmasiyla aseton ayrilir, serbest 2-keto —Lgulonik asit (5) meydana
gelir. Ayn1t madde L-gulonik asidin kromik asit veya vanadyum katalizorii ile birlikte
Kloratlarla se¢imli olarak yiikseltgenmesiyle de elde edilir. Bunun da seyreltik

anorganik asitlerle kaynatilmasiyla laktonlagsma ve enollesme meydana gelir [13].
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Sekil 2.3. Askorbik asidin sentez reaksiyonu

2.1.3. Askorbik asidin islevleri ve alimi

C vitamini vuciidumuzun ¢ogu dokulara saglamligini veren kolajenin tiretiminden
alyuvarlarin islemesine kadar ¢ok sayida gorevi vardir. Asir1 derecede C vitamini
eksikligine skorbiit adi verilir. Skorbiitiin belirtileri: halsizlik, kolayca kanayan
disetleri, ciltte morluklar, eklemlerde agr1 ve kivrilan saglardir. Agir skorbiit glinde
50-100 mg C vitamini ile engellenebilir. Giinde 50-1500 mg alan insanlar klinik
belirtisiz skorbiit halindedirler. Insanligin biiyiik cogunlugu, bat1 toplumlari dahil, bu
durumdadir. Bunun nedeni agir skorbiitii engelleyen miktarin 6tesinde C vitamini
alimmnin tipta daha kabul edilmemis olmasindandir. Bu durumun temel belirtileri
zaylf bagisiklik sistemi, alerji, kanser, mide iilseri ve kalp ve damar hastaliklarina
elverigliliktir. Yapay C vitaminiyle bitkilerden elde edilen C vitamini arasinda
herhangi bir kimyasal veya etkisel fark yoktur. C vitamini gesitli sekillerde alinabilir.
Ag1z yoluyla tablet olarak yutulabilir. Ancak eczanede satilan C vitaminlerinin dozu
genelde diisiik olmakla beraber, kilo bagina fiyat1 da yiiksek olabilmektedir. En ucuz
ve en uygun sekli toz halinde, % 99,5 veya daha yiiksek saflikta, tibbi askorbik asit



kristalleridir. Giinlik doz (3-20 gram) kii¢iik dozlara boliinerek biiyiik bir bardak su
veya meyve suyuna karigtirilarak yutulabilir. Asitlikten rahatsiz olanlar bir bardak
suya askorbik asit koyup yar1 miktarda sodyum bikarbonat (kabartma tozu) ekleyerek

asitligi yok edebilirler. Bu durumda sodyum askorbat i¢ilmis olunur.

On yasindan kiigiik ¢ocuklara yaslar1 kadar gram askorbik asit verilmesi tavsiye
edilir. Agir hastaliklarda, 6zellikle viral enfeksiyonlarda ve kanserde hastalara
damardan, giinde 20 ile 300 gram sodyum askorbat verilmesi her zaman agrilarin,
atesin ve diger semptomlarin hizla azalmasina, kanser disinda ¢ogu zaman hastanin
iyilesmesine ve kanser durumda hastanin dmriiniin 6nemli Ol¢lide uzamasina yol
acmaktadir. Yiiksek dozlu C vitamini alimini1 ortomolekiiler tibbin babasi, yiizyilin

kimyageri, Nobel 6diilii sahibi Linus Carl Pauling yayginlastirmistir [12].

2.1.4. Askorbik asidin kullanimm

Askorbik asit bir¢ok ilaclarda, besin ve igeceklerin vitamince zenginlestirilmesinde
kullanilir. Askorbik asitce zengin besinler, indirgen ortamdan &tiirii teneke kutularda
daha iyi saklanabilmektedir. Teneke kutularda saklanan meyve sularinin askorbik
asidi hi¢ eksilmezken, plastik kutularda saklanan meyve sularinda fazla miktarda
askorbik asit kaybi saptanmugtir. Askorbik asit oksijen tutma o6zelligine sahiptir.
Onun i¢in renk solmasi ve dogal kokularin1 kaybetme gibi 6zel besinler i¢in dnemli
bir antioksidanttir. Cabuk sogutularak dondurulmus meyveler erime sirasinda dogal
renk ve kokularini yitirirler. Bunlart dondurmadan 6nce saf askorbik asit katilmakla
bu sakincalar 6nlenebilmektedir. Oksijen hosa gitmeyen degisiklikleri yapmadan
once askorbik asit tarafindan tutulur. Bu sekilde dondurulmus seftali, kayisi ,elma,
izim, muz, armut, ananas gibi meyvelerde 20 yildan beri askorbik asit antioksidan
olarak kullanilmaktadir [13].

2.2. Analitik Metot Validasyonu

Validasyon, ilaclarin gelistirilmesi, liretim ve kontroliinde kullanilan temel islemlerin

ve makinelerin sistematik olarak gdzden gegcirilmesi, Onerilen iiretim ve kontrol



yontemleri kullanildiginda tekrarlanabilir sonuglarin alinacagindan ve istenilen
kalitenin saglanacagindan emin olunmasi igin yapilan islemlerdir [14]. Analitik
metod validasyonu ise; analizlerde kullanilan metodun valide oldugunu
kanitlamaktir. Bu tanimlananin disinda USP XXI Suplement 9 Analitik metod
validasyonunu su sekilde tanimlamistir: Analitik metod validasyonu, metodun
performans Ozelliklerinin hedeflenen analitik aplikasyonlarin amacina uygun olup
olmadigmin, laboratuvar calismalar1 ile gosterilmesidir. ICH Guideline Q2A,
validasyonun temel amacinin analitik bir prosediiriin tasarlanan maksadina
uygunlugunu ispatlamaktir seklinde ifade etmistir. Analitik metod validasyonunun

amaci,

- Potansiyel hatalarin kaynaklarini tanimlamak ve tayin etmek
- Metodun amaca uygun olup olmadigini saptamak
- Metodun kestirimler yapmaya uygun oldugunu ispatlamak

- FDA'in taleplerini yerine getirmek

seklinde ifade edilebilir. Validasyonun bize sagladigi bazi1 faydalar vardir. Bu
faydalar;

- Regiilasyonlara uyum

- Metodlardaki verilerin giivenilirligi

- Verilerin tekrarlanabilirligi, dogrulugu, seciciligi
olarak agiklanabilir.
2.2.1. Neler valide edilir

USP'ye gore analiz yontemleri 3 gruba ayrilmistir. Bunlar;

- Grup I, hammadde veya bitmis {iriin i¢indeki aktif maddenin (koruyucular

dahil) tayininde kullanilan yontemler



- Grup II, hammaddedeki safsizliklari veya bitmis Triindeki pargalanma
tirtinlerini tayin etmeye yarayan yontemler
- Grup III, friniin performans Ozelliklerini (dissoliisyon profili, igerik

esdagilimi v.b.) tayin i¢in kullanilan yontemler

Bu yontemlerin kullanim amacima gore valide edilecek parametrelerde farklilik

gostermektedir.

2.2.2. Validasyon parametreleri

Validasyon parametreleri, analiz yOntemlerinde valide edilecek parametreleri
aciklamaktadir. GMP, ICH/USP, FDA‘in yayimladiklar1 validasyon kilavuzlarinda
yapilmasi istenen ¢esitli validasyon parametreleri belirtilmektedir [15]. Validasyon

ile ilgili yayimlanan kilavuzlar;

- 1978 cGMP

- 1987 FDA validasyon kilavuzu

- 1989 Supplement 9 USP XXI

- 1994 FDA reviewer kilavuzu

- 1995 ICH validasyon tanimlari

- 1997 ICH validasyon metodoloyjisi

- 1999 Supplement 10 USP 23

- 2000 FDA draft validasyon kilavuzu

GMP validasyon parametreleri;

- Dogruluk

- Hassasiyet

- Segicilik

- Tekrar elde edilebilirlik



ICH/USP validasyon parametreleri;

- Segicilik

- Dogrusallik

- Dogrusallik aralig

- Dogruluk

- Hassasiyet (Tekrarlanabilirlik ve Ara Hassasiyet)
- Tespit edilebilirlik limit

- Tayin edilebilirlik limiti

1978 cGMP validasyon parametreleri;

- Dogruluk

- Hassasiyet

- Segicilik

- Tekrar elde edilebilirlik

ICH/USP validasyon parametreleri;

- Segicilik

- Dogrusallik

- Dogrusallik aralig

- Dogruluk

- Hassasiyet (Tekrarlanabilirlik ve Ara Hassasiyet)
- Tespit edilebilirlik limiti

- Tayin edilebilirlik limiti

1987 FDA Kilavuzlar1 validasyon parametrelert,

Secicilik

Dogrusallik (&Dogrusallik araligt)

Dogruluk
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- Geri Kazanim

- Ruggedness

1994 FDA Reviewer Kilavuzu validasyon parametreleri;

- Dogruluk

- LOD/LOQ

- Dogrusallik

- Hassasiyet

- Dogrusallik Aralig1
- Geri kazanim

- Dayaniklilik

- Cozelti stabilitesi

- Segicilik

2000 FDA Draft Kilavuzu validasyon parametreleri;

- Dogruluk

- LOD/LOQ

- Dogrusallik

- Hassasiyet

- Dogrusallik Aralig1
- Geri kazanim

- Dayaniklilik

- Cozelti stabilitesi

- Secicilik

- Stress ¢alismalari

Segicilik (Spesifiklik): Segicilik analitik bir metodun, analiz edilecek maddeyi diger
bilesenlerin varliginda 6l¢ebilme yetenegidir. Kullanilan yontemin sadece o etken
maddeye Ozgiin ve spesifik olmasidir. Bir etken maddenin yanma, safsizliklari,

parcalanma triinleri ve diger yan iirlinleri ile plasebo maddeler ilave edildigi zaman
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bizim ydntemimiz sadece etken maddeyi Olgebilmeli, digerleri ile reaksiyon
vermemelidir. Se¢icilik bu iki grup analiz arasindaki farkliliktir. Amag etken madde
miktarini tayin etmek i¢in kullanilan yontemde, iiretim formiiliindeki yada kullanilan
diger kimyasallarin etken maddeyle karismadigin1 gostermektir. Segicilikte yapisal

olarak birbirine benzer bilesikleri ayirt edebilmelidir.

Dogrusallik: Analit konsantrasyonu ile elde edilen cevap arasinda direkt ve orantili
bir iligskinin oldugunun gosterilmesidir. Sinyale karsi analit konsantrasyonu grafigi
gorsel olarak incelenerek, istatiksel metodlar kullanilarak lineer regrasyon y=mx-+b
korelasyon katsayisi, y kesim noktast (b), egim (m), artik kareler toplami
degerlendirilir. ICH tavsiyelerine gore en az 5 konsantrasyon seviyesi gereklidir [16-
20].

Dogrusallik araligi: Uygun bir seviyede hassasiyet, dogruluk ve dogrusalligin elde
edildigi, numunedeki analitin, minimum ve maksimum konsantrasyon araligidir.
Genellikle dogrusallik calismalarinda belirlenir. Metodun kabul edilebilir
dogrusallik, dogruluk ve hassasiyet sagladiginin gosterildigi aralik segilir. Belirlenen
minimum aralik hammadde ve bitmis {liriin miktar tayini i¢in test konsantrasyonunun
%80-120’si; icerik esdagilimi miktar tayini i¢in test konsantrasyonunun %70-130’u;
dissoliisyon test metodu icin spesifikasyonlarda belirtilen araligin £%20°s1; safsizlik

miktar tayini icin safsizlik spesifikasyonunun %120’si olmalidir.

Dogruluk: Bir analiz yonteminin dogrulugu elde edilen test sonuglarinin gergek
degere olan yakinhigidir. Analitik prosediirlerde belirtilen aralikta ¢aligilmalidir. En
az 3 konsantrasyon seviyesi ve her bir konsantrasyondan 3’er numune ile
calisilmalidir. Dogruluk, analiz sonucu elde edilen miktarin, ilave edilen gercek
miktarin geri kazanilan miktar1 olarakta tanimlanir. % Geri kazanim olarak da ifade

edilir.

Hassasiyet: Ayn1 homojen numuneden yapilan numuneleme islemlerinden elde edilen
bir dizi 6l¢limlerin birbirine olan yakinliginin ifadesidir. Hassasiyet terimleri 6

seviyede incelenir;
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- Tekrarlanabilirlik

- Ara hassasiyet

- Tekrar elde edilebilirlik
- Sistem kesinligi

- Saglamlik

- Dayaniklilik

Tekrarlanabilirlik (Kesinlik): Bir analiz yonteminin kesinligi, kisa zaman zarfinda,
ayni c¢alisma kosullarinda, elde edilen hassasiyeti belirtir. %100 konsantrasyon
seviyesinde 6 Olciim ile degerlendirilir. Bir diger degerlendirme durumu ise en az 9

Ol¢tim (3 farkli konsantrasyon ve 3’er numune)’diir.

Ara hassasiyet: Bir analiz yonteminin ara hassasiyeti, ayni analiz numunesinin uzun
zaman araliklarinda analizi yapildiginda elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir
olmasidir. Farkli zamanlarda, yapilan iki analiz sonucunun hassasligimin dl¢iistidiir
seklinde de tanimlanabilir. 6 adet numunenin farkli gilinlerdeki analiz sonuglar1 ve

relatif standart sapmalar1 degerlendirilir.

Tekrar elde edilebilirlik: Tekrar elde edilebilirlik, farkli zamanlarda, farkli
laboratuvarlarda farkli analistlerin, yaptiklar1 analizin sonucunda elde edilen
sonuglarin tekrarlanabilir olmasidir. Laboratuvarlar arasi hassasiyeti agiklar. Ara

hassasiyet ¢alisilmissa gerek yoktur.

Sistem kesinligi: Homojen numuneden (konsantrasyonu bilinen standart) ardisik
olarak alinan 6l¢iim sonuclarmin relatif standard sapmasi degerlendirilerek sistemin

kesinligi Ol¢iilmiis olur. Aynt numuneden ardisik 10 6l¢iim alinmasi gereklidir.

Saglamlik: 1994 yilinda saglamlik iptal edilmis ve dayaniklilik ile degistirilmistir.
Ayni numunelerin, farkli sartlar altinda analiz edilerek elde edilen test sonuc¢larinin

tekrar elde edilebilirliginin dl¢limiidiir. Bu sartlar, farkli analist, farkli laboratuvar,
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farkli cihaz, farkli lot numarali reaktifler, farkli analiz siireleri, farkli sicakliklar,
farkl1 giinler vs. olabilir.

Dayaniklilik: Metot parametrelerinde yapilan kasitli degisikliklerden metodun
etkilenmeden kalabilme kapasitesinin 6lgiimiidiir. Hassasiyet terimleri basit bir

sekilde 6zetlenecek olursa;

- Tekrarlanabilirlik (Bir analiz 6 numune)
- Ara hassasiyet (Iki analiz)

- Tekrar elde edilebilirlik (Iki laboratuar)
- Sistem kesinligi (10 adet ardigik 6l¢lim)
- Saglamlik (Bir ¢ok degisken)

- Dayaniklilik (Kasith degisiklikler)

Tespit edilebilirlik limiti (Kalitatif Teshis Limiti): Numunedeki analitin, %95
giivenilirlikte tespit edilebilecegi en diisiik miktaridir. Genellikle bu seviyelerde

kantitatif sonuclar elde edilemez.

Tayin edilebilirlik limiti (Kantitatif Tayin Limiti): Numunedeki analitin, uygun
dogruluk ve hassasiyet ile %95 giivenirlilikte tayin edilebilecegi en diisiik
konsantrasyondaki miktaridir. Bu parametre 6zellikle impiirite gibi diisiik maddelerin

analizinde 6nem tasir.

Tespit ve Tayin edilebilirlik limitleri;

- Gorsel olarak (cihaz kullanilmayan metodlar i¢in)

- Sinyal: Giiriiltii oranina dayandirilarak

2.3. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimdaki iki yada daha fazla bilesenin, hareketli (tastyici) bir
faz yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmeleri

esasina dayanir. Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine
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cok yakin bilesenlerden olusan karigimlari, tiimiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak
olanaklidir.

Kromatografide durgun faz, bir kat1 veya kat1 yiizeyine kaplanmis bir siv1 fazdir.
Durgun fazin lizerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi fazdir. Hareketli fazin
stvi oldugu kromatografi tiirline sivi kromatografi; hareketli fazin gaz oldugu
kromatografi tiiriine ise gaz kromatografi denir. Gaz kromatografi, gaz, ugucu sivi ve
kat1 karigimlar i¢in uygulanan bir tekniktir. Sivi kromatografi ise oOzellikle 1s1l
kararsiz ve ucucu olmayan ornekler i¢in uygulanir. Bir kantitatif analiz teknigi olan

kromatografide amag, anlamli bir siire i¢inde iyi bir ayirma yapmaktir [21].

Kromatografinin siniflandirilmasi:

1. Ayrilma mekanizmalarina gore:

a. Adsorpsiyon kromatografisi

b. Dagilma kromatografisi

c. lIyon degistirme kromatografisi
d. Molekiiler eleme kromatografisi
e. lIyon cifti kromatografisi

f.  Afinite kromatografisi
2. Uygulama bi¢imine gore:
a. Diizlemsel kromatografi
- Kagit kromatografisi
- Ince tabaka kromatografisi
b. Kolon kromatografisi
- Gaz kromatografisi
- Yiiksek performanslh sivi kromatografisi (HPLC)
3. Faz tipine gore
a. Gaz kromatografisi
- Gaz-Kat1 kromatografisi
- Gaz-Sivi kromatografisi
b. Sivi kromatografisi

- Sivi-Kat1 kromatografisi
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- S1vi-S1ivi kromatografisi

2.3.1. Gaz kromatografisi (GC)

Bir karisimda gaz halinde bulunan veya kolayca buharlastirilabilen bilesenlerin
birbirinden ayrilmasi amactyla gaz kromatografisi yontemi kullanilir. Bu yontemde
ayrilma, bilesenlerin farkli kati1 ylizeylerdeki farkli adsorpsiyon ilgilerine gore
gerceklesir. Numunede bulunan bilesenler, kolona tutunma ilgilerine gore farkh
zamanlarda kolonu terk ederek dedektore ulagirlar. Dedektor bu maddeleri algilayip
numune konsantrasyonlari ile orantili olarak elektriksel bir cevap iiretir. Gaz
kromatografisi yonteminde inert bir kat1 dolgu maddesi iizerine ugucu olmayan bir
stvi kaplanmasi yerine, bu sivi filminin dogrudan ince bir cam veya silika kapiler
borunun i¢ yiizeyine tutundurulur. 0,2-0,5 mm i¢ ¢apinda ve 10-50 m gibi ¢ok uzun
kapiler kolonlar kullanilir. Bu nedenle kapiler kolonlarin verimliligi ve ayiriciligi,
dolgulu kolonlara oranla ¢ok daha iyidir. Gaz kromatografi cihazlarinda sicaklik
kontroliinii saglayan kolon firmmi bulunmaktadir. Bu nedenle, diger kromatografik
tekniklerin aksine sicaklik degisimi de alikonma siiresini degistirmekte kullanilabilir.
Hareketli faz olarak helyum, azot veya argon gibi inert bir gaz kullanilir ve bu gaza

tastyict gaz adi verilir [21].

2.3.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi bir ayirma teknigi olarak tiim analitik
ayirma teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir. Bir sivida ¢oziinmiis ayrilacak
bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek tizerindeki sabit faz
ile farkli etkilesmelere girerek, kolon ig¢inde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik
zamanlarda terk ederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada tasiyici faz olan
stvi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma
daha kisa siirede ve tam olarak gergeklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina

baglanan uygun bir detektorle tespit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir.
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Yiiksek hizda gergeklestirilen ayirmalarin yapildigi sivi kromatografi sistemlerine,
Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography) denir.
Duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan
tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi,
kolonunun pek ¢ok kez kullanilabilir olmasi, yiiksek tekrarlanabilirlige sahip olmasi,
nitel ve nicel analizlerde kullanilabiliyor olmasi ve oOzellikle yeni nesil ultra
performans likit kromatografiler i¢in ¢ok kisa analiz siireleri HPLC’lerin kullanim
alanim1 arttirmistir.  Amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar,
karbohidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-
organik tiirler ve c¢esitli inorganik bilesikler HPLC kullanim alanina ornek

sayilabilirler [22].

Normal faz sivi kromatografisi: Hareketli fazin apolar, sabit fazin polar oldugu

sistemlere normal faz sistemler denir.

Ters faz sivi kromatografisi: Hareketli fazin polar, sabit fazin apolar oldugu
sistemlere ters faz (RP) sistemler denir. Bu sistemde kolon apolar, hareketli faz ise
metanol, asetonitril ve su gibi polar ¢oziiciilerdir. Gelistirilen bu teknikte ornek ve
kolon hidrofobik bir etkilesim olusturur. C18, C8, C4, C2, fenil gibi kolonlar ters faz

stvi kromatografisinde kullanilan kolon ¢esitleridir.

2.3.3. HPLC cihazi ve HPLC sistem tiirleri

HPLC cihazi; ¢6ziicli dagitma boliimii pompa, ornekleyici, ayirma kolonu, dedektor
ve kaydedici sistem olmak {izere baglica dort boliimden olusur. HPLC tekniginde
hareketli fazin bilesimine gore izokratik ve dereceli eliisyon olmak tizere iki tiir
sistem vardir. izokratik eliisyon; tek pompa kullanilarak sabit bilesenlerdeki bir
hareketli fazla yapilan eliisyondur. Eger ayrilmasi gereken bilesenlerin k' degerleri
yakinsa hareketli faz olarak sabit bilesende bir ¢oziicli veya c¢oziicii karigimi
kullanilarak k' istenilen degerde tutulabilir. Dereceli eliisyon; birden fazla pompa
kullanilarak polariteleri birbirinden farkli hareketli fazlarla yapilan eliisyondur. k'

degerleri birbirinden ¢ok farkli olan ¢ok bilesenli 6rnekler i¢in tek bir ¢oziicii bulmak
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olanaksizdir. Bu durumda dereceli eliisyona basvurulur. Ayirma sirasinda dnceden
saptanan ve zayif ellisyon yapan ¢oziiciiden, kuvvetli eliisyon yapan bir ¢oziicliye
giderek kolona ardi ardina farkli kuvvetteki ¢oziiciiler pompalanir. Dereceli eliisyon
genellikle ¢6ziicii karigimlar1 kullanilarak saglanir. Bunun disinda hareketli fazin
baz1 ozellikleri degistirilerek de dereceli eliisyon yoluna gidilebilir. Bunlardan
bazilar1 iyonik kuvvetin, pH’in degistirilmesi, hidrojen bagi yapma &zelliginden

yararlanma, dielektirik sabitinin degistirilmesidir [21].

2.3.4. Coziicii dagitma sistemi (pompa)

Coziicii pompalama sistemi HPLC’de en 6nemli kisimlardan biridir. Kolon giris ve
¢ikist arasinda olusturulmasi gereken yiiksek basing farki, kolon girisine bir pompa
yoluyla uygulanan basing ile saglanir. Pompanin performansi, analitik sonuglardaki
tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gozlenebilme smirt vb. degerleri biiyiik oOlgiide
etkiler. Mobil fazi olusturan ¢oziicii karisimlarinin, enjektor, kolon ve dedektor
icerisinden belirli, sabit veya degisken bir hizda, belirli basin¢ altinda ge¢mesini
saglar. HPLC donaniminda yer alan pompalama sistemleri, akis hizina gore,
pompanin yapiminda kullanilan malzemeye gore ve pompanin mobil fazi iletme

mekanizmasina gore olmak iizere 3 farkl sekilde kategorize edilebilmektedir [21].

2.3.4.1. Akis hizina gore pompalar

Microbore Pompa Sistemleri: I¢ ¢ap1 2 mm’ye kadar olan kolonlar igin kullanilir ve

1-250 mL/dk. araliginda akis hiz1 saglarlar.

Standart Bore Pompa Sistemleri: Analitik HPLC uygulamalarinda en sik kullanilan
pompa sistemi olup 100 mL—-10 mL/dk. araliginda akis hiz1 saglarlar. Yar1 preperatif

HPLC uygulamalarinda i¢ ¢ap1 12 mm’ye kadar olan kolonlar i¢in tercih edilirler.

Preperatif Pompa Sistemleri: Analittk HPLC uygulamalarinin disinda calisma
alanlarinda kullanilir ve 10 mL/dK.’dan biiyiik akis hiz1 saglarlar.
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2.3.4.2. Pompanin yapildig1 malzemeye gore pompalar

Metalik: En cok tercih edilen metalik malzeme, mekanik dayanikliligi, asinma
direnci ve iyi termal stabilitesi nedeniyle 316 paslanmaz c¢eliktir. Mobil fazin
bilesenlerinden ¢ok azi 16 paslanmaz celige zarar verebilir. Bir diger metalik
malzeme alternatifi ise titanyum’dur. Mekanik dayaniklilik 6zellikleri 316 paslanmaz
celige benzemekle birlikte, asinma direnci ve kimyasallara karsi inertligi daha
fazladir. Titanyum ve ¢elik materyaller 6000 psi basinca kadar dayaniklidirlar.
Metalik materyallerin sakincalar1 olarak ise yliksek maliyetleri, kuvvetli asidik

ortamlara dayaniksizlik, biyolojik 6rneklerle gecimsizlik sayilabilir.

Ametalik: Metalik pompalarin bahsedilen sakincalar1 sebebiyle ametalik materyaller
de pompa imalinde kullanilmaktadir. Bu amagla en c¢ok polietiletilketon (PEEK),
politetrafloroetilen (TEFLON) ve seramik mateyaller tercih edilmektedir. TEFLON
biyolojik ornekler ve asidik ortamlarla geg¢imli olmakla birlikte 2000 psi basincin
tizerisi i¢in dayanikli degildir. PEEK ise 5000 psi basinca kadar dayanikli olup 316
paslanmaz c¢elige zarar veren asidik c¢ozeltilere dayaniklidir. Ancak HPLC
uygulamalarinda kullanilan bir ¢ok organik ¢oziiciilere dayaniksizdir. Seramik yapi
materyali olarak safir 20 yili agkin siiredir pompalarda 6zellikle piston parcalarinin
imalatinda kullanilmaktadir. Bu tiir malzemeler iyi kimyasal stabiliteye sahip

olmakla beraber ¢ok yliksek maliyetleri uygulamalarinda kisitlamalar getirmektedir.

2.3.4.3. Mobil faz iletim mekanizmasina gore pompalar

Siringa Tip Pompalar: Cok kullanilmamakla birlikte akis hizinin 100 mL/dk.’dan
daha az oldugu uygulamalarda tercih edilmektedirler. 10-50 mL hacminde bir
siringaya pistonun elektrik motoruyla ittirilmesiyle akis saglanmaktadir.
Saglanabilecek mobil faz akis siiresi siringanin hacmi ile sinirlt olup, yeniden dolum

sirasinda akis kesilmek zorundadir.

Piston Pompalar: Modern HPLC donaniminin standart pargasidir. Yapist 2 kisim

hareketli parcadan olusur. Bunlar, kontrol vanalar1 ve pistondur.
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2.3.5. Kolonlar

Modern HPLC donaniminin 4 temel yap1 tagindan birisi olan kolon, karmasik
orneklerde bilesenlerin birbirinden 1yi ¢oziintirliikle ayirimindan sorumlu sabit fazdir.
Kolon imalatinda yap1 materyali olarak 316 paslanmaz ¢elik, TEFLON, cam veya
PEEK en sik tercih edilenlerdir. Kolonun ayirim giicii ve performans: yapildig
materyalden ¢ok, i¢ yilizeyine yapilan kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal ve
fiziksel ozelliklerinden etkilenmektedir. Kullanilan bu tiir kaplama malzemeleri ¢ok
cesitli olup, kullanilacak mobil fazin ve uygulanacak HPLC metodunun 6zelliklerine
ve analizi yapilacak Ornegin bilinen kimyasal ve fiziksel oOzelliklerine gore
secilmelidir. Segilecek kolonun HPLC uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve
dolayisiyla olusacak basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Bir¢ok analitik
kolonun i¢ ¢ap1 2-5 mm araliginda degismektedir. Kolon i¢ ¢ap1 arttik¢a akis hizi ve
i¢ doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢oziiniirligi dolayisiyla
duyarlilik azalmaktadir. Kolonlarin boylar1 (uzunlugu) ¢ok ¢esitli olup genellikle 30-
300 mm araliginda degismektedir. Kolon uzunlugu arttikca 6rnek bilesenlerinin
ayirimi daha iyi olmakta fakat analiz siiresi uzadigi i¢in daha fazla mobil faz
harcanmaktadir. Ilk HPLC c¢alismalarda kullanilan sabit faz materyalleri olarak
alimuna ve silica gibi polar sabit fazlar kullanilmigtir. Daha iyi ayirimlar
yapilabilmesi ic¢in sabit ve hareketli fazda parametre degisikliklerine ihtiyag
duyulmustur. Bu ihtiya¢ modifiye silikanin dogusunu saglamistir. Karbon yapisiyla
modifiye edilmis silica, apolar hareketli fazdan polar hareketli faza gecisi
saglamistir. Sabit faz cesitliliginin ¢ok olmasi, normal faz c¢alismadan ters faz
calismaya olan egilimi arttirmistir. Bu gelisim normal faz ¢calismada ayirimi zor olan
birgok madde icin kolaylik saglamistir. Genel olarak kolonlar tarih siirecinde
diizensiz partikiiller igeren birinci nesil kolonlar, kiiresel partikiiller igeren kolonlar
ve yeni nesil monolitik kolonlar olarak gelisim gostermistir. Iyi bir kolon dolgu
maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiclilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere
kars1 inert olmalidir. Genis yiizey alanina, diizglin olarak dagilmis ve hareketli faza
kolay erisebilir agik yapisal ylizeye sahip olmalidir. Yiiksek basing ve yiiksek akis
hizlarindan etkilenmemelidir. Yeni nesil kolonlar, bugiine kadar gelistirilmemis

seviyede verimlilik, pH dayanimi, uygulanabilirlik ve tekrarlanabilirlik saglarlar.
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HPLC c¢alismalarint daha basit kilar, asir1 asidik ve bazik 6rneklerde rahatlikla
calisir. Analitik kolonun Omriinii artirmak amaciyla, analitik kolondan &nce
genellikle kisa bir kolon yerlestirilir. Bu kolonun gorevi, sadece partikiil haldeki
maddeleri ve ¢oziicii igindeki yabanci maddeleri tutmak degil, ayn1 zamanda numune
icinde bulunan ve durgun faza tersinmez olarak baglanan bilesenleri de tutmaktir.
Emniyet kolonundaki dolgu maddesinin bilesimi, analitik kolondakine ¢ok benzer
olmalidir. Bununla beraber, basing diisiisiinii en aza indirmek i¢in tanecik boyutu

genellikle daha biiytiktiir [21].

2.3.6. Dedektorler

Dedektorler HPLC donaniminin 4 temel parg¢asindan birini olusturur. Kolondan
¢ikan maddelerin derisimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir dedektor ile olgiiliir.
Dedektér segimi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek igin son derece énemlidir. yi
bir dedektdriin duyarli, dogrusal, segici, kosullardan ve degisimlerden etkilenmeyen,

numuneyi tahrip etmeyen, ucuz ve kolay kullanima uygun olmalidir.

Dedektorler, 6rnek bilesenlerini tayin ederken oOlctiikleri fiziksel 6zelliklere gore, 8

gesittir:

2.3.6.1. Ultraviole / Goriiniir Bolge Dedektorii

Absorbans Olciiliir. Lambert-Beer yasasi gecerlidir. Spektrum taramasi yapmak,
farkl1 dalga boyunda calismak veya dalga boyunu zamana karsi programlamak

mumkindiir.

2.3.6.2. Fotodiyot Array Dedektorii (DAD)

UV/VIS dedektorden farki, 512 elementden olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1
bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli olarak Olgebilmesidir. Bu sayede 3
boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini

gorebilmek olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda calisilabilmesi bu
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dedektoriin sagladigr bir diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi doteryum

veya tungsten lambadir.

2.3.6.3. Fluoresans Dedektorii (FLD)

Organik maddelerin yaklasik %15°1 fluoresans olusturma yetenegine sahiptir. Olusan
fluoresans Olgiilmektedir. Kullanilan 151k kaynagi ksenon lamba olup, duyarliligi

UV/VIS dedektore gore yaklasik 103 kat fazladir.

2.3.6.4. Iletkenlik Dedektorii (CDD)

lletkenlik 6lgiiliir. Daha ¢ok anyon ve katyon analizlerinde kullamilir. Sicaklik
kontrolii ¢cok 6nemlidir. Bu sebeple kolon firini igerisinde ¢aligilmalidir. Kullanilan

hareketli fazin iletkenligi ne denli diisiik olursa olusan giiriiltii de o denli diistik olur.

2.3.6.5. Refraktif indeks Dedektorii (RID)

Kirilma indisi dl¢iiliir. Sicakliktan etkilenir. Ornek bilesenlerinin bulundugu ortamda
yogunluk artacagindan gelen 1s1k kirilarak hiicreyi terkeder. Isigin Olgiilen kirilma

oranindan (kirilma indisi) kantitatif tayin yapulir.
2.3.6.6. Elektrokimyasal Dedektor (ECD)
Elektroaktif maddeler analizlenebilir. Yani bilesenler, belirli potansiyel degerlerinde

yiikseltgenebilir veya indirgenebilir olmalidir. Olgiilen fiziksel &zellik tayin sirasinda

olusan elektrik akimidir.

2.3.6.7. Kiitle Dedektorii (MS)

Ornek bilesenlerine ait ¢ok 6zgiin kromatogramlar elde edilir, dolayisiyla 6zellikle

kalitatif tayinlerde teshis amagli kullanimlarda ¢ok 6nemli bir dedektordiir [23].



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Deneysel calismalarda kullanilacak kimyasallar, cihazlar, gerekli malzemeler
secilmis ve calisilacak parametreler belirlenmistir. Askorbik asidin miktar tayininde
kullanilacak cihazlarin ve kimyasal maddelerin &zellikleri tablolarla belirtilmistir.
(Tablo 3.1. ve 3.2.)

Tablo 3.1. Askorbik asidin miktar tayini i¢in kullanilan cihaz ve ekipmanlar.

Cihaz Seri no ve firma Ozellikleri

Yiiksek basingli s1vi
HPLC A12SM4927A/ Waters )
Kromatografisi, UV dedektor

Yiiksek basingli s1vi

HPLC S12SM4265A/ Waters .
Kromatografisi, DAD dedektor
. Inertsil ODS-3V, 250x4.6 mm
Kolon GL.Sciences Inc.
5 um
Analitik terazi B124152490/ Mettler toledo Hassas terazi
pH metre Methrom 692pH / yon metre
Karistirict Heidolph MR 3001K 1250 rpm

Tablo 3.2. Askorbik asidin miktar tayini i¢in kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Seri no ve firma Son kullanim tarihi
Askorbik Asit CRS 4/EP Giincel
Askorbik Asit TL01210753 / DSM 10.2015
Dipotasyum Hidrojen Fosfat 1100601043 / J.T. Baker 02.2016
Asetonitril SZBDO011SV / Sigma Aldrich 09.2015

Fosforik Asit K426614 133 / Merck 08.2016
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3.2. Askorbik Asit Miktar Tayini HPLC Analizi I¢in Analitik Metod Validasyonu

3.2.1. Kromatografik sartlar

Kolon - INERTSIL ODS-3V 250 x 4,6mm Sum veya esdegeri
Dalga boyu 210 nm

Akis hizi : 1,0 ml/dk.

Kolon sicakligi :25°C

Numune sicakligt :25°C

Enjeksiyon hacmi 50 pl

Enjeksiyon siiresi : 8 dk.

Yaklagik Alikonma Zaman1 : Askorbik Asit 3,5 dk.

Seyreltme Cozeltisi : Hareketli Faz

Fosfat Tampon: 4,35 g dipotasyum hidrojen fosfat R 1000 ml su igerisinde

¢ozilmistiir. pH 3,3’¢ o-fosforik asit ile ayarlanmistir.

Hareketli Faz: Fosfat Tamponu: Asetonitril (95:5) (h/h) oraninda karistirilmustir.

Filtre ve degaze edilmistir.

3.2.2. Spesifiklik

Spesifiklik caligmalar1 esnasinda kullanilmis olan ¢ozeltiler asagidaki gibi

hazirlanmistir.

Standart Cozelti: 22,2 mg Askorbik Asit WS hassas bir sekilde tartilarak 100 ml’ lik
balon joje igerisine aktarilmistir. 70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Ultrasonik banyoda c¢oziinmesi saglanmistir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanmistir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas pipet ile 20,0 ml’lik balon jojeye
aktarilmistir ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak iyice karistirilmistir.

0,45 pm PTFE filtreden siiziilmiistiir.
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Test Cozeltisi: Tam tartilmis 22,2 mg Askorbik Asit’e esdeger tablet tozu (yaklagik
166 mg) 100 ml’lik balon jojeye aktarilmustir. 70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave
edilmis, ultrasonik banyoda 3 dk tutularak ¢Oziilmiistiir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi
ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas pipet ile 20,0 ml’lik balon jojeye
aktarilmistir ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak iyice karigtirilmistir.

0,45 pm PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Plasebo ¢ozeltisinin hazirlanisi: Tam tartilmis 22,2 mg Askorbik Asit’e esdeger
plasebo tozu 100 ml’lik balon jojeye aktarilmistir. 70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave
edilip ultrasonik banyoda 3 dk tutularak ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas
pipet ile 20,0 mI’'lik balon jojeye aktarilmis ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile

tamamlanarak iyice karistirilmistir. 0,45 pum PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Plasebo + Hammadde ¢ozeltisinin hazirlanisi: Tam tartilmig 22,2 mg Askorbik Asit’e
esdeger plasebo tozu ve 22,2 mg Askorbik asit 100 mI’lik balon jojeye aktarilmistir.
70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 3 dk tutularak ¢oziilmiistiir.
Bu c¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas pipet ile 20,0 ml’lik balon jojeye aktarilmis ve
hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak iyice karistirilmistir. 0,45 pm PTFE

filtreden siiziilmiistiir.

Diosmin ¢ozeltisi hazirlanigi: Tam tartilmis 22,2 mg Askorbik Asit’e esdeger
diosmin 100 ml’lik balon jojeye aktarilmistir. 70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip
ultrasonik banyoda 3 dk tutularak ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zeltinin 2,0 ml’si hassas pipet
ile 20,0 ml’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile

tamamlanarak iyice karistirilmistir. 0,45 pum PTFE filtreden siiziilmiistiir.

Hesperidin ¢ozeltisi hazirlanisi: Tam tartilmis 22,2 mg Askorbik Asit’e esdeger
hesperidin 100 ml’lik balon jojeye aktarilmistir. 70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip
ultrasonik banyoda 3 dk tutularak ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas pipet
ile 20,0 ml’'lik balon jojeye aktarilmis ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile

tamamlanarak iyice karistirilmistir. 0,45 pm PTFE filtreden sliziilmiistiir.
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Etken madde miktarini tayin etmek i¢in kullanilan HPLC ydnteminde, iiretim
formiilindeki ya da kullanilan mobil fazdaki kimyasallarin etken madde pikine

girisim yapmadigini gostermek i¢in :

- Seyreltme ¢ozeltisi

- Plasebo ¢ozeltisi

- Standart ¢ozeltisi

- Plasebo + Hammadde ¢ozeltisi
- Test ¢ozeltisi

- Diosmin ¢ozeltisi

- Hesperidin ¢ozeltisi

etken madde miktar tayini sartlarinda kalibre edilmis HPLC cihazina ayri ayri
enjekte edilerek sonuglar degerlendirilir. Etken madde alikonma zamaninda baska
pik gorilmemelidir. Biitiin bilesenlerin pik safliklart uygun olmalidir. Sonuglarin
uygunlugu analiz metodunun spesifik ve kesin sonu¢ veren bir yontem oldugunu

gosterir.
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Sekil 3.1. Seyreltme ¢ozeltisi kromatogrami

Seyreltme ¢ozeltisi kromatografik sartlarda belirtildigi gibi hazirlanmis, sisteme
enjekte edilmistir. Kromatogramdan da goriildiigii gibi etken madde alikonma
zamaninda pik goriilmemektedir.
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Sekil 3.2. Plasebo ¢6zeltisi kromatogrami

Plasebo ¢ozeltisi spesifiklik boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanmis, sisteme enjekte
edilmistir. Kromatogramdan da goriildiigii gibi plasebo kaynakli hi¢bir yardimei

madde, etken madde alikonma zamaninda bir girisime neden olmamaktadir.
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Peak Name | RT Area | % Area
ashorbik asit | 3510 | 6355843 | 10000

Sekil 3.3. Standart ¢6zeltisi kromatogrami

Standart ¢ozeltisi spesifiklik boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanmis, sisteme enjekte
edilmistir. Belirtilen konsantrasyonda, kromatogramdan goriildiigii gibi alan ve
alikonma zamanlar1 belirlenmistir.

Purity Plot
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Minutes
PA: 0.094 TH: 0231
SampleName: std_sec Vial: 5 Injection: 1 Date Acquired: 12/10/2013 5:01:34 PM Europe/lstanbul
Purity1 Angle: 0.094 Purity1 Threshold: 0.231
Purity
—— Auto Threshold

. Purity Purity . N
Peak Name | RT Area | Height Angle | Threshold Purity Criteria
1| askorbikasit | 3.510 | 635543 | 90000 0.094 0231 | Pass

Sekil 3.4. Standart ¢ozeltisi saflik egrisi

Hazirlanan standart ¢ozeltisinden, DAD dedektor yardimi ile elde edilen pik safligt
kromatogramini inceldigimizde saflik kriteri (purity criteria) bize elde edilen pikin

saf olarak gectigini (pass) gostermektedir.
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askorbik asit | 3.471 | 636881 100.00

Sekil 3.5. Test ¢ozeltisi kromatogrami

Test ¢ozeltisi spesifiklik bolimiinde belirtildigi gibi hazirlanmis, sisteme enjekte

edilmistir. Belirtilen konsantrasyonda, kromatogramdan goriildigii gibi alan ve
alikonma zamanlar1 belirlenmistir.

Purity Plot
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PA: 0104 TH: 0.231
SampleName: test cozeltis_sec Vial: 7 Injection: 1 Date Acquired: 12/10/2013 3:51:57 PM
Europe/lstanbul Purityl Angle: 0.104 Purity1 Threshold: 0.231
Purty
Auto Threshold

. Purity Purity - -
Peak Name RT Area Height Angle | Threshold Purity_Criteria

askorbik asit | 3.471 | 636881 87453 0104 0231

Pass

Sekil 3.6. Test ¢ozeltisi saflik egrisi

Hazirlanan test c¢ozeltisinden, DAD dedektdr yardimi ile elde edilen pik safligi
kromatogramini inceldigimizde saflik kriteri (purity criteria) bize elde edilen pikin

saf olarak gectigini (pass) gostermektedir.
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Sekil 3.7. Plasebo + hammadde ¢6zeltisi kromatogrami

8.00

Plasebo+hammadde c¢ozeltisi spesifiklik bolimiinde belirtildigi gibi hazirlanmus,

sisteme enjekte edilmistir. Belirtilen konsantrasyonda, kromatogramdan goriildiigii

gibi alan ve alikonma zamanlar1 belirlenmistir.
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Minutes
PA: 0.099 TH: 0.231
SampleName: plsthammadde_sec Vial: 6 Injection: 1 Date Acquired: 12/10/2013 3:42:57 PM
Europe/lstanbul Punty1 Angle: 0.099 Purity1 Threshold: 0.231
Purity
Auto Threshold
Peak Name RT Area Height x;g Th‘:ggli'gld Purtty_Criteria
1 | askorbikasit | 3.478 | 636740 are2g 0099 0.221 | Pass

Sekil 3.8. Plasebo + hammadde ¢ozeltisi saflik egrisi

Degrees

Hazirlanan plasebo+hammadde ¢6zeltisinden, DAD dedektor yardimi ile elde edilen

pik safligi kromatogramini inceldigimizde saflik kriteri (purity criteria) bize elde

edilen pikin saf olarak gegtigini (pass) gostermektedir.
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Sekil 3.9. Diosmin ¢6zeltisi kromatogrami

Diosmin gozeltisi spesifiklik boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanmis, sisteme enjekte
edilmistir. Kromatogramdan da goriildiigii gibi diosmin hammaddesi kaynakli bir

pik, etken madde alikonma zamaninda bir girisime neden olmamaktadir.
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Sekil 3.10. Hesperidin ¢ozeltisi kromatogrami

Hesperidin ¢ozeltisi spesifiklik bolimiinde belirtildigi gibi hazirlanmis, sisteme
enjekte edilmistir. Kromatogramdan da gorildiigii gibi hesperidin hammaddesi

kaynakli bir pik, etken madde alikonma zamaninda bir girisime neden olmamaktadir.
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Yaklagik olarak 3,5 dakikada gelen askorbik asit pikini etkileyen bir pik
goriilmemektedir. Askorbik asidin pik safligt da uygun goriilmektedir. Bu metod

askorbik asit i¢in spesifiktir.

3.2.3. Dogruluk

Plasebo ile beraber ayr1 ayr tartilarak 80%, 100%, 120% konsantrasyonlarinda 9
adet ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan g¢ozeltiler 3’er kez sisteme enjekte edilmistir.

Miktar tayinindeki gibi ¢calisilmigtir.

Dogruluk numuneleri asagidaki gibi hazirlanimistir.

%80’lik dogruluk numunesinin hazirlanmasi: Tam tartilmis 22,2 mg Askorbik Asit’e
esdeger plasebo tozu ve 17,76 mg Askorbik asit 100 ml’lik balon jojeye aktarilmistir.
70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 3 dk tutularak ¢oziilmiistiir.
Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas pipet ile 20,0 ml’lik balon jojeye aktarilirmis ve
hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak iyice karistirilmistir. 0,45 um PTFE

filtreden siiziilmiistiir.

%100’lik dogruluk numunesinin hazirlanmasi: Tam tartilmig 22,2 mg Askorbik
Asit’e esdeger plasebo tozu ve 22,20 mg Askorbik asit 100 ml’lik balon jojeye
aktarilmigtir. 70 ml seyreltme ¢6zeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 3 dk tutularak
¢Oziilmiigtiir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas pipet ile 20,0 ml’lik balon jojeye
aktarilmis ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak iyice karistirilmistir. 0,45

um PTFE filtreden siiziilmiistiir.

%120’lik dogruluk numunesinin hazirlanmasi: Tam tartilmig 22,2 mg Askorbik
Asit’e esdeger plasebo tozu ve 26,64 mg Askorbik asit 100 ml’lik balon jojeye
aktarilmigtir. 70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 3 dk tutularak
¢cOzililmiistiir. Bu c¢ozeltinin 2,0 ml’si hassas pipet ile 20,0 ml’lik balon jojeye
aktarilmis ve hacmine seyreltme ¢6zeltisi ile tamamlanarak iyice karistirilmigtir. 0,45

um PTFE filtreden siiziilmiistiir.
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Tablo 3.3. Askorbik asit i¢in geri kazanim sonuglari.

Test hamngrdtél?rrrllg/ml) hamﬂzzagela(ﬁglml) Geri kazanim %
0,017673 0,017593 99,55
80% 0,017653 0,017557 99,46
0,017663 0,017492 99,03
0,022107 0,021896 99,05
100% 0,022117 0,021867 98,87
0,022126 0,021866 98,82
0,026490 0,026439 99,81
120% 0,026480 0,026428 99,80
0,026480 0,026302 99,33
Ortalama geri kazanim: 99,30
Geri kazanimin 95% giiven aralig1 sinirlart : +0,29

Ortalama geri kazanim degeri %99,30’dur (Tablo 3.3.). Bu sonuca gore, %80, %100,
%120 i¢in geri kazanim Yyeterlidir ve Askorbik asit aktif madde miktar tayini testi

i¢in “dogruluk” metot validasyon parametresi yontemi uygundur.

Tablo 3.4. Geri kazanim limitleri.

% Aktif igerik Kabul edilebilir geri
kazanim
% 100 98-102 %
> %10 98-102 %
> %1 97-103 %
> 9%0,1 95-105 %

Geri kazanim limitleri etken madde / yardimc1 madde oranina gore belirlenmektedir.
Etken madde / yardimci madde oranina gore uygun geri kazanim limitleri Tablo

3.4.”de verilmektedir.
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3.2.4. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi homojen numunenin tekrarlanan analizlerinden elde

edilen sonuglarinin dagilma miktaridir.

3.2.4.1. Cihaz kesinligi ya da enjeksiyon tekrarlanabilirligi

Test, en az %100 konsantrasyonda hazirlanan standart ¢ézeltinin 6 enjeksiyonu ile

yapilir. Standart ¢ozeltisi spesifiklikteki gibi hazirlanir.

Tablo 3.5. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi sonuglari.

Enjeksiyon sayisi Alan Alikonma zamani

1 639708 3,501
2 639646 3,498

3
639979 3,500
4 639701 3,498

5
640005 3,497
6 639719 3,501

Ortalama

639793 3,499
Standart sapma 156 0002

5 9
Bagil std. sapma, % 0,02 0,05

Bagil standart sapma %2,0’dan fazla olmamalidir. Pik alaninin bagil standart
sapmasi ve pik alikonma zamaninin sirasiyla %0,02 ve %0,05 olmasi analizde
kullanilan yontemin cihaz kesinligi ya da enjeksiyon tekrarlanabilirliginin uygun

oldugunu gostermistir (Tablo 3.5.).

3.24.2. Metot Kkesinligi

Metot kesinligi yontemi, spesifiklikte anlatildigi gibi 6 adet test numunesi

hazirlanarak yapilmistir.
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Tablo 3.6. Metot kesinligi sonuglari.

Metot Kesinligi (%, sonug)

Cozelti 1 99.76

Cozelti 2 99,67

Cozelti 3 99,54

Cozelti 4 99,58

Cozelti 5 99,59

Cozelti 6 99,61
Ortalama (%, sonug) 99,63
Bagil standart sapma (%) 0,08
%095 giiven aralig1 sinirlari +0,09

6 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri maksimum %2,0 olmalidir. 6 analiz
sonucunun bagil standart sapma degeri %0,08 ve numunelerin ortalama miktar tayini
% 99,63 diir (Tablo 3.6.). Sonuglar yontemin metot kesinliginin uygun oldugunu

gostermektedir.

3.2.4.3. Arakesinlik

- Arakesinlik laboratuvar i¢indeki degisikliklerin; farkli gilinlerde, farkl
analistler, vs. kesinligini ifade eder.

- Arakesinlik parametresi bitmis {iriinden elde edilen sonuglarla hesaplanmistir.

- Her bir analist tarafindan 6 adet 100 % konsantrasyonunda numune ¢ozeltisi
metotdaki gibi hazirlanmistir.

- Tim numune g¢ozeltileri birinci analist tarafindan, 1. cihazda analiz edilmistir.

- Tim numune ¢6zeltileri ikinci analist tarafindan, II. cihazda analiz edilmistir.

- Biitlin sonuglar kiyaslanip bagil standart sapma hesaplanmuistir.
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Tablo 3.7. Arakesinlik sonuglari.

Analist 1 Analist 2
Arakesinlik
I.Cihaz I1.Cihaz
(mg/tablet, sonug) (mg/tablet, sonug)
Cozelti | 99,76 99,24
Cozelti 2 99,67 98,54
Cozelti 3 99,54 98,69
Cozelti 4 99,58 98,50
Cozelti 5 99,59 100,43
(6zelti 6 99,61 98,18
Ortalama (mg/tablet, sonug) 99,63 98,93
Bagil standart sapma (%) 0,08 0,82
12 analiz sonucunun bagil standart
0,66
sapmasi (%)
%095 giiven aralig1 sinirlari +0,42

Analiz 1 ve cihaz I’den elde edilen sonuglarin ve Analiz 2 ve cihaz II’den elde edilen
sonuglarin kendi igindeki bagil standart sapma degeri maksimum %2,0 olmalidir.
Ayrica 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri de maksimum %2,0
olmalidir. Analiz 1 ve cihaz I’den elde edilen sonuclarin bagil standart sapma degeri,
0,08% ve Analiz 2 ve cihaz II’den elde edilen sonuglarin bagil standart sapma degeri
0,82% dir. 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri 0,66% dir. Bu sonuglara

gore yontemin arakesinligi uygundur.

3.2.5. Dogrusallik ve calisma arahg

- Dogrusallik ¢alismasi bir konsantrasyon araligindaki numune ¢ozeltilerindeki
analit cevabinin konsantrasyonla dogru orantili oldugunun gosterilmesidir.

- 20%, 40%, 80%, 100%, 120% ve 140% konsantrasyon aralifinda standart
¢oOzeltiler hazirlanmustir.

- 100% standart ¢ozeltisi 6 kez, diger standart c¢ozeltiler 3 er kez enjekte
edilmistir.

- Dogrusallik grafigi ¢izilmistir,

- Egim, kesisim ve korelasyon katsayisi elde edilmistir.
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Dogrusallik ¢ozeltileri asagidaki gibi hazirlanmistir.

Stok Standart Cozeltisi: 22,2 mg Askorbik Asit WS hassas bir sekilde tartilarak 100
ml’ lik balon joje igerisine aktarilmistir. 70 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglanmistir. Hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile

tamamlanmuis, karigtirllmistir. 0,45um PTFE filtreden siiziilmiistiir.

%20 Standart Cozeltisi: Stok Standart ¢ozeltisinden 1 ml 50 ml’lik balon jojeye
alinmig ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Bu ¢ozelti 0,45 pm

PTFE filtreden siiziilerek HPLC vialine aktarilmistir.

%40 Standart Cozeltisi: Stok Standart ¢ozeltisinden 2 ml 50 ml’lik balon jojeye
alinmis ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Bu ¢6zelti 0,45 um PTFE

filtreden siiziilerek HPLC vialine aktarilmistir.

%80 Standart Cozeltisi: Stok Standart ¢ozeltisinden 4 ml 50 ml’lik balon jojeye
alinmig ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Bu ¢ozelti 0,45 um PTFE

filtreden siiziilerek HPLC vialine aktarilmistir.

%100 Standart Cozeltisi: Stok Standart ¢ozeltisinden 5 ml 50 ml’lik balon jojeye
alinmig ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Bu ¢ozelti 0,45 pum PTFE

filtreden siiziilerek HPLC vialine aktarilmistir.

%120 Standart Cozeltisi: Stok Standart ¢ozeltisinden 6 ml 50 ml’lik balon jojeye
alinmig ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Bu ¢ozelti 0,45

um PTFE filtreden siiziilerek HPLC vialine aktarilmistir.

%140 Standart Cozeltisi: Stok Standart ¢ozeltisinden 7 ml 50 ml’lik balon jojeye
alinmis ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ¢ozeltisi ile tamamlanmisir. Bu ¢dzelti 0,45

um PTFE filtreden siiziilerek HPLC vialine aktarilmistir.
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Tablo 3.8. Dogrusallik sonuglart.

Hammadde Enjeksiyonun alan
Cozelti seviyesi konsantrasyonu JEKSLY Hesaplanan alan
ortalamalar1
(mg/ml)

20% 0,0044 124304 123225

40 % 0,0089 253721 254048

80 % 0,0178 510599 512788

100 % 0,0222 639778 640705

120 % 0,0266 772138 768621

140 % 0,0311 898293 899445

Egim : 29071914,0605
Kesigim : -4691,6879
r: 1,0000
r%: 1,0000
y=mx+n: 2,91.10'x-4,7.10°
[ 1000000 )
800000 - y =29071914,0605x - 4691,6879
2=1,0000
600000 -
400000 1 =
=

200000 A

0 konsantrasyon(mg/ml)

0.0000 0.0050 0.0100 0.0150 0.0200 0.0250 0.0300 0.0350

A\ )

Sekil 3.11. Dogrusallik grafigi.

Korelasyon katsayisi(r) minimum 0,995 ve (r?) minimum 0,99 olmalidir. Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde, Askorbik asit i¢in dogrusal sonuglarin elde edildigi
goriilmiistiir. Askorbik asit i¢in korelasyon katsayist r > 1,0000 bulunmustur (Tablo

3.8. ve Sekil 3.11.). Bu yontem Askorbik asit i¢in dogrusal bir yontemdir.
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0.014—5
D.D12—E

0.0105
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0,00
0.008
0,004

0.002

0.00H—————

Cast=—3-498—~

Peak Name

RT

% Mrea

-

ascorbic asit | 3.498

100.00

Sekil 3.12. %20 Standart ¢ozeltisi kromatogrami.

Dogrusallik ¢ozeltilerinde anlatildigr gibi hazirlanan %20’lik standart ¢ozeltisinin

kromatogrami Sekil 3.12.’de goriildiigl gibidir.

00354
0,030
0025

00204

AU

0015
0010

0.005]

0.00H

000

Peak Name

RT

% Area

ascorbic asit

3503

100.00

Sekil 3.13. %40 Standart ¢ozeltisi kromatogrami.

Dogrusallik ¢ozeltilerinde anlatildig: gibi hazirlanan %40°lik standart ¢ozeltisinin

kromatogrami Sekil 3.13.’de goriildiigii gibidir.
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0.070H
0.060H
0.050-

0040+

AU

0.0304
0.0204
0.010H

0.000H

0.00

Peak Name

RT

ascorbic asit

3499

Sekil 3.14. %80 Standart ¢6zeltisi kromatogramiu.

Dogrusallik ¢ozeltilerinde anlatildigi gibi hazirlanan %80’lik standart ¢dzeltisinin

kromatogrami Sekil 3.14.’de goriildiigl gibidir.

0.0

0.06

AU

0.0
0.0+

0.0

- _

2

T
00

Peak Name

RT

Area

% Area

1| ascorbic asit

350

639708

100.00

300

Sekil 3.15. %100 Standart ¢ozeltisi kromatograma.

Dogrusallik ¢ozeltilerinde anlatildigi gibi hazirlanan %100’liik standart ¢ozeltisinin

kromatogrami Sekil 3.15.’de goriildiigl gibidir.
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0.00 1.00 200 300 400 5.00 6.00 7.00 800

Peak Name RT Area | 2% Area

ascorbic asit | 3.502 | 771722 | 100.00

Sekil 3.16. %120 Standart ¢6zeltisi kromatogramu.

Dogrusallik ¢ozeltilerinde anlatildigi gibi hazirlanan %120’lik standart ¢ozeltisinin

kromatogrami Sekil 3.16.’da goriildiigl gibidir.

0.12

0.1

:
o] ;
: |

AU

0.06]
oos
002 [

ooy

T
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 800

Peak Name RT Area | % Area

ascorbic asit | 3502 | 898214 | 100.00

Sekil 3.17. %140 Standart ¢ozeltisi kromatogrami.

Dogrusallik ¢ozeltilerinde anlatildigl gibi hazirlanan %140°lik standart ¢ozeltisinin
kromatogrami Sekil 3.17.’de goriildiigi gibidir.

3.2.6. Guvenilirlik

Bir analitik prosediiriin giivenilirligi, analitik prosediiriin kiigiik fakat dikkatli yontem
parametreleri degistirildiginde etkilenmeden kalma kapasitesinin bir oOlgiistidiir.

Ayrica normal kullanimda kararliligin1 gosterir.
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3.2.6.1. Cozelti stabilitesi

Yontemde belirtildigi gibi standart ve numune ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler
oda ve buzdolabi kosullarinda baslangigta, 6 saat sonra, 24 saat sonra ve 48 saat
sonra analiz edilmistir. Sonucglar baslangi¢c degeri ile kiyaslanmis ve % degisim
hesaplanmistir. (Denklem 3.1)

%Degisim = (Di—Dt)/Di x 100
Dt: Herhangi bir t aninda bulunan deger

Di: Baglangicta bulunan deger

3.1)
Tablo 3.9. Oda kosullar ¢ozelti stabilitesi sonuglari.
Oda Baslane: 6. % 24, % 48. %
kosullarinda Fangle saat | Degigim saat Degigim | saat | Degisim
Standart

askorbik 639708 636326 0,53 591059 7,60 562284 12,10
asit alam1
Numune

askorbik 636551 637426 0,14 585313 8,05 544467 14,47
asit alan1

Tablo 3.10. Buzdolab1 kosullar1 ¢ozelti stabilitesi sonuglart.

Buzdolabi Baslanei 6. % 24, % 48. %
kosullarinda YANSIe  caat | Degisim | saat | Degisim | saat | Degisim |
Standart
askorbik asit 639708 637841 0,29 588771 7,96 558781 12,65
alam
Numune
askorbik asit 636551 636483 0,01 584532 8,17 546852 14,09
alani

3.2.6.2. Metod dayanikhihig

Bu boliimde metoda 6zel kritik sayilabilecek parametrelerden 3 tanesi secilmistir.



42

1. pH degisikligi

Yontemde belirtildigi gibi standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti hareketli fazin
baslangi¢ pH’s1 (pH:3.30), pH:3.25 ve pH:3.35 olarak degistirildikten sonra analiz

edilmistir. Sonuglar baslangi¢ degeri ile kiyaslanmis ve % degisim hesaplanmustir.

Tablo 3.11. pH degisikligi sonuglart.

Baglangic Degisim Sonrasi N o
(pH:3,30) (pH:3,35) 0 [Degisim|
Askorbik Asit Alan1
628905 628535 0,06
Baslangi¢ Degisim Sonrasi o ..
(pH:3,30) (pH:3,25) o [Degigim|
Askorbik Asit Alani
628905 628210 0,11

2. Kolon sicakligi

Yontemde belirtildigi gibi standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti baslangic
kolon sicakliginda ve kolon sicakligi £2°C degistirildikten sonra analiz edilmistir.

Sonuglar baglangi¢ degeri ile kiyaslanmis ve % degisim hesaplanmustir.

Tablo 3.12. Kolon sicakligi sonuglart.

Bglsa})rég)lg Degisiélglitgl sonra % Degisim|
Askorbik Asit Alani 628905 623210 0,91

B?zslsatrég)lg Degisi(kzlék;tér)l sonra % [Degisim|
Askorbik Asit Alan 628905 619703 1,46

3. Farkli kolon

Yontemde belirtildigi gibi standart ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu ¢6zelti metotda
belirtilen kolonda ve farkli lot numarali kolonda analiz edilmistir. Sonuglar baslangig

degeri ile kiyaslanmis ve % degisim hesaplanmistir.
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Tablo 3.13. Farkli kolon sonucu.

Baslangig Farkli kolon % [Degisim|

Askorbik Asit Alani
628905 626835 0,33

Tim yapilan bu degisikliklerde baslangic degerinden degisim %2,0’den fazla
olmamalidir. Yapilan bu c¢alismalarin sonucu yontemin metot dayaniklilik

parametresi i¢in uygunlugu tespit edilmistir.



BOLUM 4. SONUC VE TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada farkli aktif maddeler igeren bir farmasotik formulasyon da
cabuk bozulan askorbik asitin miktarini belirlemede kullanilacak analitik yontemler
denenmistir. Yapilan denemeler ilk olarak uygun hareketli faz belirlemek iizerine
olmustur. pH 3,0 ve pH 5,5 araliginda asidik olan askorbik asit i¢in denemeler
yapildi. Baslangi¢ kolonu olarak bir C18 kolonundan yola ¢ikilmistir. Yapilan
denemelerde pH 5,5 tampon ¢ozelti ve C18 kolonun kullanilmis oldugu analizde

askorbik asit 6lii zamanda gelmistir (Sekil 4.1.).
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Minues

Sekil 4.1. pH 5.5 tampon ¢ozelti ve C18 kolon kullanilan analiz kromatograma.

C18 kolon denemelerinin yaninda, NH; kolon denemesi de yapilmis olup, giivenilir
sonuglar elde edilmemistir. Pahali ve hassas bir kolon i¢ yapisi oldugu icin NH>
kolonunun, daha diizgiin sonuglar veren bir C18 kolonu, yontem i¢in tespit edilmistir
(Sekil 4.2.).

pH 3,3 tampon c¢ozelti farkli asetonitril oranlariyla karisimlar olusturup farkh
kolonlarda denemeler yapilmistir. Asidik bir tampon ¢Ozeltinin analizin

tekrarlanabilirligi i¢in uygun oldugu, ancak pik keskinligi igin asetonitril ihtiyacinin
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miktarint belirlemek i¢in denemeler yapilip uygun asetonitril orami belirlenmistir
(Sekil 4.3.).
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Sekil 4.2. pH 3.3 tampon ¢6zelti ve NH, kolon kullanilan analiz kromatograma.
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Sekil 4.3. pH 3.3 tampon ¢ozelti ve C18 kolon kullanilan analiz kromatograma.
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Sekil 4.4. pH 3.3 tampon ¢ozelti:asetonitril (50:50) ve C18 kolon kullanilan analiz kromatogramu.



46

- |

006+ |
2 00 “

0]
] I| l'.

N A N o
L e e e e e L

Minutes

Sekil 4.5. pH 3.3 tampon ¢6zelti:asetonitril (95:5) ve C18 kolon kullanilan analiz kromatogramu.

Yapilan denemeler sonucu sadece tampon kullanildigi zaman pik keskinligi ve
simetri faktorliniin uygun olmadig1, asetonitril miktarinin fazla olmasi durumunda ise
askorbik asit pikinin boliinmesine yol actigi goriilmistiir (Sekil 4.4.). Uygun tampon
ve asetonitril oran1 denemelerle belirlenmistir (Sekil 4.5.). Gelistirilen bu yontemin
validasyon sonuglar1 incelendiginde askorbik asit miktar tayini i¢in ne kadar
giivenilir, ¢ozelti stabilitesi yeterli, dogrusal olarak cevap veren, geri kazanim orani
yiizde yiize yakin ve tekrarlanabilir enjeksiyon standart sapmasinin uygun oldugu

ortaya konmustur.

Sonug olarak; bu calismada diosmin ve hesperidin aktif maddelerini de igeren bir
formiilasyon da askorbik asit miktar tayinini belirlemede kullanilacak, hi¢ bir 6n
islem ve tirevlendirme gerektirmeyen, tek basamak da hazirlanan basit ¢ozelti
hazirligr belirlenmistir. Standart ve numune enjeksiyon tekrarlanabilirligi yiiksek,
bagil standart sapmasi diistiktiir. Piyasada kolay ulasilabilir ve ucuz bir kolon olan
C18 secilmistir. Hareketli faz belirlenirken ¢ok az miktarda su igerisinde ¢6ziinmiis
tuz ve asetonitrilden faydalanilmistir. Az miktarda kullanilan organik ¢evreye daha
az zarar verilmesi agisindan uygundur. Diigiik maliyet ve ¢ok c¢abuk bozunmaya

ugrayan askorbik asit tayini i¢in hizli bir sivi kromatografi yontemi belirlenmistir.
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