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SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

AT - Ampisilin trihidrat (C16H19N304S.3H,0)
Al,O3 . Aliimina, aliiminyumoksit

Abs : Absorbans

As : Pik asimetri orani

A : Coklu akis yollar1 ve Eddy diflizyonu

B : Boyuna difiizyon

% BH : % Bagil hata, dogruluk

C : Konsantrasyon

Cs : Maddenin sabit fazdaki konsantrasyonu

Cm : Maddenin mobil fazdaki konsantrasyonu

Cu : Fazlar arasmdaki kiitle aktarimi

°C . Santigrat derece

cm : santimetre

DAD : Diyot Array Dedektor, Diod Dizisi Dedektor
dk : Dakika

FH : Fenazopiridin hidrokloriir, piridyum (C11H11Ns.HCI)
GLC . Gaz-s1v1 kromatografisi

GSC : Gaz-kat1 kromatografisi

GB : Gorliniir bolge

H : Tabaka ytiksekligi (cm)

HPLC : High performance liquid chromatography
ICH : Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi

IU - International Unit

IUPAC . International Union of Pure and Applied Chemistry,

Uluslararas1 Kimya Birligi

k' : Kapasite faktorii
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LC
LOD
LOQ

mA
mg

mL
mM

mm

ODS
PH

RSD
Rs
RT
rpm
SD
SH
SS
Sm
Sb
SiO;
SUT
tr

: Dagilma (partisyon) katsayis1

: Kolon dolgusunun uzunlugu (cm)

- Litre

: Sivi kromatografisi

: Gozlenebilirlik sinir1 (tespit siniri)

: Alt tayin sinir1 (miktar tayin limiti)

: Molarite

: Miliabsorbans

: Miligram

- Mililitre

: Milimolar

> Milimetre

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Deneme sayis1

: Nanometre

: Teorik tabaka sayis1

. Aliimina, aliiminyumoksit

: 18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesilsilan
: Phenazopyridine hydrochloride, piridyum (C11H1:Ns.HCI)
: Korelasyon katsayisi

: Bagil standart sapma

: Ayirim giicli

: Alikonma zamani

: Dakikadaki devir sayisi, revolution per minute
: Mutlak standart sapma

: Standart hata

. Standart sapma

: Regresyon dogrusu egiminin standart sapmast
: Regresyon dogrusundaki kaymanin standart sapmasi
: Silikajel, silis

: Sistem uygunluk testleri

: Maddenin alikonma zamani
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to
USP

uv

Vo

VR
YPSK

: Hareketli fazin alikonma zamani, kolon 6lii zamani
: Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi

. Cizgisel hiz

: Morotesi, ultraviole

: Ortalama go¢ hizi

. Hareketli fazin alikonma hacmi, 61i hacim

: Maddenin alikonma hacmi

- Yiiksek basingli (performansli) sivi kromatografisi
: Pik taban genisligi

: Ortalama

: Segicilik katsayisi
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OZET

Anahtar kelimeler: Ampisilin Trihidrat, Fenazopiridin Hidrokloriir, Azosilin Tablet,
Ters Faz-Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi Yontemi, UV-GB
Spektroskopisi, Validasyon

Bu ¢alismanin amaci; ayni tablet formu (Azosilin tablet) igerisinde bulunan ampisilin
trihidrat (AT) ve fenazopiridin hidrokloriir (FH) etken maddelerinin her ikisinin bir
arada miktar tayini i¢in, bir Ters Faz-Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi (TF-

YPSK) yontemi ile bir UV-GB spektrofotometrik yontemi gelistirmektir.

Bu maksatla; 0,01 N HCI ¢oziicii ortaminda farmasotik preparattan AT ve FH'nin
ayni1 anda belirlenmesi i¢in 1. tiirev spektrofotometrisi (‘D) ve bir Ters Faz-Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (TF-YPSK) yontemi olmak {iizere iki yontem
kullanilmistir. Gelistirilen YPSK yontemi AT ve FH’ nin insan plazmasi igerisinde in
vitro olarak es zamanli miktar tayinini gergeklestirmede de kullanilmistir. Plazma
ornekleri ekstraksiyon islemine gerek kalmadan TF-YPSK sisteminde analiz edilmis

ve oldukea yiiksek geri kazanimlar elde edilmistir.

Her iki ¢aligmadan elde edilen verilere tiim validasyon parametreleri uygulanarak,
yontemin giivenilirligi test edilmistir. Gelistirilen HPLC yontemi ve UV
spektrofotometrik yontemden elde edilen sonuglar Anova, Student-t ve Fischer—F
testleri uygulanarak istatiksel olarak Kkarsilastirilmis ve iki yontem arasinda
ortalamalar ve standart sapmalar yoniinden % 95 olasilik diizeyinde anlaml bir fark

olmadig1 bulunmustur.
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QUANTITY ANALYSIS OF AMPICILLIN TRIHYDRATE AND
PHENAZOPYRIDINE HYDROCHLORIDE WITH
CHROMATOGRAPHIC AND DERIVATIVE
SPECTROPHOTOMETRIC METHODS

SUMMARY

Key Words: Ampicillin Trihydrate, Phenazopyridine HCI, Azosilin Tablet, Reverse
Phase High Performance Liquid Chromatography, UV-Vis. Spectroscopy, Validation

The aim of this study is to develop a Reverse Phase-High Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC) method and a UV-Vis. spectrophotometric method for
simultaneous determination of ampicillin trihydrate (AT) and phenazopyridine HCI
(PH) in the same tablet preparation (Azosilin pharmaceutical tablet).

For this purpose AT and PH quantities were determined simultaneously in 0,01 N
HCI media in pharmaceutical preparation using first derivative spectrophotometry
(*D) and Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC)
method. Also the developed HPLC method was applied for the simultaneous
determination of AT and PH in-vitro in human plasma. Plasma samples were
analyzed using RP-HPLC system without any need for extraction process and
obtained good recoveries.

Method validity was checked by applying all validation parameters to data obtained
in both studies. Obtain results from UV spectrophotometric and HPLC method were
compared by statistically with Anova, Student-t and Fischer-F test. No significant
difference was not found between two methods in 95 % probability level by average
and standard deviation.

XV



BOLUM 1. GIRIS

1.1. ila¢

Ilag, canli hiicre iizerinde meydana getirdigi tesir ile bir hastaligm teshisini,
iyilestirilmesi veya belirtilerinin azaltilmas1 amaciyla tedavisini veya bu hastaliktan
korunmayr miimkiin kilan, canllara degisik uygulama ydntemleri ile verilen
hayvansal, bitkisel, mineral veya sentetik kaynaklardan elde edilen dogal, yari
sentetik veya sentetik kimyasal preparatlardir [1]. Diinya Saglik Orgiitii tanimiyla
ilag, fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlar1 insanmn yarari i¢in degistirmek

veya incelemek amaciyla kullanilabilen bir maddedir [2].

Ilaglar etken madde ve tasiyict madde olmak iizere iki kisimdan olusur. Etken
madde; canlida fizyolojik etki gosteren bir veya birka¢ kimyasal madde karigimidir.
Tastyic1 madde ise; etken maddenin hasta tarafindan kolay almabilmesi veya iyi doze
edilebilmesi i¢in katilan fizyolojik etkisi olmayan kimyasal maddelerdir; glukoz,

parafin, gliserin vb [1].

Verilen herhangi bir ilacin etkisi; hastaya, ilacin dozuna, verilen ilacin izledigi yola
ve ilacin metabolizmasina bagl olarak degisir. Dogrudan dokuya uygulanan ilacin
tatbik edildigi bolgede meydana getirdigi tesire lokal etki denir. Ila¢ herhangi bir
yolla viicuda alindiktan sonra, kana gegerek etki edecegi yere gider. Sistematik
etkide birgok organ etkilenir, iistelik bir organa olan etkisi, diger organa gore daha

fazla olabilir [3].

Viicudun ilac1 ortadan kaldirmak tizere kullandig1 iki yontem vardir; birincisi ilacin
disar1 atilmasi, digeri ise ilacin aktif olmayan bir hale doniistiiriilmesidir. Ilaglarin
viicuttan atilimi, akcigerler veya bobrekler yoluyla gerceklesmektedir. Genel

anestezide kullanilan gazlar ve buharlasabilen sivilar akcigerlerden digar: atilirlar.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hastal%C4%B1k
http://tr.wikipedia.org/wiki/Semptom
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sentetik&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fizyoloji
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimyasal_madde
http://tr.wikipedia.org/wiki/Glukoz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Parafin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Gliserin

Alman alkoliin belirli bir oran1 da akcigerlerden disar1 atilir. Bobrek yetmezliginden
kaynaklanan nedenlerle ilacin viicuttan atilmasi daha yavaslayabilir. Ilacin viicuttan
atillmmnm ikinci yolu ise ilacin aktif olmayan (inaktif) bir hale doniistiiriilmesidir.
Metabolik reaksiyonlarm biiyiik bir kismi karacigerde gerceklesmektedir ve ilaglarin
inaktif hale getirilmesi de karacigerde olmaktadir. Karaciger yetmezliginde ilacin

inaktif hale getirilmesi de aksar [4].

1.1.1. Tlaclarin simiflandirilmasi

Ilaglar iki sekilde siniflandirilirlar:

1.1.1.1. Farmasotik sekillerine gore ilaclarin siniflandirilmasi

A. Kati ilag sekilleri
1. Tozlar
. Graniiller
. Mikropelletler
. Mikropartikiiller
. Pastiller
. Tabletler

o O W N

a. Kapsiz tabletler

b. Kapli tabletler

c. Efervesan tabletler
7. Drajeler
8. Kapsiiller

B. Swvi ilag sekilleri
1. Cozeltiler
a. Aromatik sular
b. Suruplar
c. Posyonlar
d. Eliksirler

e. Kollutuvarlar



C. iki fazli sistemler
1. Siispansiyonlar
2. Emiilsiyonlar
3. Gliseroller
4. Linimentler

5. Musilajlar

D. Yar1 kat1 ilag sekilleri
1. Merhemler
2. Suppozituvarlar
3. Owvuller
4. Jeller

E. Aerosoller
1. Cozelti
2. Siispansiyon
3. Emiilsiyon
4. Yar1 kati sistemler

5. Kati sistemler

F. Parenteral preparatlar

1. Enjeksiyon yolu ile verilenler

a. Cozeltiler (tek doz, ¢cok doz, biiyiik hacim)

b. Siispansiyon

c. Emiilsiyon

d. Kuru toz (yeniden yapilandirmak ig¢in)

2. implantlar, pelletler
G. Radyofarmasotikler
H. Kontrollu salim sistemleri

1. Nano ve mikropartikiiller

2. Lipozomlar



3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.

Transdermal sistemler

Vajinal sistemler

Tabletler (Matriks, sisme kontrollii, mukozaya yapigan)
Mini pompalar

Okiiler sistemler

Nasal sistemler

Rektal sistemler

I. Diger preparatlar

1.
2.
3.

G0z preparatlari
Kulak preparatlar1

Burun preparatlari

I. Pansuman ve cerrahi malzemeler

1.

2.

Flasterler
a. Etkin madde iceren flasterler
b. Etkin madde icermeyen flasterler
c. Yakilar

Pansuman ve cerrahi malzemeler

1.1.1.2. Tedavi edici gruplarina gore ilaclarin siniflandirilmasi

A. Antibiyotikler ve diger kemoterapotikler

1.

O o0 9 N O B WD

Beta-laktam antibiyotikler: penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler,

monobaktamlar

. Makrolid ve linkozamid antibiyotikler
. Tetrasiklinler

. Amfenikoller

. Aminoglikozidler

. Antistafilokokal ilaglar

. Antianaerobik ilaglar

. Polipeptid yapil1 antibiyotikler

. Stilfonamidler, ko-trimoksazol ve trimetoprim



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

B. Kalp-d

O 0 I N »n B~ W DN =

C. Su-tuz

Fluorokinolonlar

Antifungaller

Antitiiberkiiloz ilaglar

Lepraya kars1 kullanilan ilaglar

Uriner enfeksiyon tedavisine 6zgii ilaglar
Antiamibik ve diger antiprotozoal ilaglar
Antimalaryal ilaclar

Antihelmintik ilaglar

Ektoparazitlere karsi kullanilan ilaglar
Antiviral ilaglar

Antiseptikler ve dezenfektanlar
Antineoplastik ilaglar

Immiinomodiilatér ilaglar

amar sistemi ilaglar

. Antihipertansif ilaglar

. Periferik vazodilatorler

. Antianjinal ilaglar

. Antiaritmik ilaglar

. Kalp yetmezligine kars1 kullanilan ilaglar

. Hipolipidemik ilaglar

. Antitrombotik ilaclar: antikoagiilan, antitrombositik ve trombolitik ilaglar
. Hemostatik ilaglar ve replasman ic¢in kullanilan hemostatik kan iirtinleri

. Plazma hacmini genisleten soliisyonlar, kan ve plazma tiriinleri

ve asit- baz dengesini etkileyen ilaglar ve diiiretikler

D. Solunum sistemi ilaglar1

l.
2.
3.
4.
5.

Antitusif ilaglar

Ekspektoran ilaglar

Stirfaktanlar

Bronkodilator ilaclar ve diger antiastmatik ilaglar

Oksijen ve diger tedavi gazlari



E. Santral sinir sistemini etkileyen ilaglar

1.

Genel anestezikler

2. Lokal anestezikler

3. Noromiiskiiler bloke edici ilaglar
4. Santral etkili kas gevseticiler

5. Hipnosedatifler

6.
7
8
9

Noroleptik ilaglar

. Antidepresan ve antimanik ilaglar
. Narkotik analjezikler

. Narkotik olmayan analjezikler

10. Antiepileptik ilaglar

11. Parkinson hastaliginin ve diger hareket bozukluklarinin tedavisinde

kullanilan ilaglar

F. Endokrin sistemi etkileyen ilaglar

~N OO W AW N =

. Insiilin, oral antidiyabetik ilaglar ve digerleri

. Kortikosteroidler, kortikosteroid antagonistleri ve ACTH
. Tiroid ilaglari: tiroid hormonlari, antitiroid ilaglar, tirotropin ve protirelin
. Kalsiyotropik ilaglar: paratiroid hormonu, D vitamini, kalsitonin

. Androjenler, anabolik steroidler ve antiandrojenik ilaglar

. Estrojenler, projestinler ve antagonistleri ve hormonal kontraseptifler

. Hipofiz ve hipotalamus hormonlar1

G. Otakoidler ve antihistaminikler

H. Vitaminler, mineraller ve kombinasyonlar1

I. Antianemik ilaglar

I. Sindirim sistemi ilaglar1

l.
2.
3.

Peptik iilser tedavisinde kullanilan ilaglar
Laksatif ve piirgatifler
Antidiyareik ilaglar



4. Antiemetik ilaclar

5. Dijestanlar

6. Koleretik ve kolagog ilaglar
7. Antispazmodikler

8. Antikolinesterazlar

J. Dermatolojik ilaglar [5].

1.2. Antibiyotikler

Antibiyotik sozcligli, Yunanca ‘anti’ ve ‘bios’ sozciiklerinden olusmaktadir.
Antibiyotik ““ yasam karsit1” anlamina gelmektedir. Antibiyotik, bir mikroorganizma
(bakteri, mantar, viriis vb.) tarafindan, baska bir mikroorganizmay1 6ldiirmek veya
cogalmasini durdurmak icin dretilen her tiirli maddedir. Antibiyotiklerin %90’1
bakteriler tarafindan iretilmekteyse de, bazi sentetik antibiyotiklerde iiretilmistir
[6,7].

Antibiyotik kullanimi eski ¢aglara kadar uzanmaktadir. 2500 yi1l 6nce Cin’de ayakta
olusan yaralarin iyilestirilmesinde 6zellikle kiiflendirilmis ayakkabilarin giydirilmesi
ya da kiiflendirilmis soya fasulyelerinin kullanilmasi aslinda iyilesmeyi kiiflerden

ac1ga ¢ikan antibiyotiklerin sagladigini agik¢a gostermektedir [8,9].

1800’Li yillarda antibiyotiklere iliskin ¢alismalar yapilmustir. Arsfenamin, ilk
kesfedilen antibiyotik olmakla birlikte frengi tedavisinde kullanilmistir. Paul Ehrlich,
bu ilag sayesinde Nobel ddiiliine layik goriilmiistiir. Bu ilacin ciddi, hatta 6liimciil
yan etkileri sebebiyle insanlar iizerinde yarardan ¢ok zarar1 olmustur. Siilfanilamitin,
siilfonamit grubundan olup, kesfi de hemen hemen ayni yillara denk gelmektedir.
Mikroorganizmalarin sagaltiminda yararlanilabilecek bir klinik potansiyele sahip
olabileceklerini gozlemlerine dayanarak ilk kez diisiinen Pasteur ve Joubert olmustur.
Havadaki bakterilerle kirlenmis insan idrarinda iireyemeyen sarbon basillerinin steril
idrarda kolayca iireyebildiklerini gozlemleyen arastirmacilar, patojen olmayan
bakterilerle karsilagtirilarak deney hayvanlarina bulastirilan patojen sarbon

basillerinin, enfeksiyona yol acamadiklarin1 da gostermislerdir. Gozlemlerini ve



sonuglarint 1877 yilinda yaymlayan Pasteur ve Joubert, enfeksiyonlarm antibiyotik
maddelerle sagaltimi alanindaki ilk umut igiklarini olusturmuslardir. Antibiyotiklerle
ilgili olarak 1881 yilinda Tyndal tarafindan yapilan bir ¢calismada Tyndal, bakteriyel
ireme sonucu bulanikligi artan bir kiltiir ortamma kiifiin kontamine oldugu

durumda, bakteriyel bulanikligin yok oldugunu gézlemis ve rapor etmistir [10,11].

Ancak antibiyotik konusunda en &nemli gelisme, 1929 yilinda Ingiliz doktoru
Alexander Fleming’in penisilini kesfetmesiyle gergeklesir. Fleming, stafilokok
bakterisi ile calisirken, bakterinin iiretildigi besiyeri i¢ine havadan tesadiifen diismiis
olan Penicillum notatum adl bir kiif kolonisinin, bakterinin tiremesini engelledigini
gormiistiir. Fleming ve arkadaslari bu calismayr genisleterek, yiiksek oranda
antibiyotik elde etmeyi bagsarmislardir ve bunlarin biiyiik bir kismi klinikte kullanim
alan1 bulmustur [12,13].

Biitiin bakterilerde yavas gelisme, hizli gelisme ve dinlenme donemlerinden olusan
¢ ¢ogalma devresi vardir. Antibiyotikler, bakterilerin yavas ve hizli gelisme
dénemlerinde, mikroorganizmalar1 O6ldiirme (bakterisit etki, biyosidal) veya
mikroorganizmalarin biiylimesini ve iiremesini durdurma (bakteriostatik etki,

biyostatik) seklinde etki gosterirler [14,15].

Pek ¢ok bakteri tiirline etki eden antibiyotiklere genis spektrumlu antibiyotikler
denir. Bu antibiyotiklerin sakincasi, yararli veya zararsiz bakterileri de 6ldiirme
egiliminde olmalaridir. Dar spektrumlu antibiyotikler ise; belirli bir bakteri grubuna
etki eden antibiyotiklerdir. Bu antibiyotikler, diger yararli veya zararsiz bakterilere

saldirmadiklari i¢in, tedavilerde kullanilmak tizere en uygun antibiyotiklerdir [16].

Beta-laktam grubu antibiyotikler, "beta-laktam" halkas1 olarak adlandirilan ortak
kimyasal molekiilleri ile diger antibiyotiklerden ayirdedilen ve giiniimiizde en yaygin
kullanilan antibiyotik grubudur. 1949 yilinda penisilin G’nin gelistirilerek, klinik
kullanima sunulmasini takip eden yillarda gelistirilen yeni beta-laktam grubu
antibiyotiklerin timii, ortak molekiil olan beta laktam halkasina bagli aminoasitler
tizerinde yapilan gesitli modifikasyonlar sonucunda sekillendirilmistir [17]. Beta-

laktam antibiyotikler, yan etkileri az oldugundan ve bakterisit olmalar1 nedeniyle



giniimiizde en sik kullanilan antibiyotik grubudur [18]. Beta laktam grubu
antibiyotikler; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler, beta-

laktamaz inhibitorleri olmak tizere 5 gruba ayrilirlar [19,20].

Penisilin ilk bulunan antibiyotik oldugundan ve yeni tiirevlerinin ¢ok kisa araliklarla
tibbi kullanima sunulmasimdan dolayi, en ¢ok kullanilan antibiyotik grubudur. Giiglii
bakterisit etkiye sahip olmalari, toksisitelerinin az olmasi, tiim viicuda dagilim
gosteren 1yi farmokokinetik 6zellikleri, etkin sonuglar olusturmasi, ucuz olmasi gibi
ozellikleri pek ¢ok enfeksiyon tedavisinde ilk sirada tercih edilmesine yol agmistir.
Penisilinler, dogal ve yari sentetik penisilinler olmak {izere 2 grupta incelenirler.
Sentetik penisilinler karboksipenisilinler  (karbenisilin), penisilinaz dayanikli

penisilinler (metisilin) ve aminopenisilinlerdir (ampisilin) [21].

1.2.1. Ampisilin trihidrat

[Ik sentezi Doyle ve arkadaslar1 tarafindan 6-aminopenisillanik asitten (6-APA)
hareketle ve “aktif anhidrid” yontemi kullanilarak yapilan ampisilin, 1961 yilinda

“’penbritin’’ adiyla tedaviye girmistir [22].

1972 yilinda ilk olarak Mac Leod ve arkadaglari, ayni miktar ampisilin i¢eren {i¢ ayr1
kapsiil miistahzarinin biyoyararlanimlarmin esit olmadiklarin1 gdstermislerdir. Bu
farklilik nedeniyle ampisilinin klinik kullanimda yeterli etkinligi saglayamayacagi

diistiniilmiis ve ampisilin tizerinde biyoyararlanim ¢alismalar1 hiz kazanmistir [23].

Ampisilin Diinya Saglik Orgiitii'niin Temel Ilaglar Listesi’nde, bir temel saglk

sisteminde ihtiya¢ duyulan en 6nemli ilaglar listesindedir [16].
O
AL,
<N S\ CHy
NH, N\)<CH3
O :

« 3H,0 0”7 OH

Sekil 1.1. Ampisilin trihidrat (AT)‘in molekiil yapisi
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Ampisilin trihidratin  kimyasal (IUPAC) ismi: (2S,5R,6R)-6-[[(R)-2-amino-2-
phenylacetyllamino]-3,3-dimethyl-7-ox0-4-thia-1azabicyclo[3.2.0]heptane-2
carboxylic acid trihydrate (Sekil 1.1.) [24].

Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri: Beyaz, kristalize, kokusuz, act bir tozdur. Ampisilin
trihidratin molekiil formiili C16H19N304S.3H,0, molekiil agirligi 403,45 g mol? ve
erime noktas1 208°C seklindedir [25].

Ampisilin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere etkin, genis spektrumlu, dogada
asidik olarak bulunan, aside karsi kararli, penisilin grubu yar1 sentetik bir B-laktam

antibiyotiktir [26].

Ampisilinin anhidre sekli, sodyum tuzu, ampisilin trihidrat, ampisilin monohidrat,
ampisilin seskihidrat adli farkli oranda kristal suyu igeren sekilleri tanimlanmistir.
Ampisilinin anhidrat ve trihidrat formlar1 diizglin bir kristal yapiya sahiptir ve oral
tedavide ampisilinin bu iki formu da kullanilir. Anhidrat ampisilin, sulu ¢6zeltiden;
60°C’nin iistiindeki, ampisilin trihidrat ise 50°C’nin altindaki sicakliklarda elde edilir

[27].

Ampisilin, diger penisilin ilaglarinda oldugu gibi, nispeten toksiktir ve dogaya ciddi
olumsuz etkilerine nadiren rastlanir. Bagirsaklardan emilebilmesi, ¢esitli bakteri

cinslerine etkili olabilmesi ve yan tesirlerinin az olmasi nedeni ile ¢ok kullanilan bir

penisilindir [28,29].

Ampisilin temel yapisin1 B-laktam halkasina baglanmig, bir tiazolidin halkas1
olusturur. Yan zincir, bu bilesigin antibakteriyel ve farmakolojik 0Ozelliklerini
belirler. Yan zincir o-karbon atomunda, bir amino grubunun bulunmasi bu
antibiyotigi asit ortamda kararh kildigindan, parenteral yolla oldugu kadar oral yolla
da yaygm olarak kullanimma neden olmustur. Yan zincirinde bulunan asimetrik
karbon atomu nedeniyle 2 optik izomeri olan bilesigin D-izomeri, L-izomerinden

daha aktif oldugu igin tedavide kullanilan sekli D-izomeridir [30,31].
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Ampisilin’in notral ¢ozeltilerde ve kat1 halde “zwitter iyon” halinde bulundugu,
amin ve karboksilli asit gruplart nedeniyle de amfoter Ozellik gosterdigi
bildirilmistirAmpisilinin degisik pH’lardaki davraniglarmi inceleyen Hou ve Poole,
bu notral iyonun asidik ortamda katyon, bazik ortamda ise anyon haline doniistiigiinii
belirlemislerdir. Ampisilin’in ayrica asit ortamda ve amidaz enzimi etkisiyle 6-

APA’ya doniistiigli ve bu suretle inaktive oldugu bildirilmistir [32-34].

Ampisilin’in biyoyararlanim1 ¢ok diisliktiir. Ampisilin oral alimdan sonra %30
oraninda emilir ve gidalarla emilimi azalir. Ampisilin’in viicuda dagilimi 1yidir.
Ampisilin, viicut doku ve sivilarinin ¢oguna kolaylikla yayilir. Beyin ve beyin-
omurilik sivisina gegebilmesi ancak meninksler iltihapli oldugunda miimkiindiir.
Ampisilin  biliyiilk oranda degismeden bobreklerden atildigi i¢in idrardaki
konsantrasyonu yliksektir. Safraya gecer ve safrada serum konsantrasyonundan daha
yiliksek konsantrasyonlarda bulunur. Proteine baglanma orani diisiik olup yaklasik

%20 oranindadir [35-37].

Coziiniirliik: Soguk su i¢cinde az ¢oziiniir (1/50 oraninda), aseton, etanol ve yaglar
icerisinde hemen hemen hi¢ ¢ozlinmez. Asitlerin ve alkali hidroksitlerin seyreltik

¢oOzeltilerinde ¢oziiniir.

Depolama: Isiktan korunan, sikica kapali bir kapta tutulmalidir.Isik olmasa bile
ampisilin nemli bir atmosfere maruz kaldiginda yavas yavas bozulur, bozulma

yiiksek sicakliklarda daha hizli olur [38].

Tibbi kullanim: Idrar yolu enfeksiyonlari, kulak enfeksiyonlari, solunum yolu
enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, zatiirre, gonore, bakteriyel
menenjit, bakteriyel endokardit, E.coli veya Salmonella enfeksiyonlar1 gibi
bakterilerin sebep oldugu bir¢ok farkli tiirdeki enfeksiyonun tedavisinde kullanilir
[39].

Etki mekanizmasi:: Ampisilin’in etki mekanizmas1 benzilpenisilinlerin  etki
mekanizmasina benzer. Ancak aminopenisilin grubunda yer alan ampisilin

molekiiliinde, penisilin yapisma bir amino grubu eklenmis ve bazi Gram-negatif
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bakterilerin  hiicre  duvarlarindan daha  kolaylikla gegmesi saglanarak
benzilpenisilinlere gore etki spektrumu genisletilmistir. Ampisilin Gram-pozitif
bakterilere de etki eder. Ampisilin, bakterilerin hiicre duvarlar1 igin ihtiyag
duyduklar1 transpeptidaz enziminin geri doniisii olmayan bir inhibitorii olarak gorev

yapar [26].

Yan etkiler: Tim antibiyotiklerde oldugu gibi bulanti, kusma, diyare, deri
dokiintiileri, kasinti, lirtiker goriilebilir. Ancak ilac1 yarida biraktiracak kadar ciddi
yan etkileri ¢cok enderdir.

1.3. Analjezikler

Tarihin en eski ve {lizerinde en fazla calisilmis problemlerinden biri ilag¢ kullanarak
agridan kurtulmaktir. insanlar en eski medeniyet ¢aglarindan beri agriy1 dindirmek

i¢in bitkilerden elde ettikleri maddeleri kullanmiglardir [40].

Agriya olan degistirilmis davranis cevabi ve biling kaybi olmaksizin agri
impluslarinin engellenmesi veya azaltilmasiyla karakterize durum analjezi olarak
tanimlanabilir. Merkezi sinir sistemindeki etkileri ile agrmin algilanmasini
engelleyen veya azaltan ilaglar analjezik ilaglar olarak bilinmektedir. Yunanca an-

(olmadan) ve -algia (agr1) kelimelerinden tiiremistir.

Analjezikler merkezi sinir sisteminde agr1 algilanmasii degistiren ilaglar (morfin),
periferik mekanizmalarla agriyt Onleyen ilaglar (aspirin), lokal anestezik ilaglar
(novokain, fenazopiridin) olmak tizere lige ayrilir [41].

1.3.1. Fenazopiridin hidrokloriir

Fenazopiridin Bernhard Joos, Cilag'in kurucusu tarafindan kesfedildi. 1928 yilinda
USP (Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi) tarafindan kabul edildi [42].



13

N.:N

H.N" N7 NH,  * HC

Sekil 1.2. Fenazopiridin hidrokloriir (FH)‘lin molekiil yapis1

Fenazopiridin hidrokloriir’iin kimyasal (IUPAC) ismi: 3-phenyldiazenylpyridine-2,6-
diamine hydrochloride (Sekil 1.2.) dir [43].

Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri: Hafif mor bir parlakliga sahip tugla kirmizist mikro
kristalleri bulunan bir tozdur. Fenazopiridin hidrokloriir’iin molekiil formiili
C11H1:Ns.HC], molekiil agirhgi 249,7 g mol™ ve erime noktas: 235°C seklindedir
[44].

Fenazopiridin hidrokloriir analjezik etkiye sahip bir kimyasaldir. Bu bilesik,
aminopiridinler ve tiirevlerine aittir. Bunlar, piridin halkasina bagl bir amino grubu

iceren organik bilesiklerdir [45].

Fenazopiridin hidrokloriir ¢cok uzun siire boyunca klinik tedavilerde uygulanmis
olmasma ragmen, bu ilacin insanlardaki farmakokinetigi lizerinde c¢ok az bilgi

mevcuttur [46].

Fenazopiridin mide-bagirsak sisteminden absorbe edilir ve cogunlukla idrarla
viicuttan atilir. Biliyilk oranda degismeden boébreklerden atildigi igin idrardaki

konsantrasyonu ytiksektir [47].

Coziiniirliik: Soguk su ve etanol i¢inde az ¢dziiniir aseton, benzen, kloroform, dietil
eter ve toluen hi¢ ¢6ziinmez. Kaynar suda, seyreltik asit ¢ozeltilerinde, gliserol, etilen

glikol ve propilen glikolde ¢oziiniir [44].
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Depolama: Isiktan korunan, sikica kapali bir kapta, kontrollii oda sicakliginda (15 ve
30°C) tutulmalidir. Isik olmasa bile fenazopiridin nemli bir atmosfere maruz

kaldiginda yavas yavas bozulur.

Tibbi kullanim: Fenazopiridin idrar yolu enfeksiyonlari, cerrahi islemler veya
yaralanmalar nedeniyle olusan agri, yanma, tahris veya rahatsizligi hafifletmek igin
kullanilir. Idrar yolu enfeksiyonlarmin tedavisi icin siilfonamidler veya antibiyotikler
ile kombine edilerek kullanilir. Fenazopiridin enfeksiyonlar1 ya da yaralanmalari
tedavi etmez, sadece agrinin semptomatik rahatlamasini saglamak icin kullanilan bir

analjeziktir [47-50].

Etki mekanizmasi: Fenazopiridin’in mekanizmasi iyi bilinmemektedir ve viicut ile
etkilesimi ile ilgili sadece temel bilgiler mevcuttur. Bu kimyasalin idrar yolu mukoza
zarmin lizerinde dogrudan lokal analjezik bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir [51-

53].

Yan etkiler: Fenazopiridin bas agrisi, mide veya bag donmesine neden olabilir.
Nadiren deri veya gozlerin bir pigment degisimine sebep olabilir. idrar ve lens
renklerini turuncu-kirmizimsi renge dondistiiriir, bu etkisi zararsizdir. Bu ilaci alirken

kontakt lens kullanmaktan kagmilmalidir [54].

1.4. Azosilin Tablet

Her bir tablet, 500 mg ampisiline esdeger ampisilin trihidrat, 50 mg piridyum

(fenazopiridin hidrokloriir) ve nane aromasi igerir.

flacin bilesiminde bulunan ampisilin bakterilerde hiicre duvari sentezini inhibe
ederek bakterisit etki gosterir. Fenazopiridin ise lriner sistem mukozasi iizerine

yiizeysel analjeziketki gosterir.

Azosilin, ampisiline duyarli mikroorganizmalarin etken oldugu alt iriner sistem

enfeksiyonlarmda endikedir. Ilacin bilesiminde bulunan fenazopiridin, enfeksiyon
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nedeniyle iiriner sistem mukozasmin irritasyonuna bagli sik idrara ¢ikma, agri ve

yanma gibi belirtilerin semptomatik tedavisini saglar.

Azosilin tabletin iiretim yeri; Avis Ila¢ San. ve Tic. A.S.Tuzla / Istanbul (Yavuz Ilag
Ecza Deposu Medikal Uriinler San. ve Tic. A.S.)’dur [55].



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoesdegerlik

Jenerik ilacin orijinal ila¢ ile ayni etken maddeyi, ayn1t miktarda ve ayni farmasotik
formda icermesi ve ayni yoldan uygulanir olmasidir. Kana ge¢is hizlar1 ve kana
gecen miktarlar1 belli sinirlar i¢cinde ayni olan ilaglar biyoesdeger kabul edilmekte ve
orijinal ilag ile jenerik ilag bu kapsamda Kkarsilastirilarak, biyoesdeger olup

olmadiklar1 saptanmaktadir [56].

2.2. Biyoyararlamim

Bir ilacin, ilac1 kullanan canlida sistematik dolasima gecen miktar1 veya bu degerin
yiizde olarak ifadelendirilmesidir ve sistematik etki yapmasi agisindan bir ilagtan

viicudun ne kadar yararlandiginin somut bir 6lgtistidiir [57].

Oral veya emilmenin s6z konusu oldugu diger bir yolla ila¢ etken maddesi viicuda
verildiginde, farmasotik sekilde yer alan etken maddenin emilme orani (miktar1) ve

emilme hizidir [58].

Ilaclarin emilim hiz1 ilacin verilis yontemiyle ilgilidir. Ayn1 dozda damar icine
verilen bir ilag, oral olarak kullanilan ilagtan daha hizli biyoyararlanim gdstermekle
beraber dogrudan dogruya kan sivilar1 ve viicut dokularinin bazilarmma siringa ile
verilen ilag, en hizli sekilde etkiyi yapmaktadir [57]. Cesitli yollardan alinan ilaglarin

emilim hizlar1 Tablo 2.1.’de verilmistir.

Biyoyararlanim standartlarinin ve testlerinin temel amaci, Onerilen ilact alan bir
hastanin, gercekten Onerilen ilaci, Onerilen dozda ve Onerilen simirlar igerisinde

aldigindan emin olmaktir [59].
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Tablo 2.1. Cesitli yollardan alinan ilaglarin emilim hizlari

Alindig: Yol Etkisinin ortaya ¢iktig1 zamana
kadar gecen siire
Deriden Degisken
Agizdan 30 —90 dk
Cilt alt: 15-30dk
Kas i¢i 10-20dk
Dilalt1 tablet 3-5dk
Solunum 3dk
Damar yolu 30 — 60 saniye
Kalp i¢ine 15 saniye

2.3. Kromatografi

Kromatografinin ilk kez 1900' lerin basinda Rus botanik¢i Michael Tswett tarafindan
gelistirildigi ve kullanildigi kabul edilir [60]. Tswett, cam bir kolonda, CaCOj3;
adsorbani {izerinden bitki ekstresinin petroleterli ¢ozeltisini gegirmis ve kolonda sar1,
yesil bantlarla bir ayrma isleminin oldugunu gérmiistiir. Bu alandaki ilk yayinlarin
Rusca olmasi nedeni ile diger arastirmacilarmn ilgisini ¢ekerek gelisme saglamasi

1930'Tu yillar1 bulmustur.

Kromatografi, bir 6rnekte karigim halinde bulunan kimyasal bilesenlerin ayrilmasi,
taninmas1 ve tayini i¢in kullanilan analitik bir yontemdir. Kromatografi ile ayrilan
maddeler teshis edilebilirler, izole edilebildikleri i¢cin de bu, aynm1 zamanda bir
saflagtirma yontemidir. Baska bir ifade ile ayrilan maddelerin teshislerini ve miktar
tayinlerini miimkiin kildig1 i¢in kromatografi, kalitatif ve kantitatif tayin yontemidir.
Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel oOzellikleri birbirine ¢ok yakin
bilesenlerden olusan karigimlary, tiimiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak

olanaklidir.

2.3.1. Kromatografi’nin temel prensibi ve tanimlar

Durgun faz: Sabit faz, kati1 veya (kat1 destek iizerine emdirilmis bir) sividir. Mobil

faz igerisinde gelen Ornege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli 6lciide
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alikonulduklar1 fazdir. Bilesenler kendi hizlar:1 ile hareket ederken yavaslatici giic

olarak etki eder.

Mobil faz: Hareketli faz, sivi veya gaz olabilir. Sabit faz lizerinde hareket ederek
numune bilesenlerini, kolon (sabit faz) boyunca tasiyan ve ayrilmalarini saglayan

itici giictiir. Sabit fazdan veya kolondan kesintisiz olarak gegirilen ¢oziiciidiir.

Karisimi (numune) olusturan bilesenler: Karigimi olusturan bilesenler, birbiri ile
karigmayan iki faz (durgun-mobil) arasinda farkli go¢ sergiler ve bdylece
birbirlerinden ayrilabilirler. Mobil fazin icerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait
dolgu maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki
farkli bilesenler i¢in farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina
dogru, farkl hizlarda ilerledikleri i¢in, birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi farkl

zamanlarda terkederler.

Alikonma: Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak maddeye ait bilesenlerin
sabit faz ile etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha dogrusu yavaslatilmasi
ve boylece daha gec¢ olarak sabit fazi1 terk etmesi olayidir. Bu o6zellikten yola
cikilarak, belirli sabit analitik kosullar altinda, her kimyasal madde i¢in parmak izi
niteligi tastyan alikonma zamani (retention time) tanimi tiiretilmistir. Bu kavram
belirli sabit deneysel kosullarda analizi yapilan maddenin sabit fazi terketmesi i¢in

gecen siireyi gostermektedir.

Kromatogram: Kolondan ¢ikan bilesenlerin derisimlerinin uygun bir yontemle
Olglilerek zaman veya hareketli fazin hacmine karsi ¢izilen grafigine denir.
Kromatografik analiz sonucunda elde edilen grafiktir. Y-ekseni, kullanilan
dedektoriin Olctiigii fiziksel 6zelligi (absorbans, fluoresans, iletkenlik, akim, kirilma
indisi vb.), X-ekseni ise zamani gostermektedir (alikonma zamani igin kolaylik
olmasi bakimindan genellikle dakika cinsinden). Zamana kars1 Y-ekseninde 6lgiilen
fiziksel 6zelligin artip tekrar azalmasi seklinde olusan pik seklindeki egrilerin herbiri
analizlenen maddeye ait bir bileseni gostermektedir. Bu piklere ait degerler (pik

alani, yiiksekligi, vb.) kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizler yapmak olasidir.



19

Elisyon: Bir kolondan siirekli taze ¢0zilicii gecirerek ¢oziinmiis bilesenlerin

yikanarak tagmmasidir.

Eliient: Durgun faz tarafindan alikonan analiti hareket ettirmek i¢in kullanilan

¢Oziiciidiir.

Ayirmay etkileyen parametreler:

Kolon ile ilgili olanlar: tiirii, boyutlar1
Hareketli faz ile ilgili olanlar: tiirti, bilesimi, akis hiz1
Olgiim ile ilgili olanlar: dedektor tiirii, dalga boyu

Ornek ile ilgili olanlar: drnek derisimi, drnek hacmi

Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan karisim bilesenleri, hareketli fazin akisiyla yavas
hareket ederken, sabit faz tarafindan zayif tutulan bilesenler, hizli hareket ederler.
Hizlardaki bu farklilik sonucu, numune bilesenleri birbirlerinden kalitatif veya

kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar.

2.3.2. Kromatografik yontemlerin simiflandirilmasi

Tablo 2.2. Kromatografik yontemlerin simflandiriimasi

Sabit faz | Mobil faz Uygulama Sekli Dayandig fiziksel prensip
Kat1 Sivi ITK, Kolon K. Adsorbsiyon
Sivi Sivi ITK, Kolon K., Kagit K., YPSK Dagilma
Kat1 Gaz Gaz / Kat1 krom. Adsorbsiyon
Sivi Gaz Gaz / Sivi krom. Dagilma

Ayrilma mekanizmalarina (dayandiklar1 prensiplere) gore siniflandirma:

a. Adsorbsiyon kromatografisi
b. Dagilma kromatografisi

c. lyon degistirici kromatografi
d. Boyut eleme kromatografisi
e. lyon ¢ifti kromatografisi

f. Afinite kromatografisi



20

Uygulama teknigine gore smiflandirma:

a. Diizlemsel kromatografi
ince tabaka kromatografisi
kagit kromatografisi
elektrokromatografi

b. Kolon kromatografi
gaz kromatografisi
yiiksek basingli s1vi kromatografisi

stiperkritik akigkan kromatografisi

Faz tiplerine gore siniflandirma:
a. Sivi kromatografisi
stv1 / kat1 kromatografisi
stv1 / stv1 kromatografisi
b. Gaz kromatografisi
gaz / kat1 kromatografisi

gaz / stvi kromatografisi

2.3.2.1. Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandirma

a. Adsorpsiyon kromatografisi:

Adsorpsiyon kromatografisi sivi-kat1 yada gaz-kati kromatografisidir. Sabit faz polar,

hareketli faz ise apolar veya ¢ok az polardir.

Bilesenler birbirlerinden kati ylizeye olan farkli derecede ilgileri nedeniyle ayrilirlar.
Adsorpsiyon denge sabiti, biiyiikk olan bilesen kolonda daha uzun siire kalir.
Ayrilacak bilesenin sabit fazla etkilesmesi dipol-dipol ¢cekmeleri, Van Der Waals
kuvvetleri veya hidrojen baglar1 sonucunda gergeklesir. Polarhiklart farkls
bilesenlerden olusan karisimlarin ayrilmasinda iyi sonug verir. Polar maddeler polar,

apolar maddeler ise apolar sabit faz tarafindan daha fazla tutulurlar.
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b. Dagilma (partisyon) kromatografisi:

Dagilma kromatografisi sivi-sivi kromatografisidir.

Ayrilacak bilesenler, sabit faz ve hareketli faz arasinda dagilma katsayilarina bagl
olarak dagilirlar, sabit faz ve hareketli faz karismamali, birbirlerini ¢6zmemeli ve
polarliklar1 farkli olmalidir. Bu dagilim farkli oranda gége neden olur ve ayirim
gerceklesir [61-63]. Durgun fazda c¢oziiniirliigii yliksek olan bilesen kolonda daha
uzun siire kalir. Diistik ve orta mol kiitleli, iyonik olmayan polar molekiillerin bu

yontemle analizi gergeklestirilir.

Dagilma kromatografisinde Nerst'in dagilma katsayis1 gecerlidir. Nernst'e gore; "bir
biri ile karismayan iki s1vi madde karisiminda ¢6zilinen {iciincii bir maddenin iki ayr1

siv1 fazdaki konsantrasyonunun birbirine orani sabittir (2.1.) ."

K =Cs/Cw (2.1)

K : Dagilma (partisyon) katsayisi
Cs : Maddenin sabit fazdaki konsantrasyonu

Cwm : Maddenin mobil fazdaki konsantrasyonu

K degeri biiyiik ise sabit fazdaki konsantrasyon, mobil fazdakinden daha fazladir.

Molekiil sabit fazda daha uzun siire kaliyor anlamina gelir.

YPSK ile ilag analizi yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilma kromatografisi
uygulanir. Bu kromatografi tiiriinde uygun bir analiz yapabilmek i¢cin maddenin belli
bir ¢oziiciide ¢ozlinmiis olmasi gerekir. Maddenin apolar veya polar olmasina gore
maddenin polaritesine yakin bir sabit faz secilir. Ornegi olusturan bilesenlerin iyi

ayrilabilmesi i¢in sabit faz ile hareketli faz polaritesi farkli olmalidir.

Bu teknik s1vi-sivi ve sivi-bagli faz kromatografi olmak iizere iki alt sinifa ayrilabilir.
Iki teknik arasindaki fark, kati pargaciklar yiizeyine sabit fazin tutturulmasindaki

metot farkindan kaynaklanir. Stvi-sivi tekniginde, sabit faz kat1 yiizeyine fiziksel
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adsorpsiyonla; bagli faz tekniginde ise kovalent kimyasal baglarla tutunur. Bagh faz
dolgu maddeleri, fiziksel olarak yiizeye tutturulmus dolgulara gére daha kararli olma
gibi bir Ustlinliige sahiptir. Yiizeye fiziksel olarak tutturulan fonksiyonel gruplar,
zamanla hareketli fazda ¢oziinerek siiriiklenebilir ve etkisizlestirilebilir. Bagh faz
dolgu maddelerinin sakincasi ise; biraz daha sinirli numune kapasitesine sahip

olmalaridir [64].

Sabit faz ve hareketli faz polaritelerinin farkliligina gore dagilma kromatografisi ters
faz s1v1 kromatografisi ve normal faz sivi kromatografisi olmak iizere iki alt baslikta

incelenebilir:

Normal faz sivi kromatografisi: Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz, mobil
fazdan daha polardir. Polar sabit faz ve apolar veya diisiik polariteye sahip hareketli
fazdan olusan kromatografi cesididir. Silika veya aliimina partikiiller {iizerine
tutturulmus su veya trietilenglikol gibi olduk¢a polar sabit faz, hareketli faz olarak
ise hekzan, metilen kloriir, kloroform, dietil eter ve bunlarm karigimi gibi nispeten az
polar ¢oziiciiler kullanilir. Silika jelin lizerine kimyasal baglarla —CN, -NO, veya —
NH, gibi polar fonksiyonel gruplar baglanarak farkli normal faz sabit fazlar1 elde
edilir. Normal faz ayirimlarinda polaritesi yiiksek olan maddeler, polar olan sabit faz
ile daha fazla etkilesmekte, buna bagh olarak kolonu daha ge¢ terk etmektedir
[65,66]. Hareketli fazin polaritesindeki artis eliisyon zamaninin azalmasi ile

sonuclanir.

Ters faz sivi kromatografisi: Ters faz s1vi kromatografisinde mobil faz, sabit fazdan
daha polardwr. Apolar sabit faz ve polar hareketli fazdan olusan kromatografi
cesididir. Ters faz kromatografide sabit faz polardir ve ¢of§u zaman bir
hidrokarbondur. Hareketli faz ise su veya sulu tampon ¢ozeltileri ile metanol veya
asetonitril gibi polar ¢dziiciilerden meydana gelmektedir. Bu yontem apolar sabit
fazda tutunmay: tercih eden maddeleri ayirmada basarilidir ve polarligi en ¢ok olan
madde kolondan oOnce elue olur. Ters faz kromatografide kaplamalardaki

siloksandaki R grubu bir Cg veya Cig zinciridir.
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Kimyasal olarak bagli alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig1 ters faz sivi
kromatografisinde, ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesil silan) en
fazla kullanilan sabit fazdir. Bu tiir dolgu maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon
gruplar1 pargacik yiizeyine dik ve birbirine paralel sekilde yerlestirilerek apolar bir
yiizey elde edilmis olur. Ayrica Cg ve daha kisa zincirli hidrokarbonlar, siklohekzil
ve fenil baglanmig sabit fazlar da kullanilmaktadir. Fenil gruplar alkil gruplardan
daha polardir [65]. Hareketli faz ise ¢esitli derisimlerde metanol, asetonitril gibi

¢Oziictileri igeren sulu ¢ozeltilerdir.

Bu kromatografi tiirii, apolar sabit fazda daha fazla kalmay: tercih eden, yani daha
fazla alikonulan apolar maddelerin ayiriminda kullanilir. Ters faz yonteminde en ¢ok
polar bilesenler en onde yliriir ve hareketli fazin polaritesindeki artis, eliisyon

zamanini artirir.

Tablo 2.3. Ters faz ve normal faz sivi kromatografilerinin karsilagtirilmast

Ters Faz Normal Faz
Sabit faz polaritesi Diistik Yiiksek
Hareketli faz polaritesi Ortadan yiiksege Diisiikten ortaya
Eliisyon sirasi Polar 6nce Az polar 6nce
Hareketli faz polarite artisinin etkisi | Ellisyon zamanini arttirir Ellisyon zamanini azaltir

Ters faz sivi ve normal faz sivi kromatografisinde madde, polaritesinin sabit faz
polaritesine yakinligina gore kolonda alikonulur ve hareketli faz polaritesine yakin

olan maddeler kolonu 6nce terk eder (Tablo 2.3.).

Ters faz sivi kromatografisi, giiniimiizde en ¢ok kullanilan ayirim teknigidir. ilag
analizlerinde de genel olarak ters faz sivi kromatografisi normal faz sivi

kromatografisine gore tercih edilir. Bunun nedenleri:

1. Normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢ok oOnemli ve kritiktir.
Hareketli faz bilesimindeki kiiciik degisiklikler kromatogramda belirgin
farkliliklara neden olabilir. Ters faz sivi kromatografisinin uygulamasi ve sistem

kontrolii daha kolaydir.
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2. Dengeye ulasma normal faz kromatografide ¢ok yavastir.

3. Normal faz kromatografide polar maddelerin eliisyonu ¢ok yavastir ve yayvan
piklere sebep olur.

4. Normal faz kromatografisinde kullanilan apolar ¢oziiciiler ¢cok pahalidir,
ayrica nemden uzak tutmak zordur. Ters faz kromatografisinde hareketli faz
bilesiminde kullanilan organik c¢oziiciiler daha ucuzdur ve sulu tampon
cozeltilerinin oran yiiksek tutulabilir.

5. llaglar genellikle daha apolar yapidadirlar ve ters faz kromatografisinde

kullanilan sabit fazda apolar yapidadir.

c. Iyon degistirme kromatografisi

Sabit faz; zayif ya da kuvvetli, katyon ya da anyon degistirici bir recine, hareketli
faz ise genellikle tamponlanmis, istenen iyonlarin olugsmasina neden olan belli bir pH

degerinde sulu ¢ozelti olabilir.

Sabit fazdaki iyonlarla numunedeki ayn1 yiikteki iyonlarin karsilikli yer degistirmesi
esasina dayanir. Maddenin mutlaka iyonik halde olmasi veya iyonlasmasi gerekir.
Katiya kuvvetle baglanan, uygun yiikte bilesenler kolonda uzun siire kalir. Bu
kromatografi ¢esidi ilaglar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida koruyucu
maddeler, vitamin karisimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi ¢ok farkl
organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanmaktadir. Bu kromatografi c¢esidi, siit,
kahve, sarap ve diger ticari gida iirlinleri gibi ¢ok sayidaki maddenin teshisi ve tayini

icin kullanilabilir.

d. Boyut eleme kromatografisi

Sabit faz; kati, jel yada gozenekli organik bilesik, hareketli faz ise sividir.

Maddeler molekiil biiyilikligline ve bigimine gore ayrilirlar. En igteki gdzeneklere
ulasabilen kiiclik molekiillii bilesenler, kolonda uzun siire kalir. Jel ge¢irgenlik veya

jel filtrasyon kromatografi ad1 da verilen bu kromatografi ¢esidinde kromatografik

ayirma swrasinda bozunmasi veya degisiklie ugramasi istenmeyen protein ya da



25

enzim gibi biyolojik molekiillerin birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilir. Bu yontem ile

polimerlerin molekiil agirlig1 dagilimi da tayin edilebilir.

e. Iyon cifti kromatografi

Iyonik tiirlerin ayrilmasi ve tayini icin kullanilan bir tiir ters faz dagilma
kromatografisidir. Iyon-¢ifti kromatografideki hareketli faz metanol veya asetonitril
gibi bir organik ¢oziicii iceren bir sulu tampon ve tayin edilecek analit ile zit ylikli
karsit iyon igeren bir iyonik bilesikten meydana gelmistir. Karsit iyon, analit ile
birleserek ters faz dolgu maddesi ile alikonulabilen nétral iyon ¢ifti olusturan bir
iyondur. Hareketli faza ilave edilen iyon ¢ifti reaktif sabit faz tarafindan adsorplanir
ve iyonize olmus maddeler bu iyon c¢iftleri ile iyonik etkilesime girerek birbirinden
ayrilir. Iyon ¢ifti olusturucu maddeler kuyruklanmay: engeller ve pik keskinligini
arttirirlar. Iyon ¢ifti olusturucu maddeler genel olarak; kuaterner aminler, tersiyer

aminler, alkil siilfonik asitler, alkil stilfonatlardir.

f. Afinite kromatografisi

Alikonma mekanizmasi maddeye 6zgiin olmakta ve anahtar-kilit modeline uygun
biyolojik materyaller dolgu malzemesi olarak kullanilmaktadir. Maliyetinin ¢ok
yilksek olmast uygulama alanmm1 kisitlamaktadir. Enzim, hormon, protein
saflastirilmasinda kullanilir.

2.3.2.2. Uygulama teknigine gore siniflandirma

a. Diizlemsel kromatografi

Sabit faz; kati, silikajel, aliminyumoksit ile kaplanan cam, plastik veya metal

yiizeylerin ince bir plakasi veya siizge¢ kagid1 gozeneklerine yerlesen sudur.

Her maddenin hareketli faz ile siiriiklenmeleri farklidir. Hareketli faz, diiz bir plaka

iizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulan sabit faz arasindan kapiler
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etkisi ile veya yercekimi etkisi ile hareket eder. Hizli sonu¢ vermesi, iyi bir ayirim

saglamas1 ve ekonomik uygulama avantajlar1 nedeni ile dnemli bir yere sahiptir.

b. Kolon kromatografisi

Sabit faz; kati, silikajel, seliiloz, aliiminyumoksit, hareketli faz ise; sivi, organik
¢oziicliler (metanol, petrol eter, metilen kloriir, etanol, benzen, etil asetat, aseton,

toluen, dietil eter, karbon tetrakloriir, n-butanol izopropanol)’dir.

Ayrimi yapilacak karigim uygun bir ¢oziiclide ¢oziilerek bir kolon igine doldurulmus
kat1 sabit fazdan gecirilir. Kolonda bilesenler sabit faz tarafindan adsorblanirlar.
Hareketli faz basing altinda veya yercekimi etkisi ile kolondan gegirilerek bilesenler
kolonun altindan ayr1 ayr1 almir. Coziiclisii buharlastirilarak saf madde elde edilir.
Sabit fazin kuvvetle tuttugu maddeler kolonda uzun siire kalir. Kolon kromatografisi

biyomolekiillerin saflastirilmasinda siklikla kullanilir.

2.3.2.3. Faz tiplerine gore simiflandirma

a. Gaz kromatografisi

Ugucu olan veya ugucu hale getirilebilen maddelerin belirli bir sicaklikta, bir tasiyici
gaz yardimiyla, sabit bir faz i¢cinde ayrilmalar1 esasina dayanan kromatografik bir
yontemdir. Maddelerin ayrilmasinda gaz kromatografisini uygulayabilmek igin

maddelerin gaz halinde olmasi ya da kolaylikla buharlastirilabilmesi gerekmektedir.

Gaz kromatografisi de, Oteki kromatografi dallar1 gibi bir karigimda bulunan
maddeleri ayirmaya yarar. Bu kromatografi dalinda da, sabit ve hareketli olmak
iizere iki faz mevcuttur. Hareketli faz He, N, Ne ve Ar gibi inert gazlar olup tastyici
gaz olarak adlandirilmaktadir. Bundan dolayi, 6teki kromatografi dallarinda olanin
aksine bu kromatografi dalinda ayrilmalar1 istenen maddelerle sabit faz arasinda
hicbir etkilesme olmaz. Hareketli fazin gorevi sadece maddeleri tasimaktir. Sabit faz,
bir kat1 veya bir kat1 yilizeyine adsorplanmis (katiya emdirilmis) bir sivi olabilir.

Buna gore gaz kromatografisi ikiye ayrilir:
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Sabit fazi sivi olan gaz-sivi kromatografisi (GLC): Sabit faz, uzun bir kolon i¢ine

yerlestirilmis genis yiizeyli dolgu maddelerine emdirilmis bir siv1 (polimerler).

Sabit fazi kat1 olan gaz-kat1 kromatografisi (GSC): Sabit faz uzun bir kolon igine

yerlestirilmis genis ylizeyli dolgu maddeleri (silikajel, aliimina).

Ayirmmu istenen karigim, bir enjektdr yardimiyla enjeksiyon kismima enjekte edilir.
Enjektor boliimii isitilmis durumdadir, karigim hemen buharlasir ve buhar halinde
inert tastyic1 gaz ile birlikte kolona girer. Kolonda her bilesik kaynama noktasina,
molekiil biiyiikliigiine ve kolondaki sabit faz ile etkilesimine bagli olarak kolonda
farkl hizlarda go¢ ederek devamli tasinirlar ve bdylece birbirlerinden ayrilarak farkh
zamanlarda kolondan c¢ikarlar. Kolondan ¢ikan herbir bilesen dedektore girer,
dedektorde bilesenlerin miktar: ile orantili olarak belirlenir ve kaydedicide grafik
olarak ¢izilir. Her bilesik alikonma zamani ile belirlenir. Alikonma zamani bir
bilesigin enjekte edilmesinden dedektorden ¢ikisina kadar gegen siiredir. Bu siire her

bilesik i¢in farklidir.

b. Stv1 kromatografisi

Daha oncede anlatildigi gibi hareketli fazi sivi olan kromatografi ¢esitleri dagilma
kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi veya sivi-kat1 kromatografi, iyon

degisimi kromatografisi ve boyut eleme veya jel kromatografisidir.

Bir s1vida ¢oziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1
bir destek lizerindeki sabit faz ile farkl etkilesmelere girerek, kolon icinde degisik
hizlarda ilerler. Kolonu degisik zamanlarda terkederler ve bdylece birbirlerinden
ayrilirlar. Teknolojinin ilerlemesiyle klasik yer ¢ekimi-akish sivi kromatografinin
basit cam kolonlardaki durumun aksine, (kolon boyunca hareketli fazin ilerlemesini
saglamak icin) yiiksek basingta ¢alisan, gelismis cihazlara ihtiya¢ duyulmustur. Bu
tir kolonlarda yiiksek basing altinda (100-400 atm) gerceklestirilen kromatografi
tirtine yiiksek basingli (performansli) sivi kromatografisi (YPSK) adi verilir. Burada
tastyic1 faz olan sivi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu

nedenle ayirma daha kisa siirede ve tam olarak gergeklesmektedir.
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2.3.3. Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Yiiksek performanslh sivi kromatografisinde hareketli faz sivi, durgun faz ise kati

veya kat1 destek maddesi lizerine tutturulmus sivi fazdir.

YPSK; yiiksek performans, yiiksek hiz ve yiiksek ayiriciligi ifade eder ve biitiin
analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygm kullanilanidir. Yontemin bu kadar
yaygin olmasmin sebepleri, duyarliligi, kesinligi ve segiciliginin yliksek olmasi,
kantitatif tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, u¢ucu olmayan tiirlerin veya
sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve sanayinin,
bir¢ok bilim dalinin ve halkim birinci derecede ilgilendigi ilaglar ve gida bilesenleri
gibi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak;
amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar,
metal-organik tiirler ve ¢esitli inorganik bilesikler sayilabilir. Kisacasi, uygun
dedektor, uygun kolon ve uygun hareketli faz oldugu siirece biitiin kimyasal

maddelerin ayrilmasinda ve analizinde YPSK kullanilabilir.

2.3.3.1. Yiiksek performansh sivi kromatografisi cihaz

S1vi Kromatografisi cihazi (Sekil 2.1.) asagidaki birimlerden olusur:

a. Hareketli (tastyic1) faz haznesi

b. Pompa: Tasiyici faz hareket birimi

c. Numune enjeksiyon sistemleri: Enjeksiyon (6rnek ylikleme) birimi
d. Kolon: Ayirma birimi

e. Dedektdr: Oleiim birimi

f. Kaydedici: Yazim birimi

g. Atik deposu
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Sekil 2.1. Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin sematik gosterimi

Hareketli faz1 kolona gonderen pompadir. Pompa hareketli faz deposundan aldig:
¢oziiciiyli once enjeksiyon sistemine gonderir. Ornegin rahat yiiklenmesi ve
hareketli faz akiginin enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in 6rnek ¢ok uglu bir vananin
icerdigi kangala verilir. Vananin pozisyonu degistirilerek hareketli fazin kangaldan
gecmesi, dolayisiyla enjeksiyon saglanir. Coziicli enjeksiyon sisteminden gegtikten
sonra, sivi kromatografisi sisteminin aymrma birimi olan kolona gelir. Kosullar iyi
ayarlandiginda, kolonda birbirinden ayrilan maddeler tasiyici faz ile birlikte 6l¢iim
birimi olan dedektore gelirler. Dedektor maddenin derisimi ile dogru orantili bir
ozelligini 6lgmelidir. Akis hiicresine gelen madde derisimi ve/veya cinsi degistiginde
dedektor sinyalinde degisiklik olur. Kaydedici, zamana gore dedektorden gelen

sinyali (voltaj degisimini) kaydeder.

a. Hareketli faz haznesi

Bir YPSK cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 mL ¢oziicli igeren camdan
veya celikten yapilmis hareketli faz hazneleri igerir. Bu hazneler cogunlukla kolonda
veya dedektor sisteminde bozucu etkilere neden olan ¢oziinmiis gazlarin (6zellikle
oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir boliim (gaz giderici) ile donatilmistir. Ayrica bu
hazneler, ¢6ziicii iginde bulunabilecek toz ve partikiil halindeki maddelerin pompaya
veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi yada kolonu tikamamasi i¢in toz ve
partikiil maddeleri siizmeye yarayan bir siizme diizenegi de igerirler. Hareketli fazin
cihaza verilmeden Once siiziilmesi ve ¢ozlinmiis gazlarinin giderilmesi gerekir. Aksi
halde sistemin diisiik basin¢li kismi olan dedektorde, ¢oziinmiis gazlar (6zellikle

hava) kabarcik olusturur. Bu durum, dedektdrden ¢ok hatali degerler alinmasina
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neden olur. Siizme islemi i¢in 0,45-0,6 um capinda membran veya teflon filtreler
kullanilir. Bu uygulama, stispansiyon halindeki maddeleri uzaklastirmanin yani sira
gazlart da giderir. Sistemde gaz giderici yoksa hareketli fazdaki gazlari
uzaklagtrmak amaciyla ultrasonik banyoda (ultrasonikator) bekletme veya

¢oziicliden inert bir gaz gecirme islemleri uygulanabilir.

Hareketli faz su ve/veya sulu tampon igeriyorsa kimyasal bozunma veya
mikrobiyolojik iireme sonucunda kolonu tikayabilir. Bu nedenle, YPSK analizleri

sirasinda taze hazirlanmis hareketli faz ¢oziiciileri kullanilir [60,65,67].

Iyi bir hareketli faz; sabit fazin 6zelliklerini degistirmemeli, drnekteki bilesenlerin
hepsini ¢ozmeli, diisilk viskozitede olmali, (gerektiginde) ayrilan bilesenlerden
kolayca ayrilabilmeli (kolayca buharlasabilmeli), kullanilan dedektore uygun olmali,

ekonomik ve istenen saflikta kolayca bulunabilir olmalidir.

[zokratik ve gradient eliisyon: Sabit bilesimde tek bir ¢dziicii kullanilarak yapilan
ayirma izokratik eliisyon olarak adlandirilir. Polariteleri 6nemli derecede birbirinden
farkl1 iki veya li¢ ¢6ziicl sistemi kullanilarak yapilan ayirma ise gradient eliisyondur.
Gradient eliisyonda; sisteme gonderilen hareketli faz bilesimi veya akis hizi1 gibi
parametreler, eliisyon basladiktan sonra belli bir programa gore, siirekli veya bir seri
basamaklar halinde degistirilerek ayirma islemi gergeklestirilir. YPSK cihazlari,
¢Oziiciilerin hacimsel oran1 zamanla dogrusal olarak veya iistel olarak
degistirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldig1 c¢oziiciileri bir
karistirma odasinda siirekli olarak degisen oranlarda bir araya getiren sistemlerle
donatilmistir. Izokratik eliisyon ile ayrilamayan maddeler gradient eliisyonla

ayrilabilmekte, madde karigimlarinin alikonma zamanlari kisaltilabilmektedir.

b. Pompa

Bir YPSK sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akismi
saglamaktir. Hareketli fazi kolona gonderen pompadir. YPSK uygulamalarinda
mobil fazi olusturan ¢oziicii karisimlarmin, enjektor, kolon ve dedektor igerisinden

belirli, sabit veya degisken bir hizda, belirli basing altinda ge¢mesini saglar. Modern
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YPSK donanim pompalar1 bilgi islemci kontrollii olup, ¢esitli firmalar tarafindan
degisik modellerde {iretilmektedir. Pompa imalinde paslanmaz celik, titanyum,
polietiletilketon, teflon ve seramik materyaller kullanilir. Bir YPSK pompalama

sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir:

400 atm’ye kadar basing tiretimi

Puls igermeyen basing ¢ikisi

0,1-10 mL dk* araliginda akis hizlari

% 0,5 veya daha 1iyi bir tekrarlabilirlikle akis kontrolii

Korozyona dayanikli pargalar

Pistonlu pompalar: Genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle
¢Oziiciiniin pompalandig1 kiigiik bir silindirden meydana gelmistir. Pistonlu
pompalarm istlinliigi, kiiciik i¢ hacimleri, yiiksek ¢ikis basinci, gradient eliisyona
uyarlanmaya hazir oluglar1 ve kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden
biiyiik Ol¢iide bagimsiz olan sabit akis hizlaridir. Pistonlarin biri emerken digeri

bastigindan sivi kromatografisi i¢in ¢ok onemli olan diizgiin akis elde edilir.

Siirgiilii pompalar: Bir kademeli motordan gii¢ olan vidali giidiim mekanizmas1 ile
kumanda edilen sizdirmaz bir siirglisii olan siringa benzeri silindirik bir kaptan
ibarettir. Bu pompalar da viskoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akis {iretirler.
Ayrica ¢ikis akimi pulssuzdur. Dezavantajlari; smirh ¢6ziicli kapasitesi (=250 mL) ve

¢Oziicii degistirilmesi gerektiginde karsilasilan giigliiklerdir.

Pnomatik pompalar: Bu tip pompalar, pahali degildir ve pulssuzdur, ancak kapasitesi
smirlt olup, ¢ikis basmer diisiiktiir ve ¢ikis hizi ¢oziicti viskozitesi ile kolon geri
basincina baghdir. Ayrica bu pompalar gradient eliisyona uygun degildir ve

basinglar1 135 atm’den daha diistiktiir.

¢. Numune enjeksiyon sistemleri

Enjektor; ornegin sabit faz (kolon) Oncesinde mobil faza enjekte edilmesi i¢in

kullanilir. YPSK analizlerinde dl¢timlerin kesinligini belirleyen faktor, numunenin
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kolon dolgu maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligidir. Asir1 numune
yiiklenmis kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu ylizden
kullanilan hacim (5 pL’den 500 pL’ye kadar) c¢ok kiiciik olmalidir ve sistemin
basincini diisiirmeden numunenin sisteme girisinin saglanmasi gereklidir. Temel

olarak, manuel ve otomatik olmak iizere iki tip enjektor vardir:

Manuel enjeksiyon valfleri: Enjeksiyon valfleri yiiksek basingli bir ortama numune
aktarmak amaciyla kullanilan sistemlerdir. Enjeksiyon valfinin numune yiikleme ve
enjeksiyon olmak tizere iki konumu vardir. Yiikleme konumunda loop basmnglh
ortamdan izole edilir ve bir siringa yardimi ile istenilen numune miktar1 loop’a
doldurulur. Enjeksiyon konumunda loop tekrar yiiksek basingli ortama donerek

numuneyi sisteme aktarir.

Otomatik enjektor (autosampler): Basit otomatik enjektorlerde, manuel enjeksiyon
valfine benzer bir valf kullanilir. Bu sistemde numune sisesine azot basinci
uygulayarak loop doldurulur ve valfin donmesi ile numune enjekte edilir. Enjeksiyon
hacmi sabittir, loop hacmi ile sinirhdir. Programlanabilen otomatik enjeksiyon
sistemleri, numune loop’unu doldurmak igin hassas motor ile hareket ettirilen
sirmgalar kullanilir. Enjektorle ¢ekilen hacim kontrol edilerek istenilen miktarda
numune loop’a doldurulur. Kiigiik miktarlardaki numune enjeksiyonlari
gerceklestirilebilmekte ve numune kayiplar1 minimum olmaktadir. Istenilen sayida

enjeksiyon yapmak miimkiindiir.

d. Kolon

Bilesenlerin birbirinden 1yi ¢oziiniirliikle 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: yapildigi materyalden ¢ok,
ic yiizeyine yapilan kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinden etkilenmektedir. Kullanilan bu tiir kaplama malzemeleri ¢ok ¢esitli
olup, kullanilacak mobil fazin ve uygulanacak YPSK metodunun 6zelliklerine ve
analizi yapilacak 6rnegin bilinen kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore secilmelidir.

Secilecek kolonun YPSK uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve dolayisiyla
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olusacak basinca dayanikli olmasma dikkat edilmelidir. Bircok analitik kolonun i¢
cap1 2-5 mm araliginda degismektedir. Kolon i¢ cap1 arttik¢a akis hizi ve i¢ doldurma
hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢Ozlniirligii dolayisiyla duyarhilik
azalmaktadir. Stv1 kromatografi kolonlari, diiz veya sarmal olabilirler. Kolonlarin
boylar1 (uzunlugu) ¢ok cesitli olup genellikle 5-30 cm araliginda degismektedir.
Kolonlarin i¢ ¢ap1 2-5 mm, kolon dolgu maddelerinin tanecik biiyiikligi ise
genellikle 5-10 um arasindadir. Giiniimiizde en sik kullanilan kolon 25 cm
uzunlugunda, 4,6 mm i¢ capinda ve 5 pum tanecik biiytlikliigiine sahip kolonlardir.
Kolon uzunlugu arttikga 6rnek bilesenlerinin aymrimi daha iyi olmakta fakat analiz
stiresi uzadig1 icin daha fazla mobil faz harcanmaktadir. Son yillarda hiz ve
minimum ¢oziicii sarfiyat1 bakimmdan diger kolonlara gore {istiinliikk saglayan daha
kiiciik boyutlarda yiiksek hiz ve yiikksek performansli kolon {iretimi de soz

konusudur.

Emniyet (koruyucu) kolonu: Analitik kolonun dmriinii artrrmak amaciyla analitik
kolondan once genellikle kisa bir kolon yerlestirilir. Bu kolonlarin gérevi partikiil
haldeki maddeleri, ¢6ziicii i¢indeki yabanci maddeleri tutmak, numune iginde
bulunan ve sabit faza tersinmez olarak baglanan bilesenleri tutmaktir. ilave olarak
hareketli fazi sabit faz ile doyurarak analitik kolondaki ¢oziicii kaybinin en aza
indirilmesini saglar. Bu emniyet kolonunun tanecik boyutu, basing diisiisiinii en aza
indirmek amaciyla genellikle biiyiiktiir. Emniyet kolonundaki dolgu maddesi analitik
kolondaki dolgu maddelerinin benzeridir. Emniyet kolonu kirlendigi zaman yenisiyle

degistirilmek suretiyle daha pahali olan analitik kolonun korunmasi saglanir

[62,68,69].

Kolon termostatlari: Kolonlarin sicakligii kontrol etmek gerekli olmakla birlikte
genellikle kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak kolon sicakligi sabit
tutuldugu zaman elde edilen kromatogramlarin daha iyi oldugu gézlenmistir. Buna
dayali olarak, kolonlarmn sicakliginin 100-150 °C’ye kadar her sicaklikta sabit
tutabilen kolon 1siticilar1 ve kolonlarin bagli bulundugu sabit sicakliktaki bir su

banyosu tarafindan beslenen su ceketi kullanimi1 da miimkiindiir.
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Kolon dolgu maddeleri ve 6zellikleri: YPSK cihazinda kullanilan kolonlar, yiiksek
basinct korumak i¢in paslanmaz g¢elikten yapilmislardir. Bunlar diizgiin bir i¢ ¢apa
sahiptirler ve ticari olarak degisik biiyiikliiklerde mevcutturlar. Bir kromatografik
sistemin performansi, kolonda gergeklestirilen ayirma ile yani kolon dolgu
maddesinin segilmesi ve kullanilmas: ile tayin edilir. Tyi bir kolon dolgu maddesi
kararlt olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de O6rnek c¢ozeltilere karsi
inert olmalidir. Ayrica genis bir yiizey alanma diizgiin olarak dagilmis ve hareketli
fazla kolay etkilesebilen, agik yapili bir yiizeye de sahip olmalidir. Ayn1 zamanda
yiiksek basing ve yliksek akis hizlarindan da etkilenmemelidir.

Stvi kromatografide temel olarak iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir.
Bunlar film dolgular ve gozenekli dolgulardir. YPSK calismalarinda sabit faz olarak
en ¢ok kullanilan dolgu maddesi silikajeldir. igerdigi SiOH gruplar1 nedeniyle zay1f
asidik ozelllik gosteren silikajel, bazik 6zellik gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine
gore tutar. Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak kullanildig1 gibi, kat1 yiizeyine
film halinde de kaplanabilir. Asidik 0Ozellik gosteren bilesiklerin ayrilmasini
saglayan, yani bazik 6zellik tasiyan bir kolon dolgu maddesi de aluminadir. Bu dolgu

maddesi de kat1 bir yilizeye film halinde kaplanarak kullanilir.

e. Dedektor

Kolonda aymrimi yapilan analizlenecek maddeye ait bilesenlerin alikonma
zamanlarina gore sirayla igerisinden gegerken miktar tayinlerinin yapildigt YPSK
donanimmidir. Kullanilacak dedektoriin tiirii analizlenecek maddenin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerine gore se¢ilmelidir. S1vi kromatografide kullanilan dedektorler

iki baglik altinda toplanabilir:

Y1gin Ozellikli Dedektérler: Bunlar analit tarafindan degistirilen y1gin 6zelliklerine
cevap verirler. Hareketli fazin kirilma indisi, dielektrik sabiti ve yogunlugu gibi

ozelliklerinin degisimi sonucu 6l¢iim yapilir.
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Analit Ozellikli Dedektérler: UV absorbansi, floresans siddeti gibi analitin sahip
oldugu, fakat hareketli fazin sahip olmadigi Ozelliklere cevap verirler. Bu

ozelliklerdeki degisimler dlciilerek sonug elde edilir.

Bilimsel arastirmalarda en ¢ok kullanilan dedektdr tipleri; UV absorbans, floresans,

kirma indisi, elektrokimyasal ve kiitle spektrometrisi dedektorleridir.

Ultraviole-goriiniir bolge dedektorler (Ultraviolet/Visible dedector-UV/VIS): Yiiksek
duyarliligi, genis bir dogrusal aralia sahip olmasi, sicaklik dalgalanmalarindan
nispeten etkilenmemesi ve gradient eliisyon i¢in uygun olmast nedeniyle UV-GB
dedektorleri en sik kullanilan dedektor tipidir. Bu dedektorler, maddenin ultraviyole
veya goriinlir bolge 15181 absorbsiyonu temeline dayanir. Cogu ilag analizinde
kullanilan UV-GB dedektorler, maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini
anlamak i¢in 151k kaynagindan gelen 15181n siddetinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilan
dedektorlerdir. Ayrica, UV-GB dedektorleri bir ya da daha fazla dalga boyunda
Olciim yapabilme olanag1 da saglar. Absorbans Olgiiliir. Lambert-Beer yasasi

gegerlidir. Bunlar iki tiptir:

Sabit dalga boylu dedektorler: Basit bir dedektor olup, dalga boyunun se¢imi igin
farkli interferansl filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde genellikle UV kaynagi olarak
civa lambasi1 kullanilir. Bunun disinda alternatif 11k kaynaklar1 ile daha degisik dalga

boylarin1 gézlemekte miimkiindiir.

Degisken dalga boylu dedektorler: 108-400 nm arasinda siirekli 151k verebilen
déteryum lamba ya da 400-800 nm arasinda 151k veren bir tugsten lambaya sahip ve
istenilen dalga boyunu se¢mek i¢in de bir monokromatér tasiyan fotometrelerdir.
Maddenin maksimum absorpsiyonunun bulundugu dalga boyunda calisma olanagi
saglayan bu dedektorler, hassasiyeti arttirdigi icin ve diisiik dalga boyunda

calisabildigi i¢in son derece kullanighdir.
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Diyod sirali dedektorler (DAD): Degisken dalga boylu UV-GB dedektorlerdir. Hem
sabit hem de taramali dalga boylarinda incelemeye miisait olan dedektorlerdir.
Kullanilan 151k kaynagi doteryum veya tungsten lambadir. Optik sistemi, doteryum
lambasindan yayilan polikromatik 15181, akis hiicresinin iizerine yollar. Bu 151k daha
sonra optik ag lizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto diyot dizisi lizerine

diser.

Diyod array dedektorler, se¢imlilik ve hassasiyet acisindan degisken dalga boylu UV

dedektor ile ayn1 avantajlara sahiptir. Bunlara ek olarak:

1. Ayni anda spektrumun biitiin dalga boylarinda piklerin 6lgtimii yapilabilir
yada istenilen dalga boyu aralig1 ayarlanarak 6l¢iim alinabilir.

2. Cok hizli spektrum taramasi yapilabilir ve istenilen pikin ii¢ boyutlu
kromatogrami alinabilir.

3. 512 elementden olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1 bir dalga boyundaki
absorbansi es zamanli olarak ol¢iilebilir.

4. Analiz edilecek maddelerin maksimum dalga boylar1 farkli oldugunda
DAD’ler birden fazla dalga boyunda 6l¢iim alabilir.

5. Spektrumlarin ¢akistirilmasi yontemi ile kromatografik piklerin saflik
kontrolii veya birden fazla pikten olusup olusmadiklarinin tayini yapailabilir.
Bu amagla, piklerin eliisyonu sirasinda birka¢ spektrum kayit edilerek,
spektrumlar iist tste konup karsilastirilabilir. Biitiin dalga boylarinda
spektrumlar st liste cakisiyorsa madde piki saftir. Eger enjekte edilen
piklerin sayisindan daha az pik elde edilmisse saflik kontrolleri yararh

ipuglar verir.

f. Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanildig1 sistemlerde hareketli faz akis hizi,
enjektor, kolon firni, 6rnek alma sistemi, dedektdr ve veri kaydi sistemi merkezi bir
veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikroiglemciler ve bilgisayarlarin
kullanilmas1 kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon

parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak saglamaktadir.
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2.3.3.2. YPSK sistem tiirleri

Izokratik sistem (tek pompa, tek solvent, solvent karisim olabilir, aymrim
yetersiz)

Diislik basingli gradient sistem (tek pompa, max 4 farklt mobil faz, karisma
pompadan 6nce)

Yiiksek basingh gradient sistem (2 yada 3 pompa, 2 yada 3 farkli mobil faz,

karisma pompadan sonra)

2.3.3.3. YPSK’de ayirma teknikleri

Normal faz (Normal phase-NP) (ilk gelistirilen teknik, kolon polar, mobil faz
apolardir, kullanilan kolonlar silikajel, cyano, amino, diol veya nitro
kolonlardir)

Ters faz (Reverse phase-RP) (en sik kullanilan teknik, kolon apolar, mobil faz
polardir, kullanilan kolonlar Cig, Cg, C4, phenyl, TMS, cyano’dur)

Ters faz iyon ¢ifti (Reverse phase ion pairing-1P)

2.3.3.4. YPSK yonteminin avantajlar

R

o

YPSK kolonu, rejenerasyon gerekmeksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.
Duyarlilig1 ytiksektir.

Kantitatif tayinlere (nicel analiz) kolayca uygulanabilir.

Ugucu olmayan, sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrimi igin
uygundur.

Pek cok maddeye genis sekilde uygulanabilir.

Ayni sabit faz kullanilarak farkli hareketli faz sistemleriyle ayni anda bir¢ok
maddenin duyarli olarak miktar tayininin yapilmasina olanak saglar.
Numunedeki maddelerin, bozulma iiriinlerinin yaninda miktar tayinlerine
olanak saglar.

Biyolojik sivilardan gerek ila¢ etken maddelerinin, gerekse metabolitlerinin

analizi i¢in genis bir kullanim alanina sahiptir.
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9. YPSK teknigi kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik
daha ytiksektir.
10. Analiz siiresi kisadir.

11. Burada numunenin miktari ¢ok az da olsa sonug alinabilir.

2.3.3.5. YPSK yonteminin dezavantajlar

1. Ekonomik olarak pahali sabit faz ve hareketli faz sistemlerine gereksinimn
gostermektedir.
2. Hareketli faz sistemlerinin mutlaka pahali membran sistemlerinden siiziilmesi

gerekmektedir.

2.3.3.6. Yiiksek performansh sivi kromatografisinin uygulama alanlan

YPSK, benzer yapili kimyasal maddelerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve belirlenmesi
islemlerinde oldukg¢a yaygm olarak kullanilan bir yontemdir. ilag etken maddesinin
hizli, duyarl ve giivenilir analizini yapmaya yarayan bir yontemdir. Bu yontemle
saflik ve kalite kontrolii, stabilite tayini ve reaksiyon sirasinda reaksiyon ara ve sonug
triinlerinin saptanmasi ile enansiyomer ayirimlari saglanabilmektedir. Biyolojik
materyallerde ilag ve ilag metabolitlerinin analizine de olanak saglayan bu yontemde,
plazmadaki ilag diizeyinin saptanmasi, doz ayarlanmasi ve biyoyararlilik gibi

konularda ¢aligmalar yapilabilmektedir.

2.3.3.7. Saflastirma

Herhangi bir karisim icerisindeki hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden ya da
safsizliklardan ayrilmasidir. Saflastrma isleminde, saflastirilacak bilesigin
ozelliklerine uygun hareketli faz ve kolon se¢imi yapildiginda iyi bir ayirim
gerceklestirilebilir. Ayrica yiiksek saflik elde edebilmek i¢in de diger bilesiklerin
kolon igerisindeki gd¢ hizlarinin yeteri derece birbirinden farkli olmasi

gerekmektedir.
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2.3.3.8. Kalitatif analiz

Az sayida ve bilinen tiirleri iceren karigimlardaki bilesenlerin varligini tanimak
amactyla YPSK yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, tek bir kromatogramla,
bir peptit pargalanmasinda 30 kadar aminoasit yeterince kesin bir sekilde
goriilebilmektedir. Ote yandan kromatogram, karisimdaki her tiir i¢in, tutulma siiresi
gibi yalnizca tek bir bilgi icerir. Bu nedenle anilan teknigin bilinmeyen bilesimdeki
karmasik numunelere uygulanmasindaki basarisi smirlidir. Bunun igin YPSK
kolonunun NMR, infrared veya kiitle spektrofotometrelerine baglanmasiyla

olusturulan ikili cihazlar, bu sinirlamalar1 6nemli 6l¢iide ortadan kaldirmistir.

2.3.3.9. Kantitatif analiz

YPSK’nin ¢alismalarda ¢ok kullanilmasi, onun kantitatif analizlerde kullanilabilir
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kantitatif analizde, analit pik ytliksekligi veya pik
alan degerleri derisime kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra

bilinmeyen maddenin derisimi kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur [70,71].

2.3.3.10. YPSK metodunun gelistirilmesi

YPSK analizlerinde 6ncelikle bir metodun tanimlanmasi ve gelistirilmesi gerekliligi
vardir. Metod gelistirme asamasinda, Oncelikle asagidaki deneysel kosullar ve

deneysel verileri uygulamali olarak saptanmalidir.

Ornege ait fiziksel ve kimyasal dzelliklerin belirlenmesi
Ornek hazirlanmasina ait detaylarm belirlenmesi
Dedektor se¢ciminin yapilmasi

Kromatografik ayirma kosullarinin saptanmasi
Kromatografik ayirma kosullarinin optimize edilmesi

Muhtemel problemler i¢in 6zel ¢6ziim islemlerin saptanmasi

N o g~ e e

Rutin laboratuvar analizleri i¢in metodun validasyonu
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Elde edilen veriler analizi istenilen hassasiyette olanakli hale getiriyorsa bir sonraki

asama olarak metodun yazilmasi yani tanimlanmasi gergeklestirilir.

2.4. Validasyon

Validasyon, iirlin kalitesine etki edebilecek tiim imkan ve islemlerin Onceden
belirlenmis spesifikasyonlar1 saglayacak sekilde islendigini garanti altina almak

amaciyla ylriitiilen caligmalardir [72]. Validasyon;

1. GMP kurallar1 (Good Manufacturing Practices) i¢in yapilmasi gerekir.

2. Kaliteyi giivence altina alir, degiskenligi en aza indirger.

3. lyi kontrol edilmis, giivenilir prosesler olusmasini saglar. Ciinkii kimyasal
sonuclardan elde edilen bilgiler giivenilir olmalidir.

4. Cihaz ve prosesler hakkinda daha 1y1 bilgi sahibi olunmasini saglar.

5. Bozuk c¢ikan malin imhasi, yeniden islem gormesi, yeniden numune alinmasi,
ekstradan analiz yapilmasi gibi olaylardan dolay1 maliyeti azaltir.

6. Verimliligi arttirir.

7. Organizasyon i¢inde bulunan birimlerdeki koordinasyon, iletisim ve bilgi

akisini arttirir.

Validasyonun temel islemleri, aslinda yapilan tiim isi tanimlamaktir. Ayni zamanda,
tanimlanan islemi kanitlamak ve bu kanitlanan bulgular1 tekrarlayip, sonuglari
yorumlamaktir. Validasyon iglemi, tiim iiriinlerin kalite kontrollerine uygulanabilir.
Ulkemizde validasyon islemi genellikle ilag sektdriinde genis uygulama alan

bulmaktadir. Ila¢ endiistrisinde uygulanan validasyon cesitleri:

Temizlik ydntemleri validasyonu: Imalat alaninda bulunan tiim imalatla ilgili

cthazlarin temizlenmesinde uygulanacak olan validasyon islemleridir.

Analitik yontem validasyonu: Analitik prosediiriin kalitatif ve kantitatif olarak dogru

sonuglar verdigini belirleyen ¢aligmalardir.
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Makine/cihaz validasyonu: Cihazin dogru bir sekilde calisip ¢alismadiging,
fonksiyonlarmi dogru bir sekilde yerine getirip getirmedigini gézlemlemek amaciyla

yapilan ¢aligmalardir.

Proses validasyonu: Spesifik olarak bir {irtiniin arastirma kademesinden son {iriin

haline gelene kadar gegen siirede yapilan validasyondur [73].

2.4.1. Analitik yontem validasyonu

Analitik yontem validasyonu tasarlanmis analitik yontemin kabul edilebilirligini
kanitlamak ve ayni zamanda analitik prosediiriin kantitatif ve kalitatif olarak dogru
sonuglar verdigini belirleyen sonuclar elde etmektir. Kisacasi, analiz yonteminde

kullanilacak olan tiim parametreleri ve yapilacak tiim iglemleri tanimlar [72].

Yontem validasyonu hazirlanirken dikkat edilmesi gereken hususlar sunlardir:

1. Yontem validasyonu, rutin calismalarda kullanilan Ornek, reaktif veya
standartlarin laboratuardaki deneyimlerini géstermeli

2. Kullanilan reaktifler ve standartlar, bilesenin satligi ve dogrulugu i¢in kontrol
edilmeli

3. Bir validasyon plan1 hazirlanmali ve adim adim hangi asamalarin yapilacagi
belirtilmeli

4. Ozel bir yontemin validasyonu; &rnekler ya da bilinmeyen 6rnek ile ayni
Ozellik gosteren standartlarla laboratuar deneylerinde calisilmali, hazirlik ve
yiirlitme ve validasyon protokolii izlenmeli

5. Bir yontemin validasyonu, analizin gerektirdigi kosullardan ayrilmamali ve
sapmamali ve ayrica yeni bir analitik yontemin validasyonu ve gelistirilmesi
bu siire¢ i¢cinde tekrarlanabilir olabilmeli

6. Her validasyon caligmasi sirasinda yontem anahtar parametreleri belirlenmeli
ve sonra gelen biitiin validasyon adimlarinda bu parametreler kullanilmali,
her defasinda tekrarlanan caligmalar1 minimuma indirgemeli ve yodntem

kosullar1 saglandiktan sonra bir sonraki ¢caligmalara gecilmelidir.
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2.4.1.1. Analitik yontem validasyonunda kapsam

Analitik yontem validasyonu, yontemin belirlenen amag¢ i¢in uygun oldugunu ve
yontemin kapsamini gostermelidir. Ayn1 zamanda yontemin performans 6zelliklerini
de icermelidir. Yontemin kabul edilebilir limitlerini iceren bir planda izlemelidir.
Farkli tiplerde donanim ve yontemin ytiriitiilecegi yerin farkli kosullarda oldugunu

da belirtmelidir. Farmakopede kayitli olan validasyon yontemleri 3 grupta toplanir:

Etken madde analiz yontemi: Hammadde veya bitmis iriin igindeki koruyucu

maddeler dahil aktif maddenin tayininde kullanilan yontemlerdir.

Safsizlik yontemi: Hammaddedeki safsizliklari veya bitmis iirtindeki pargalanma

iirlinlerini tayin etmeye yarayan yontemlerdir.

Bitmis {riin analiz yOontemi: Performans 0&zelliklerini tayin icin kullanilan

yontemlerdir.

2.4.1.2. Analitik yontem validasyon asamalari

Analitik yontem validasyonunda kimyasal oOlglimlerden elde edilen verilerin
dogrulugunu kanitlayan delillerin saglanmasi i¢in adimlarin teker teker

gergeklestirilmesi gerekmektedir:

1. 1lk olarak bir validasyon protokolii segilir.

2. Uygulama ve amag¢ belirlenir, yontemin kapsami ve onun validasyon
kriterleri belirlenir. Bu validasyon kriterleri 6nceden dikkat edilmesi gereken
noktalar bolimiinde belirtilen bilesenler, matriksler, analizin Kalitatif yada
kantitatif olusu, tanima ve miktar limitleri, calisma araligi, kesinlik ve
dogruluk, donanim tipi ve analiz ortanudir.

3. Validasyon deneyleri belirlenir.

4. Yontem parametreleri ve kabul edilebilir limitler belirlenir.

5. Standart ve belirteg gibi materyaller belirlenir.
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6. Yontem parametreleri ve/veya kabul edilebilir kriterleri ayarlanir ve artik
validasyon deneyleri uygulanmalidir.

7. Revalidasyon kriterleri belirlenir ve gerekiyorsa yontem yeniden valide edilir.

8. Analitik kalite kontrol denetimleri yontemin rutini i¢in belirlenir ve /veya
sistem uygunluk testlerinin siklig1 ve tipi belirlenir.

9. Son olarak validasyon deneyleri raporlandirilir.

2.4.1.3. Analitik yontem validasyon parametreleri

Validasyon deneylerinin siras1 hakkinda resmi bir yonerge yoktur ve en uygun sira
yontemin kendi 6zelligine baglhidir. Yontem validasyonu i¢in parametreler, farkli
kuruluslarda, uluslararas1 komitelerde ve literatiirlerde c¢esitli  sekillerde
tanimlanmigtir. Bazi tanimlar farkli organizasyonlar arasinda farkli sekildedir.
Farmasotik uygulamalar icin International Conferance on Harmonanization gibi bazi
organizasyonlar tarafindan belirlenen asagida swrasiyla verilen parametreler

izlenmelidir [74].

a. Segicilik (spesifiklik)

b. Dogrusallik

€. Calisma aralig

d. Dogruluk ve geri kazanabilirlik

e. Kaesinlik (tekrarlanabilirlik)
Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik
Laboratuarlar aras1 tekrarlanabilirlik
Tutarhilik
Nitel tayin limiti (LOD)
Nicel tayini limiti (LOQ)

= @

Givenilirlik

[lag analizlerinde genel olarak 3 yontem kullanilir:

1. Hammadde veya bitmis {irlin i¢cindeki koruyucular dahil aktif maddenin

tayininde kullanilan yontemler,
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2. Hammaddedeki safsizliklar1 veya bitmis iirtindeki par¢alanma {iriinlerini tayin
etmeye yarayan yontemler,

3. Uriiniin performans 6zeliklerinin tayini i¢in kullanilan yontemler.

Bu yontemlerin amacia gore valide edilecek parametreler farklilik gostermektedir.

Tablo 2.4.’de bu yonteme gore degisen parametreler gosterilmektedir.

Tablo 2.4. Tlag analizlerinde yontemlere gore degisen parametreler

Parametreler 1. yontem 2. yontem 3. yontem
Kantitatif tayin testi | Limit
Secicilik + + + N
Dogrusallik + + - +
Calisma arahg: + + * *
Dogruluk ve geri kazamm + + - *
Kesinlik + + * n
Tutarhihk + + + +
Tanima limiti + + + *
Miktar tayin limiti + + + *

(*) Spesifik testlere bagli olarak gerekilirse yapilir.

a. Segicilik/ spesifiklik

Spesifiklik, genellikle tek bir analit i¢in iiretilen yonteme karsiliktir. Secicilik ise
birbirinden ayirt edilen ya da edilemeyen kimyasal icerikler i¢in kullanilmistir.
Kisacasi; katki maddeleri, degisik interferanslar varhiginda analitin dogru olarak
Olgebilen seciciligini tanimlar. Sivi kromatografisinde segicilik optimum aywrma ve
kolon kosullarinin se¢imiyle elde edilmistir. Seciciligin {stiinliigii, kullanilan analiz
yonteminde sadece o etken maddeye 0zgii ve spesifik oldugunu ifade etmelidir.
Bizim yOntemimiz sadece etken maddeyi Olcebilmeli ve digerleri ile reaksiyon
vermemelidir. Burada amag, ilacin i¢indeki yardimc1 maddeler ile etken maddenin ve
bilinen bozunma friinleri veya safsizliklarin birbirinden ayr1 bir sekilde
tanimlanabilir olmasidir. Bunun i¢in 6zellikle LC‘de (Sivi Kromatografisi) uygun
kolon ve kromatografi kosullar1 (mobil faz bilesimi, kolon sicakligi ve dedektor

dalga boyu gibi) secilmelidir [75].
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b. Dogruluk ve geri kazanabilirlik

Dogruluk, yontem ile elde edilen test sonuclarinin ger¢cek degerde uygunlugunun bir

Olgtistidiir. Dogruluk degerlendirilmesi ise birgok yolla elde edilebilir.

Referans yontemi ile numune yonteminin karsilastirilmasi bir yoldur. Bu yaklasimda,

referans yonteminin belirsizligi bilinmektedir.

Dogruluk, konsantrasyonlar1 bilinen bir numunenin analizi yolu ile de tayin
edilebilir. Ornegin; bir sertifikali numune ve 6lgiilmiis dogru deger kiyaslanir. % geri
kazanim, bulunan sonuglarin ger¢ek degere yakmliginin o6l¢iilmesidir. Elimizde
sertifikali 6rnek bulunmuyorsa, bos numune matriksine konsantrasyonu bilinen
hacimde ve agirlikta analit eklenir. Sonra matriksten, analitin ekstraksiyonu sonucu
elde edilen analitin standart ¢ozeltilere gore geri kazanimlar1 hesaplanir. Bu sayede
plaseboya ilave edilen etken maddenin tam olarak geri kazanip kazanmilmadigi
anlagilir. Elde edilen geri kazanim degerleri % 100£3 limitleri i¢inde olmalidir. Ama
analit konsantrasyonu c¢ok diisiik oldugu zaman bu smir genigler. Beklenen geri
kazanim, numune matriksine, isleme konulan 6rnege ve analit konsantrasyonuna
baghdir. Bu dogruluk degerlendirilmesi numune preparatin etkinli§ini 6lgmektedir

[73].

c. Kesinlik

Bir yontemin kesinligi, birka¢ kez enjeksiyon yapildiginda sonuglarin birbirine
uygunluk derecesidir. Yani homojen bir karisimdan, kisa araliklarla birden fazla
numune alindiginda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir ydntemin
kesinligi genellikle test sonuglarinin RSD (Bagil Standart Sapma)‘si ile dl¢tilmustiir.

Bu standart sapmalar 3 kategoride toplanmistir:

Tekrarlanabilirlik: Bir analistin laboratuarda bir cihaz ile kisa zamanda analizi
gerceklestirdiginde elde edilen sonug tutarliligidir. En azindan 5 yada 6 saptama, 3
farkli matriks, 2 yada 3 farkli konsantrasyon ile analiz gerceklestirilmeli ve % RSD

hesaplanmalidir. Kesinlik i¢in kabul edilebilir kriter, yapilan bir ¢ok tip analizin
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tiirline baghdir. Farmas6tik analizlerde kalite kontrolde % 2 RSD kolayca basarilir.
Oysa biyolojik numunelerde duyarlilik konsantrasyon limitlerinde yaklasik % 15 ve
diger konsantrasyon diizeylerinde % 10’dur. Cevresel ve gida numunelerinde
kesinlik matrikse, analit konsantrasyonuna ve analiz tekniklerine baglidir. RSD % 2-

20 arasinda degismektedir.

Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik: Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik, haftalar boyunca
ayni laboratuarda yapilan bir yontemin karsilastirilmasi ile belirlenmistir. Ayni
laboratuarda farkli analistlerle, farkli cihazlarla, farkli standartlar, farkli kolonlar
kullanilarak veya bunlarin kombinasyonlar1 yapilarak ayni analiz farkli giinlerde
yapilmistir. Bir yontemin laboratuar i¢i tekrarlanabilirligi, farkli operatorler, farkl
firmalar, farkli aletler, farkli standartlar, farkli belirtegler ya da bunlarin farkli
kombinasyonlari ile elde edilen sonuglarda uyumsuzluk gosterebilmistir. Laboratuar
ici tekrarlanabilirlik validasyonunun amaci; analiz sona erdiginde ayni laboratuarda,

yontemin ayn1 sonuglar1 dogrulamis olmasidir.

Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik: Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik, farkl
laboratuardan elde edilen kesinlik sonuglarin1 gostermektedir. Amaci farkh
laboratuarlardan elde edilecek sonuglar1 saglayacak yontemleri dogrulamaktir. Bir
analitik yontemin laboratuarlar arasi tekrarlanabilirligi, farkli laboratuarlarda, farkli
analistlerle, farkl islevsel ve c¢evresel sartlar altinda ama ayni belirli yontem
parametreleri ile analiz edilerek belirlenmistir. Eger yontem farkli laboratuarlarda
kullanilacaksa  validasyonu Onemlidir. Bir yontemin laboratuarlar  arasi

tekrarlanabilirligini etkileyen faktorler:

Oda i¢indeki sicaklik ve nem farkliliklari,

Farkli tecriibe ve farkli gayretteki analistler,

Farkli 6zellikteki donanim (Ornegin; YPSK’deki alitkonma hacmi)

Malzeme ve aletlerdeki kosullarmn varyasyonlari, (Ornegin; YPSK’deki mobil
faz karisimi, pH, akis orani v.b. gibi)

Farkli sirketlerin kolonlar1

Coziciiler, belirtegler ve farkl kalitedeki aletler olarak belirlenmistir [75].
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d. Tutarlilik

Bir analiz yonteminin tutarliligi, analiz numunesinin uzun zaman araliklarinda farkli
kosullarda analizi yapildiginda, bu degisiklerden etkilenip etkilenmemesinin bir
Olgiisii olarak tanimlanmistir. Yani normal kosullarda, farkli kisiler veya farkli

laboratuarda elde edilen sonuglarin 6lgiilmesidir.

e. Nitel tayin limiti

Saptanan fakat miktarinin 6lgiilmesinin gereksiz oldugu numunedeki etken maddenin
% 95 ya da % 99 giivenirlilik sinir1 i¢inde teshis edilebildigi minimum miktar1 olarak
tanimlanmistir. Genellikle bu seviyelerde gilivenilir ve kantitatif sonuglar elde

edilemedigi goriilmiistiir. Kromatografi icin 2 ya da 3 kat1 gerektigi saptanmustur.

f. Nicel tayin limiti

Bir maddenin % 95 giivenirlilik sinir1 icinde tayin edilebilen minimum miktar1 olarak
tanimlanmistir. Yani bu miktar, analiz kosullarma, kabul edilebilir kesinlik ve
dogruluk degerlerine sahip olan tayin edilebilecek en diisilk konsantrasyondaki
madde miktaridir da denilebilir. Bu parametre, 6zellikle hammadde veya bitmis
iirtindeki safsizlik, parcalanma iirlinii gibi diisiik miktarlardaki maddelerin analizinde
Oonem tagimaktadir. Kromatografide kesin 6l¢iim veren minimum enjeksiyon miktari
oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda kromatografide tipik olarak zemin

giiriiltiistinden 10-20 kat1 daha yiiksek bir pik gerektirdigide belirlenmistir.

g. Giivenilirlik

Giivenilirlik testleri, yontemde ufak degisiklikler yapildig1 zaman sonuglarin yine de
uygun oldugunu gostermek i¢in yapilmistir. ICH dokiimanlarma (Uluslararasi
Harmonizasyon Konferansi) gore ilag gelistirme asamalar1 sirasinda yontem iizerinde

giivenirlik degerlendirilmesinin diisiiniilmesi tavsiye edilmistir [76].
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2.5. Sistem Uygunluk Testleri

Kromatografik yontemlerin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirten
“Sistem Uygunluk Testleri (SUT)” icin gerekli islem ve hesaplamalar yontem
gelistirilmesi ve validasyon islemlerinin tamamlanmasindan sonra veya islemler

sirasinda yapilir [77]. Avrupa Farmakopesi tarafindan tanimlanan SUT parametreleri:

a. Teorik tabaka sayis1 (N)

b. Kuyruklanma faktorii (T)

c. Kapasite faktorii (k)

d. Secicilik faktori (o)

e. Aymrm giicii (Rs)

f. Pik yiiksekligi veya alanmin % bagil standart sapmasi

g. Cihaz tekrarlanabilirligi

Kromatogram parametreleri Sekil 2.2.’de gdsterilmistir:

Veveya igp

Dedecktar Cevabi

T ’ b

Hacim veya Zaman

Sekil 2.2. Kromatogram parametreleri

b: Baseline (Temel ¢izgi)

h: Pik Yiksekligi

a: Kolonda tutulmamis numune piki

to: Hareketli fazin alikonma zamani, kolon 6lii zamani

tr: Maddenin alikonma zamani (numunenin enjekte edildigi zaman ile kaydedicide

maksimum konsantrasyonda saptandig1 zamana kadar gecen siire)
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Vo: Hareketli fazin alikonma hacmi, 6lii hacim
Vr: Maddenin alikonma hacmi (numuneyi eliie etmek i¢in kolondan gecen ¢oziicii
hacmi)

Vs: Sabit fazin alikonma hacmi

a. Dagilma (partisyon) katsayis1 (K)

Dagilma kromatografisiyle bir karisimdaki maddelerin farkli iki faz (hareketli faz ve
durgun faz) arasindaki farkl ¢oziinmelerinden yararlanilarak birbirlerinden ayrilmasi
gerceklestirilebilmektedir. Biitlin bu aymrima islemlerinde etkili olan parametre,
coziinenlerin hareketli ve durgun sivi faz arasindaki dagilma (partisyon) derecesini
temel alir. A ¢Ozlineni i¢in s6z konusu denge, asagidaki esitlikle (Formiil 2.1)

gosterilebilir:

A hareketli <> A sabit (2.1)

Bu reaksiyonun denge sabiti K’ya, dagilma (partisyon) orant veya dagilma
(partisyon) katsayisi adi verilir. Dagilma katsayis1 (K), analitin sabit fazdaki molar
derisiminin (Cs), analitin hareketli fazdaki molar derisimine (Cy) oranlanmasi ile

hesaplanir (Formiil 2.2).

K =Cs/Cw (2.2)

Ideal olarak ¢oziinen madde derisimlerinin genis aralikta dagilma orani sabittir.

Diger bir deyisle; Cs dogrudan Cy ile orantilidir [60,78].

b. Alikonma (retention) zamani (tg)

Alikonma zamani (tr) numune enjeksiyonundan sonra analitin dedektdre ulagsmasi
icin gegcen zamana denir. Numune enjeksiyonundan sonra gelen pik i¢in, pik siiresi
6lii zaman olarak adlandirilir ve to ile gosterilir. Olii zaman, hareketli fazin ortalama

gd¢ hizin1 verir ve analit piklerinin taninmasinda 6nemli rol oynar. Numune iginde
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veya hareketli fazda ¢ogu zaman kolonda tutulmayan bir tiir olabilir. Yoksa bile

diger piklerin taninmasina yardime1 olmak i¢in bdyle bir tiir ortama katilabilir.

Sekil 2.3.’teki sag taraftaki pik bir analit tiiriine aittir. Numunenin enjeksiyonu ile bu
pikin dedektore ulasmasi i¢in gegen silireye alikonma (tutulma) zamani denir ve tr

simgesiyle gosterilir.

Detektor cevab

Zainann

Sekil 2.3. Tek bilesenli bir karigim igin tipik bir kromatogram

to: Hareketli fazin alikonma zamani

tr: Maddenin alikonma zamani

Alikonma zamani yerine alikonma hacmi terimi de (Vgr) kullanilmaktadir. Bir
bilesenin sabit fazdan eliie olmasi i¢in gereken hareketli faz hacmine alikonma hacmi

denir.

Hacim akis hiz1 (F), birimi cm®/saniye veya cm®/dakika olup, maddenin alikonma

zamaninin alikonma hacmine boliinmesiyle hesaplanir (Formiil 2.3).

F=Vr/tr (23)

Lineer akis hiz1 (U), hareketli faz molekiillerinin ortalama dogrusal hizidir. Birimi
cm/saniye olup kolon uzunlugunun (L) hareketli fazin alikonma zamanma (to)

boliinmesiyle hesaplanir. Lineer akis hizi, kolonun enine kesitinden bagimsiz olup,
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¢oziici molekiillerinin kolon boyunca hareketleri sirasindaki ortalama hizlarini

gosterir (Formiil 2.4).

U=L/t (2.4)

Analitin kolon igerisinde hareketi esnasinda ortalama go¢ hizi V; kolon dolgusunun

uzunlugu (L) ve maddenin alikonma zamanindan (tg) hesaplanir (Formiil 2.5).

V=Lt (2.5)

Kromatografik parametrelerden biri olan dagilim katsayis1 K ile maddenin alikonma
hacmi (Vr) dogrudan iligkilidir. Bu esitlikte Vo kolondaki hareketli faz hacmi, Vs
kolondaki sabit faz hacmidir (Formiil 2.6).

Vs = Vo + KVs (26)

C. Teorik tabaka sayis1 (N)

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve
piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir (Sekil 2.4.). N’in sayisal degeri,
analizi yapilan maddenin cinsine bagl oldugu gibi, deney kosullarina, akis hizi,
sicaklik, kolon kalitesi ve dolumun tek bi¢imliligi gibi ¢esitli faktorlere de baghdir.
Tavsiye edilen deger N> 2000°dir. Formiil 2.7° de gosterildigi gibi hesaplanir.

Sekil 2.4. Teorik tabaka sayisi i¢in kromatogram
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N= 16 (ts/W)? (2.7)

tr : Maddenin alikonma zamani

W: Elde edilen pikin taban genigligi
d. Kapasite faktorii (k”)

Kapasite faktorii (k’) ¢ozlinen maddelerin kolonda go¢ hizlarimi tanimlamakta yaygin
olarak kullanilan 6nemli bir parametredir. Kapasite faktorii, hareketli faz ve durgun
faz bilesimlerinin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Her maddenin kendine 6zgii bir
kapasite faktor degeri vardir. Kolon performansi ve alikonmanin uzun siireli
tekrarlanabilirligi ile ilgilidir. Bir kromatografik ayirimda hesaplanan kapasite
faktorii degerinden faydalanarak aymrim hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Kapasite
faktorii, Sekil 2.5.°teki parametreler kullanilarak, Formiil 2.8’de gorildiigii gibi

hesaplanir.

Ve veya tg

Dedcktdr Cevab

Vo veya 1
——

Hacim veya Zaman

Sekil 2.5. Kapasite faktorii icin kromatogram

to: Hareketli fazin alikonma zamani, 6lii zaman
tr: Maddenin alikonma zamani
Vo: Hareketli fazin alikonma hacmi, 61ii hacim

VRr: Maddenin alikonma hacmi

k'=(Vr- Vo) Vo (2.8)
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Akis hizi1 sabitse, kapasite faktorli Formiil 2.9°da goriildiigii gibi hesaplanabilir:

k> = (tr —to)/to (2.9)

Kapasite faktorli, maddenin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilim katsayisma

baglidir (Formiil 2.10).

k'=K Vs/Vq (2.10)

tr Ve to degerleri kromatogramlardan kolayca bulunur. Coziinen bir madde i¢in
kapasite faktorii birden ¢ok kiigiik ise, ayrilma hizli gergeklesir ve alikonma
zamanmin dogru olarak belirlenmesi zor olur. Ote yandan kapasite faktorii 20-30 gibi
bir sayidan daha biiyiik olursa, ayrilma zamani gereksiz bir sekilde uzun olur. Ideal

bir ayirma da kapasite faktorii degerinin 1-5 arasinda olmas1 gerekmektedir.

e. Segicilik faktori (o)

Bir karigimdaki iki maddenin ayirimini degerlendirmek i¢in kullanilir ve bir kolonun
s0z konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin bir 6l¢iisiidiir. A ve B bilesenli bir
karisimda secicilik faktorii (o), her iki bilesenin kapasite faktorii oranma esittir

(Formtil 2.11).

a=k.B/K.A (2.11)

k'. B : Daha kuvvetli tutunan veya alikonma zamani uzun olan maddenin kapasite
faktorii
k. A : Daha az kuvvetle tutunan veya alikonma zamani kisa olan maddenin kapasite

faktori

Seciciligi etkileyen ana faktor sabit fazdir. Hareketli fazin bilesimi ve az da olsa

sicaklik da segiciligi etkiler.
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Deneysel bir kromatogramdan o’y1 belirlemek i¢in agagidaki esitlik kullanilmaktadir

(Formiil 2.12):

o= [(tR)B - to] / [(tR)A- to] (2.12)

(tr)a: 1. maddenin alikonma zamani
(tr)s: 2. maddenin alikonma zamani

to: Hareketli fazin alikonma zamani

Iki pikin elde edildigi sistemlerde kullanilir. Genel olarak bu degerin 1°den biiyiik

olmasi istenir.

f. Ayirim giicii (Rs)

Kromatografide amac¢ karigim i¢indeki maddeleri ayrmaktir. Ayiricilik terimi (Rs)
bu amacin ne derecede gergeklestiginin bir Slgiitiidiir. Birbirini takip eden 2 adet
bilesene ait piklerin birbirinden ayirimlarinin basarisini (oranini) gosterir. Takip eden
pikler i¢in iyi bir ¢Oziiniirliikten bahsedebilmek i¢in hesaplanan R degerinin 1-1,5
civarinda olmasi istenir.Genellikle 5 veya daha az madde igeren numunelerde bu
degerin 1,5’dan biiyiik olmasi kolaylikla saglanabilir. Bu sonug, maksimum
kesinligin gostergesidir. Aymrim giicii, bir kolonun eskiligini, giinler aras1 ayirim
sartlarindaki degisiklikleri gosterir. Aymrim giicii Sekil 2.6.’daki parametrelerden
yararlanilarak asagidaki gibi hesaplanir (Formiil 2.13).

Sekil 2.6. Ayirim giicii i¢in kromatogram
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t1: 1. bilesenin alikonma zamani
to: 2. bilesenin alikonma zamani
Wi: 1. bilesenin taban genisligi
W;: 2. bilesenin taban genisligi

Rs= 2(t2-t1)/(W1+W2) (213)

Genel aymrimlarda bu deger 2’nin, miktar tayini ¢aligmalarinda 1,5’un, biyolojik
stvilardan yapilan ¢alismalarda 1,2’nin {istiinde olmasi kabul edilebilir degerlerdir.
Nicel analizler i¢in pikler arasindaki ayiriciligin 1,5’den biiyiik (Rs >1,5) olmasi

onerilir (Sekil 2.7.).

ol X
l
E |
<
-
o~ oot /\
:Q |
= | B A
A |
=) {

|
|

>

[
1

ZAMAN (dakika)

Sekil 2.7. Rezoliisyon faktoriiniin kromatogramlara gore degisimi
g. Kolon verimi

Basaril1 bir kromotagrafinin amaci verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik bant
elde etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinin kantitatif 6l¢iimiinde birbiriyle

bagntili iki terim sik¢a kullanilir:
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1. Tabaka ytiksekligi, H (Plate Height)
2. Teorik tabaka sayisi, N (Number of Theoretical Plate)

Bu ikisi arasindaki bagint1 agagidaki esitlikle verilir (Formiil 2.14):

N=L/H (2.14)

L : Kolon dolgu uzunlugu (cm)

Kromatografik kolonun verimliligi teorik tabaka sayisi arttikga ve teorik tabaka
yliksekligi azaldik¢a artar. Hareketli ve durgun fazlarin bilesimi, kolon dolgu
maddesinin tanecik biiyiikligli ve kolon capmna bagl olarak kolonun tipi kolon
verimliligine etki etmektedir. Kolon dolgu maddesinin tanecik ¢api kiiciildiikge,

kolon tabaka sayis1 artmakta ve bu da kolon verimliligini artirmaktadir.

Kromatografik kolondaki ayirma olaylarma matematiksel yaklasim, 1950’li yillarda
Hollandali kimya miihendisi Van Deemter’in kendi adi ile anilan esitligin bulunmasi

ile sonuglanan incelemeleri ile baglamistir (Formiil 2.15).

H = (A +B)/(u+Cy) (2.15)

H: Teorik tabaka ytiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyonu
B: Boyuna diflizyon

C.: Fazlar arasindaki kutle aktarimi

u: Cizgisel hiz

Bir kromatografi kolonunun verimli ¢alismasi i¢cin dnce bu kolon i¢in kullanilacak
optimum akis hizinin saptanmasi gerekir. H degerinin kiiciiltiilmesi i¢in bir dizi
onlem almarak kolonun etkinligi arttirilabilir. Formiil 2.15°teki akis hizindan
bagimsiz olan A degeri, madde molekiillerinin kolonda ilerlerken farkli yollar
izlemesi nedeniyle biiyiir. Farkli uzunluktaki yollar1 izleyen madde molekiillerinin

kolonda hizlar1 da farkli olur. Biitiin molekiillerin kolonun sonuna ulasmasinda
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bantta genisleme gozlenir. Bu olaya “Eddy Diflizyonu” denir. Kolon dolgu
maddesinin ¢ok kiiciik tanecikli olarak alinmasi ile A’nin degeri kiiciiltiilebilir.
Formiildeki ikinci terim boyuna difiizyon terimi olup 6zellikle diisiik akis hizlarinda
onem kazanir. Bu terimin katkisi, bilesenlerin hareketli faz i¢indeki diflizyon
katsayilarinin degerleri ile dogru orantili olarak artar. B’nin degeri kolon sicakliginin
azaltilmasi ile kiigiiliir. Kolona basing uygulayarak da B’nin degerinin kii¢iiltiilmesi
miimkiindiir. Formiiliin iiclincii terimi yiliksek akis hizlarinda énem kazanan kiitle
aktarimi terimidir. Akis hizi arttik¢a bilesenlerin iki faz arasinda dagilma dengelerine
ulagabilmeleri i¢in gereken siire azalir ve dolayis1 ile dagilma dengesine tam olarak
erisilemez. Bu terimdeki C degerinin kiiciiltiilebilmesi i¢in hareketli sivi fazin
viskozitesinin az olmasi, kolon sicakliginin arttirilmasi, sabit faz ince bir siv1 film ile

kapliysa bu filmin kalimlhiginin ¢ok kiiciik bir degere sahip olmas1 gerekir (Sekil 2.8).

H (cm)

minimumH p-———— B/u

1
1
|  ————— TR L
1
"

=
ideal hareketli faz hizi u (cm/s)
hiz

Sekil 2.8. Van Deemter egrisi

h. Kuyruklanma faktorii (T) ve pik asimetri faktorii (As)

Bu faktdr pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. Caligmalarda daima simetrik pikler

se¢ilmelidir. Simetrik olmayan piklerde;

1. Dogru olmayan tabaka sayis1 ve ayirim giicli sonuglar1

2. Kararli olmayan miktar tayinleri
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3. Gozlemlenemeyen pik kuyruklanmalar1

4. Alikonmanin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi1 gibi sorunlarla karsilasilir.

Pik yiiksekliginin
% 10'u

Dedektor Cevabi

Hacim veya Zaman

Sekil 2.9. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi

Pik asimetri oraninin hesaplanmasi asagidaki esitlikle verilir (Formiil 2.16):

As = (CB/AC) (2.16)

CB ve AC uzunluklar1 Sekil 2.9°da tanimlanmustir.

Pik asimetrisi taban yiiksekliginin % 10’u civarinda, kuyruklanma faktorii ise % 5°1
civarinda Olgiiliir. Tam simetrik bir pik i¢in Ag = 1’ dir. Pratikte 0,9-1,2 arasinda As
degerleri kabul edilmektedir. Kuyruklanma faktorii i¢in uygun degerler ise 2’nin

altindaki degerlerdir.

Genel olarak bir kromatogramda geg¢ gelen pikler dnce gelen piklere nazaran daha
yayvan ve genis olurlar. Alikonma zamanmin artmasi pik seklinin bozulmasina
neden olabileceginden, bir pikin gec¢ gelmesi istenen bir durum degildir. Boyle
durumlarda pik seklinde kuyruklanma da gdzlenebilir. Alikonma zamaninin 6ne
alinmasinda hareketli faz bilesimi ve akis hiz1 degistirilebilir ya da gradient eliisyon

islemi uygulanabilir.

Analitin hareketli fazdaki denge derisimi (CM) sabit fazdaki denge derisimine (Cs)

kars1 grafige gecirildiginde bir dizi izoterm elde edilir.
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(a) (b) (c)
Drogrsal Anti-langmuir Langmuir

v

Harelkeitli Fazrda Derigim

Sahit Fazda Derigim

Gauss Omn Kuyruklanma Euyruklanma

Dedekiir Cevaln

Sekil 2.10. Temel ii¢ izoterm sekilleri ile alikonma zamani ve pik sekline etkileri

Sekil 2.10 a’daki izoterm dogrusal olup egimi dagilim katsayisint (K) verir. Biitiin
Cm degerlerinde K sabit oldugu i¢in kromatografik bant biitiin derisimlerde ayni

hizda hareket eder ve simetrik bir eliisyon piki elde edilir.

Digbiikey izoterm (Sekil 2.10 b), kolonda fazla miktarda madde oldugunu gosterir.
Bu durumda sabit fazdaki madde-madde etkilesmeleri, madde-¢6ziici
etkilesmelerinden daha baskindir. Bu durum K degerinin artmasma ve dogrusal
olmayan izoterm elde edilmesine neden olur. Eliisyon egrisinin Oniinde bir alan
olusur. Bu duruma 6n kuyruklanma denir ve ayrilan maddenin alikonma siiresi

derisimle artar.

Eger molekiiller aras1 kuvvetler maddeyi sabit faz yiizeyinde bir katman olusturacak
bicimde tutuyorsa izoterm icbiikey olur (Sekil 2.10 c¢) ve eliisyon egrisinde pik

kuyruklanmas1 goriiliir, bdylece artan madde derisimiyle alikonma zamani azalir.

Dogrusalliktan sapma nicel analizi gliglestirdigi ve alikonma siirelerinin nitel
analizde kullanimini engelledigi i¢in kromatografik kosullar simetrik eliisyon piki
saglanacak sekilde diizenlenir. Pik simetrisinin belirlenmesi i¢in pik asimetri
oraninin hesaplanmasi, madde eliisyon pikinin ¢an (Gauss) egrisi olup olmadiginin

denetlenmesi agisindan 6nemlidir.
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1. Kolon performansinin optimizasyonu

Istenilen ayrrmayi saglamak icin optimum kosullar arastirilirken o, k* ve N (veya H)
gibi temel parametrelerin az ya da ¢ok birbirinden bagimsiz olarak ayarlanabilecegi
unutulmamalidir. Béylece a ve k’, en kolay sicaklik ve hareketli fazin bilesimindeki
oynamalar ya da degisik bir kolon dolgusu kullanilarak degistirilebilir. Herhangi bir
calismada, teorik tabaka sayisi, kolon boyunun degistirilmesi, tabaka yiiksekligi,
hareketli fazin akis hizi, kolon dolgu maddesi tane biiyiikliigii, hareketli fazin
viskozitesi ve sabit fazi olusturan absorbe edilmis sivi filmin kalinlig1 gibi

parametreler degistirilerek i1yi bir ayirim gerceklestirilebilir.

Kromatografik caligmalarda deney kosullari, bir karigimin bilesenlerini en kisa
stirede net bir sekilde ayiracak bi¢gimde optimize edilerek belirlenir. Optimizasyon

deneyleri:

1. Bant genislemesini azaltmak

2. Bilesigin rolatif gd¢ hizini1 degistirmek amaciyla yapilir.

Bant genislemesi ve dolayisiyla kolon verimliliginin kaybi, ¢6ziinen bilesenlerin
kolon igerisinde gogleri sirasinda yeralan ¢ok sayida kiitle-aktarim islemlerinin belli
hizlara sahip olusunun bir sonucudur. Bu hizlar1 etkileyen bazi degiskenler

denetlenebilir ve ayirmalari iyilestirmek i¢in kullanilabilir.

i. Cihaz, pik alan1 veya yiiksekliginin tekrar edilebilirligi (% bagil standart sapma)

En az 6 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alani veya yiiksekliklerinin
bagil standart sapmalarmm hesaplanmasi ile elde edilir. Genel ayirimlarda % bagil
standart sapma degerinin 1,5’un, biyolojik sivilardan yapilan ¢alismalarda 5,0’1n
altinda olmasi1 ve eser madde miktar tayininde 5-15 arasmmda olmasi istenen
degerlerdir. Cihaz tekrarlanabilirligi i¢in alikonma zamanlarmin % bagil standart
sapmasinin 5’den daha c¢ok sayida tekrar edilen enjeksiyonlar i¢cin % 1’den kiiglik

olmasi istenir.
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2.6. Spektroskopi

Isin-madde etkilesmesini inceleyen bilim dalina spektroskopi denir.

UV-GB bolgedeki her gecise karsi farkli bir dalga boyu absorplanir. Absorplanan
15181 miktar1 absorbans olarak dlgiiliir. Absorbans molekiiliin yapisina, 15181n dalga

boyuna, 15181n ¢ozelti iginde aldigi yolun uzunluguna ve ¢ozelti derisimine baglidir.

Bilinen artan derisimlerdeki ¢ozeltilerin absorbanslar1 6lgiiliip, derisim absorbans
grafigi cizerek bir kalibrasyon dogrusu elde edilir. Bilinmeyen derisimdeki maddenin
ayn1 sartlarda absorbansi okunarak kalibrasyon dogrusu yardimiyla derisimi

bulunabilir.

2.6.1. UV-GB spektroskopisinin nicel kullanimi

Ultraviyole ve goriinlir bdlge absorpsiyon spektrometrisi, kimyacilarin nicel

analizlerde en ¢ok yararlandiklar1 yontemlerden biridir.

Spektrofotometrik ve fotometrik yontemlerin baslica 6zellikleri:

Yaygin uygulanabilirlik: Pek ¢ok sayida inorganik, organik ve biyokimyasal madde,
ultraviyole ve goriiniir 1gmnlar1 absorplar ve bu yilizden dogrudan nicel tayinleri
miimkiindiir. Pek ¢ok madde de, kendisi absorpsiyon yapmasa da absorplayici
tiirevlere doniistiiriilerek tayin edilebilir. Klinik laboratuarlarda yapilan analizlerin

%90°1 ultraviyole ve goriiniir bolge spektroskopisine dayanmaktadir.

Hassasiyet: Absorpsiyon spektroskopisinin tipik tayin smirlar 10* M, 10° M
arasindadir, iglemlerde bazi iyilestirmelerle bu sinirlarin 10 " M’a indirilmesi de

mumkindir.

Orta yiiksek secimlilik: Analitin tek basina absorpsiyon yaptigi bir dalga boyu

bulunabilirse, 6n ayirimlara gerek kalmaz. Ayrica, kimi hallerde, bagka bir maddenin
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absorbanst ile analitinki Ortiigse bile, baska dalga boylarinda da 6l¢iim yapilarak bir

ayirma isleminden kaginilabilir.

Yiiksek dogruluk: Ultraviyole/goriiniir bolge spektrofotometrik veya fotometrik
dlciimleri sonucu elde edilen derisim degerlerinin bagil hatas1 %1-5 arasmdadir. Ozel

onlemler almarak bu hatalar binde birka¢g mertebesine indirilebilir.

Kolaylik ve rahatlik: Modern cihazlarla, spektrofotometrik ve fotometrik dlgtimler
kolaylikla ve hizli bir sekilde yapilabilir. Ayrica bu yontemler otomasyona da

uygundur.

2.6.2. Spektrofotometre

Spektrofotometreler; bir maddeden yansiyan 15181n dalga boyunu (¢6zeltiden gegen
veya c¢ozeltinin tuttugu 151k miktarindan faydalanarak) dlcerek o maddenin rengini,
konsantrasyonunu, kimyasal bilesimini ve molekiill yapisin1 ortaya c¢ikaran
enstriimanlardir (Sekil 2.11.). Bu yontemle renksiz ¢ozeltilerin konsantrasyonu da

Slciilebilir.

Temel mantigi, hazirlanan ¢ozeltiden belirli spektrumlarda 1sik gecirilmesi ve bu
isinin ne kadarinm ¢ozelti tarafindan absorblandigini bulunmasi esasina dayanur.
Cozeltinin icerdigi madde miktar1 ne kadar fazla ise daha fazla 151, ¢ozelti tarafindan
sogurulur. Spektrofotometre, ¢Ozeltinin ig¢inden gecebilen -¢bzelti tarafindan
absorblanmayan- 1s13m yogunlugu tespit ederek ¢ozelti icerigindeki aranan

maddenin miktar1 hakkinda kantitatif bilgi verir.

UV-goriiniir alan absorpsiyon 6l¢gme cihazinin (spektrofotometre) baslica kisimlart:

Isik kaynagi

S

Monokromator (dalga boyu segicisi )
Ornek kab1
Dedektor (algilayicilar)

o o

e. Kaydedici
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ISIK D
KAYNAGI s

ALGABOYU ORNEK

- - l__‘_ f ‘f’
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Sekil 2.11. UV-GB spektrofotometresinin sematik gosterimi

a. Isik kaynagi

UV-goriintir bolgede Do, W, H, Xe ark lambasi, civa buhar lambasi gibi siirekli 151k

kaynaklar1 kullanilir.

b. Monokromator

Isik kaynagindan gelen polikromatik 1siktan tek bir dalga boyunda monokromatik
151k elde edilmesini gergeklestiren diizeneklerdir. Monokromatoér, filtreli

fotometrelerde 151k filtresidir; spektrofotometrelerde ise 1s1k prizmasidir.

Isik filtreleri; camdan yapilmis ve uygun boyalarla boyanmis filtrelerdir. Portatif
olup kullanici istedigi zaman uygun dalga boyundaki filtreyi cihaza takar. Filtrelerin
iizerinde gecirdikleri dalga boyu yazilidir. Filtrenin rengi, 6l¢ctim yapilacak ¢ozeltinin
rengine gore secilir; drnegin, mavi 15181 tutan (sar1) bir maddenin 6lgiimiinde sadece

mavi 15181 gegiren filtre kullanilir.

Isik prizmalar;; cam veya kuartz olabilir. Ozellikle diisik UV 1snlart iyi
gecirmediginden cam prizma goriiniir bolge icin uygundur. Kuartz prizmalar ise hem
UV 1sinlarint iyi gegirir, hem de goriiniir 151k ve IR’e yakin bdlgelerde ¢aligmaya

elverislidir. Kuartz prizmalar pahali spektrofotometrelerde bulunur.

c. Ornek kabi

Cozelti ve ¢oziicli koymaya yarayan seffaf kaplar ve bunlarm yerlestirildigi

bdlmelerdir; quartz olabilir.
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d. Dedektor

Maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak i¢in 151k kaynagindan gelen
15181n siddetinin Slgiilmesi amaciyla kullanilan diizenektir. Isima enerjisini elektrik

enerjisine doniistiiren kisimdir.

UV-goriiniir bolgede kullanilabilen ti¢ tiir dedektor vardir:

1. Fotovoltaik dedektorler
2. Fototiip
3. Fotogogaltict tiip

e. Kaydedici

Dedektorde doniistiiriilen enerjinin degerini gosteren cihaz, dalga boyunu ve 1smim

siddetini gosteren gostergedir (151k siddeti & dalga boyu grafigi yada spektrum).

Spektrofotometre’nin ¢alisma prensibi:

Incelenecek drnek spektrometre ile fotometre arasma ve kiivet olarak adlandirilan,
genellikle sert plastikten ya da quartzdan yapilan 6zel tiip i¢ine yerlestirilir. Farkli
ornekler farkli dalga boylarmi absorbladiklar1 i¢cin 6ncelikle bu araligin bulunmasi
gerekir. Maddenin absorbsiyon aralig1 bulunduktan sonra spektrometre ile bu aralikta
ornege monokromatik -belirli bir dalga boyuna ait- bir 151 gonderilir.
Spektrofotometreler gdnderdigi 15181 dalga boyuna gore ¢esitlidir. Gonderilen 151k,
kiivetin icindeki Ornekten gectikten sonra fotometreye ulasir. Spektrometreden
gonderilen 151k ile fotometreye ulasan 151k arasindaki fark bize absorblanma miktarini
verir. Absorplanan 15181n miktar1 absorbans olarak ifade edilir. Absorbans maddenin
cinsine, 15181n dalga boyuna, 15181n ¢dzelti i¢inde aldig1 yolun uzunluguna ve ¢ozelti

derisimine baghdir.
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Absorbans, Lambert-Beer Kanunu (Beer-Lambert teoremi)’ndan hesaplanir (Formiil
2.17).

A= logio (lo/l))= €.1.C Beer-Lambert Teoreminden absorbans hesabi (2.17)

A: Absorbans
lo: Cozeltiye giren 15181 siddeti, spektrometreden gonderilen 151g1n yogunlugu

li: Cozeltiden ¢ikan 151¢1n siddeti, kiivetten gegtikten sonraki 15181 yogunlugu
€: Coziinen maddeye ve 15181 dalga boyuna bagli absorptivite katsayist (L/mol.cm)

I: Isigin ¢ozelti icinde aldig1 yol (cm)
C: Cozelti derigimi (mol/L)

Spektrofotometre ile yapilan Olglimler sonucunda derisim-absorbans grafigi
cizilebilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus derisim-absorbans fonksiyonunun
belirli bir degere kadar lineer daha sonra da negatif artis gostererek sabit bir degere
yaklasmasidir. Bunun sebebi ¢ozeltideki madde miktarinin belirli bir seviyeden
sonra 15181 gegecegi araliklarin molekiiller tarafindan dolmasi, dolayisiyla da

maddenin tiim 15181 absorblamasidir.

2.6.3. Tiirev spektrofotometri

Deneysel egrilerin 6lgiim aletleri ile tiirevlerinin alinmasi oldukga eskiye dayanir ve
1920’lerde ilk defa Rutherford tarafindan kiitle spektrumlarinin yorumlanmasinda
kullanilmistir. Kuramsal temelleri ilk kez 1950 li yi1llarda Hammond, Price, Morrison
ve Giese tarafindan ortaya konulan tiirev spektroskopisinin analitik kimyadaki 6nemi
ve uygulamalari, tiirev spektrumlarinin olusturulmasi icin gerekli matematiksel
islemlerin uzun ve gii¢ olmasi nedeniyle ilk bulundugunda cok fazla ilgi gérmedi,
ancak 1970’11 yillardan itibaren analitik cihazlarin bilgisayar ile donanimindan sonra

biiyiik gelisme gostermistir.

Tiirev spektroskopisinin UV-GB absorbsiyon spektrofotometrisinde kullanilmasi ile

benzer spektruma sahip kimyasal tiirlerin birarada bulunduklar1 ornekteki ortak
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spektrumlarinin egimsel degismelerini ortaya cikaracak sekilde dordiincii dereceye
kadar tiirev almmarak farklandirmalar yapilabilmektedir. Yontemin o6n islem
gerektirmemesi, tiirbidimetrik nedenlerin etkilerinin olmamasi ve girisimlere olanak
vermemesi Onemli Ustilinliikleridir. Yontemin en zayif yani olan yiiksek tiirev
derecelerinde sinyal/gliriiltii oranin kotiilesmesi sorunu ise, smoothing (diizeltme)

uygulanarak ortadan kaldirilmaya calisilmaktadir.

UV-goriinlir bolgedeki bir spektrum, madde {iizerine gonderilen 1518 dalga
boylarna kars1 absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile elde edilir. x bagimsiz,
y bagimli degisken olmak iizere, bir fonksiyonun herhangi bir noktasindaki tiirevi
dx/dy’dir. Absorpsiyon spektrumlar1 s6z konusu oldugunda tiirev dA/dA olacaktir.
Spektrumun her bir noktasindaki tiirev degerleri hesaplanip dalga boyunun bir
fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde 1. tiirev absorpsiyon spektrumu elde edilir.

Buna benzer sekildel., 2., 3..,..n. tiirev spektrumlar1 sirasiyla;

dA, d°A dPA....... d"A (2.18)

degerleri ile dalga boylar1 arasinda olusturulabilir (Formiil 2.18). Eger bu tiirev
degerleri dalga boyuna kars1 grafige gecirilecek olursa “tiirev spektrumu” meydana

gelir ve 1’den n’e kadar derecede olabilir.

Tirev spektrofotometri ise tiirev spektrumlarinin kullanilmasi esasmna dayali bir

analiz yontemidir.

Esasinda tiirev; egrinin iizerine ¢izilen tegetin egimidir yani tanjantidir. Buna gore
gauss tipindeki bir egride tanjantin en yiiksek oldugu yar1 yiiksekliklerde maksimum

veya minimumlar gozlenir (Sekil 2.12.).
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Sekil 2.12. Gauss tipindeki bir egrinin belirli noktalardaki tanjantlar1 ve karsiliklart

Tiirev derecesi arttik¢a piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla ayiricilik (rezoliisyon)

artmaktadir.

Absorpsiyon spektrumunda herhangi bir dalga boyunda Lambert Beer yasas1 gegerli
ise n. dereceden tiirev spektrumunda tiirev tiirev absorbansi, D, asagidaki esitlik ile

verilebilir (Formiil 2.19).

Di=d"A/A"=(d"e /A" I.C (2.19)

Goriildigi gibi Lambert-Beer yasasinin gecerli olmasi kosuluyla tiirev absorbans
degerleri ile derisim arasinda dogrusal bir iligki vardir. Tiirev spektrofotometrisi ile
kantitatif analizin temelini bu esitlik olusturur. Direkt spetrofotometride derisim ile
absorbans arasinda olusturulan kalibrasyon egrileri tiirev spektrofotometrisinde
standart ¢ozeltilerin derisimi (C) ile karsilik olan tiirev absorbans degerleri (Dy)

arasinda ¢izilir.

Bilinen derisimlerdeki ¢ozeltilerin absorbanslar1 dlgiiliip, derisim absorbans grafigi
cizilerek bir kalibrasyon egrisi elde edilir. Bilinmeyen derisimdeki maddenin ayn1

sartlarda absorbansi okunarak kalibrasyon egrisinden derigimi bulunabilir.
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2.6.3.1. Tiirev egrilerinin sekilleri

Glinlimiizde 1. den 4. ye kadar tiirev egrisi ¢izilmekte ve anlam kazanmaktadir.

1. tiirev egrisi orjinal spektrumdaki egrinin tegetlerinin egimini gdstermektedir.
Burada orjinal spektrumun maksimum noktasi kaybolmus buna karsilik orjinal
spektrumda absorbansin yiikseldigi kisimlar i¢in pozitif, azaldigi kisimlar i¢in ise
negatif degerler almaktadir. Orjinal spektrumdaki egri lizerinde egimin en biiylik
oldugu noktalara yani egrinin yar1 yiiksekliklerine karsilik bir maksimum ve bir
minimum gostermekte egimin en diislik oldugu tepe noktasinda ise sifir olmaktadir.
Buna gore gauss egrisindeki maksimum noktasina 1. tiirev egrisinde bir kesim
noktasi karsilik gelmektedir. Bu noktanin her iki tarafinda pozitif ve negatif bantta
absorbans egrisinin egim noktasinda maksimum ve minimum yapar. Bu iki kutuplu

fonksiyon biitiin tek sayili tiirevlerin karakteristigidir.

2. tiirev egrisinde ise ayni islemler sonucunda orjinal egrinin maksimum noktasina
karsilik gelen bir minimum goriilmektedir. Ayrica ana pikin iki tarafinda ve pozitif
bolgede iki adet uydu pik verir. Cift sayili tiirevlerin karakteristik 6zelligi, absorbans
spektrumunun maksimum yaptig1 dalga boyunda, Amax, pozitif veya negatif bolgede

gii¢lii bir maksimum veya minimum vermesidir.

3.tlirev egrisinde orjinal egrinin maksimum noktasmma aynen 1. tiirev egrisinde

oldugu gibi bir kesim noktas1 karsilik gelmektedir.

4.tiirev ise orjinal spektrumdaki maksimum noktaya yine bir maksimum nokta

karsilik gelmektedir.

Ayrica orjinal Gauss egrisi tipindeki bir pike karsilik n. tlirevde n+1 tane maksimum
ve minimuma rastlanmaktadir. Yani 1. tiirevde 2, 2. tiirevde 3, 3. tiirevde 4 tane gibi

maksimum ve minimum noktas1 gozlenmektedir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Tiirev egrilerinin sekilleri

Onemli bir nokta ise, tiirev egrilerinin ayn1 dalga boyu araligi igerisinde alnmasi
nedeniyle piklerin genisliginin azalmasidir, Bu azalma yaklasik 1. tiirevde yarisina,

2. tlirevde ticte birine ve 4. tiirevde ylizde 40’1na inmektedir.

Tirev spektrumlarinda, kesim noktasi ¢ok onemlidir. Ciinkii bu noktada ait oldugu
maddenin diger madde veya maddelerin spektrumuna katkisi yoktur. Dolayisiyla
karisim igerisinde herhangi bir aymrma islemi gerekmeksizin bazi maddelerin
digerleri yaninda miktar tayinlerinin yapilabilmesi miimkiindiir. Bu da Ozellikle
karisim halinde maddeleri etken maddeler olarak igeren farmasotik preparatlarin

analizi i¢cin yontemin ¢ok etkili ve kolay bir miktar tayini yontemi olmasini saglar.

Bu yontem ikili karisimlarda oldugu kadar daha fazla sayida bilesen iceren
karigimlarda da uygun kesim noktalar1 bulundugunda uygulanabilir. Tiirev

spektrumu her zaman normal egriden daha komplekstir.
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Sekil 2.14. Basit bir Gauss pikinin (a) ve ortiisen iki Gauss pikinin (b) 1-4. tiirev spektrumlari

Tiirev almanin sagladigi en 6nemli yararlardan biri de tiirev derecesi arttikga genis

ve yayvan piklerin keskin piklere gore daha fazla baskilanmasidir.

Tirev spektroskopisi anorganik ve organik analizlerde, toksikolojide, kliniksel
analizlerde, farmasotik triinler ve gidalarin analizinde ve ¢evre kimyasinda genis
capta uygulanmaktadir. Genel olarak belirtmek gerekirse tiirev spektroskopisinin
uygulanmast 6zel bir durum ya da alanla smirli degildir. Ancak, yayvan
spektrumlarin nitel veya nicel degerlendirilmesinin zor oldugu ve ¢ok bilesenli
orneklerdeki bilesenlerin tayininin gerektigi her durumda kullanilabilecek bir

yontemdir.
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2.6.3.2. Yontemin avantajlar

1. Tiirev ¢aligmasi orjinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve bunun
omuz noktalar1 ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden
olur. Boylece bir bilesik daha kolay ve kesin olarak taninabilir.

2. Cogunlukla orjinal spektrumda elde edilen egriler bir¢ok pikin iist iiste
gelmesi ile meydana gelmistir. Tiirev alma ile bu absorpsiyon egrileri daha
ayrmtili sekle girer ve bdylece birarada bulunan piklerin tek tek goriilmesi
saglanir.

3. Bilindigi gibi spektrofotometride bulanik ¢ozeltiler ile ¢alisilirken ¢okme
hizi, tanecik biiyiikligii gibi faktorlere bagli olarak biiyilk oranda hata
yapilabilir. Tiirev egrilerinin hazirlanmasi ile bulanikligin olusturdugu bu
olumsuz etki ortadan kaldirilabilir.

4. Birden fazla maddenin karisim halinde bulundugu ortamlarda ekstraksiyon ve
kromatografi gibi herhangi bir ayirma islemine basvurmaksizin tek tek
miktarlar1 tayin edilebilir.

5. Reaksiyon ortamindan kaynaklanan giiriiltii piklerinin yok edilmesi saglanir.

6. Ilagc maddeleri, besinler vb. maddelerde bulunabilen eser miktardaki
safsizliklarin  saptanmasi ve miktarlarmin tayin edilmesi de tiirev
spektrofotometrisinin bir baska uygulama alanidir. Safsizliklara ait kiigiik
absorpsiyon pikleri tiirev spektrumlarinda daha kolay saptanabilen pikler
haline doniisiir.

7. Absorpsiyon spektrumlar1 birbirine ¢ok benzeyen benzer kimyasal yapidaki
bilesiklerin tlirev spektrumlarinin alinmasi bunlarin farklilandirilmasia

olanak saglar.

2.6.3.3. Yontemin dezavantajlarn

Kullanimi1 ¢ok kolay olmasma karsilik pahali spektrofotometrelere ve oldukca

karmasik bir elektronik yapiya ihtiyag vardir.



72

2.7. Literatiirde Yapilan Cahsmalarin Ozeti

Ilaglardaki AT ve amoksisilin miktarin1 belirlemek icin FI (akis enjeksiyon analizi)
metodu gelistirilmistir. FI, basitligi, hizt ve ucuz ekipman kullanimi ile karakterize

edilmektedir. Dedektor olarak UV-GB spektrofotometresi kullanilmistir [79].

Amoksisilin ve AT'nin ve ayni anda belirlenmesi i¢in, normal beslenmelerini bitirmis
domuzlarda bir yontem gelistirmistir. AT ve amoksisilinin rutin belirlenmesi ve
miktar tayini i¢in yemlerde sivi kromatografisi (LC) ile hizli bir analitik prosediir
gelistirilmis ve test edilmistir. AT ve amoksisilin mide 6zsuyuna karsi iyi1 direng
gosterdikleri igin ilaghi yemlere ilave edilen tek penisilinlerdir. Yem numuneleri
herhangi bir temizleme yapilmaksizin, asidik ortamda bir formaldehid soliisyonuyla
30 dk boyunca 100°C’de, su-asetonitril kullanilarak ekstre edilmistir (75:25, v/ v) ve
tiirevlendirilmistir. Floresan tiirevleri ise mobil faz olarak tiyosiilfat igeren asetonitril,
metanol ve fosfat tamponu ile ters-faz Supelcosil LC-18 kolonu (150 mmx4,6 mm; 5
um) ve 5 um Supelguard LC-18 (20 mmx4,6 mm) koruyucu kolonu kullanarak
gerceklestirilmistir. Coziicli olarak su ve asetonitril (75:25, v/v) kullanilmstir.
Uyarim dalga boyu 358 nm ve emisyon dalga boyu ise 440 nm dir. Burada gradient

eliisyon sistemi kullanilmistir [80].

Sigir, domuz, tavuk ve baliklarin kas dokularinda AT kalintilarinin belirlenmesi i¢in
floresan dedeksiyonlu bir YPSK metodu gelistirilmistir. Kas dokulari, bir mutfak
robotu ile harmanlanmis ve harmanlanmis dokularm ¢o6zeltisi, bir doku
homojenizatorii ile 0,01 M, 14 ml fosfat tampon maddesi (pH: 4,5) iginde
parcalanmistir. Proteinler, 1 ml trikloroasetik asit ilavesi ve ardindan santrifiij ile
cokeltilmistir. Filtreleme isleminden sonra, siipernatant 1 ml asidik ve 1sitma sartlar1
altinda formaldehid ile reaksiyona sokulmustur. AT nin floresan tiirevi daha sonra
floresan dedeksiyon ile ters fazli YPSK ile analiz edilmistir. YPSK kolonu Prodigy 5
mm, ODS-3 (250 mmx34,6 mm) [.D. Enjeksiyon hacmi 100 pL, mobil faz
asetonitril-0,02 M KH,PO, tamponu (pH:3,5) (25:75, v/v) ve akis hiz1 1 mL dk™
olarak kullanilmistir [81].
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AT, dicluxacillin, flukloksasilin ve amoksisilin gibi bazi antibiyotik ilaclarin
belirlenmesi igin hassas bir spektrofotometrik metot gelistirilmistir. Metot, metilen
kloriir ile ekstraksiyon ve bunu takiben Mo (V)-tiyosiyanatin inorganik kompleks

arastirmasi kapsaminda ilaglar arasinda iyon ¢iftlerinin olusumunu igerir [82].

AT 'nin tespiti i¢in iKi basit ve hassas Kinetik yontem tarif edilmistir. Birinci yontem,
25 dakika i¢inde sabit bir siire i¢in, oda sicakliginda alkali potasyum permanganat ile
ilacin oksidasyon reaksiyonunun Kkinetik arastirmasmna dayanmaktadir. Renkli
manganat iyonlarmin absorbans1 610 nm'de 6l¢iilmiistiir. Ikinci yontem, 0,1 mol L*t
sodyum bikarbonat mevcudiyetinde, AT ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin reaksiyona
dayanir. Spektrofotometrik Olctimler, 60 dakikalik sabit bir siire i¢cin 490 nm'de
absorbans kaydi ile elde edilmistir [83].

Kataliz6r olarak Cu iyonlarmi kullanarak, misel ortam iginde, [-laktamik
antibiyotiklerden olan amoksisilin ve AT spektrofotometrik belirlenmistir. Akis

enjeksiyon yaklagimlar1 karsilagtirilmistir [84].

AT analizi i¢in yedi laboratuar1 igeren bir sivi kromatografik yontem, ortak bir
calismada arastirilmistir. AT nin saflik testinin tayini i¢in yontemin uygulanabilirligi
yedi laboratuarda ayri ayri incelenmistir. Ana bilesen ve ilgili maddeler tespit

edilmistir [85].

AT ve onunla iliskili maddelerin ayrilmasinda, dort izokratik sivi kromatografisi
yonteminin segiciligini incelemek ic¢in iki laboratuar isbirligi i¢inde calismislardir.
Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP) deney yontemi en iyi segiciligi
vermistir. Benzer segicilik Cig3 hem de Cg kolon ve poli (stiren-divinilbenzen)

kopolimer kolon iizerinde elde edilmistir [86].

Ciphalexin, sefradin, AT ve amoksisilin analizi i¢in hizli, dogru, uygun bir
spektrofotometrik yontem gelistirilmis ve farmasotik formiilasyonlar iginde bir
endiistriyel kalite kontrol laboratuvarmnda bulunan enstriimantal teknikleri
kullanilmstir [87].
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DAD dedektorlii, yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) kullanarak insan
plazmasinda 10 tane beta-laktam antibiyotiginin (iclerinde AT de bulunan), serbest
(baglanmamig) konsantrasyonunu belirlemek i¢in bir yontem tanimlanmistir. Ters-
faz Cig, 2,5 um, 4,6x30 mm, XBridge kolunu (Waters, Milford, USA), asetonitril-
fosfat tamponu karisimi, 25 pL enjeksiyon hacmi ve 1 mL dk™ akis hizi

kullanilmugtir [88].

Yine DAD dedektorlii sivi kromatografisi teknigi kullanilarak insan plazmasinda
AT’nin belirlenmesi i¢in bir yontem gelistirilmistir. AT ve internal standart
sefaleksinin  plazma numunelerinden  ekstraksiyonu 3  farkli  yOntemle
gerceklestirilmistir. Perklorik asit ¢oktiirmesi, ultra filtrasyon, kat1 faz ekstraksiyonu
islemleri kullanilmistir. Kromatografik ayirma Shimpak Cig (300 mm x 4,6 mm, 5
pm) kolonu kullanarak, 215 nm’de gerceklestirilmistir. Mobil faz dihidrojen fosfat
(pH:3,5)-asetonitril (87,5:12,5, v/v) karisimidir. Akis hizi ise 1 mL dk™ dir [89].

AT icin internal standart olarak amoksisilin kullanilarak, plazmada ve brons lavaj
stvisinda sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Spherisorb 5 ODS kolon ve
hareketli faz olarak metanol-su (60:40) karigimi kullanilmistir. AT ve internal
standart amoksisilinin es zamanli belirlenmesi i¢in iyon ¢ifti kromatografisi teknigi

kullanilmistir [90].

Aralarinda AT de bulunan 12 adet penisilinin insan plazmasinda rutin analizi i¢in
yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.
Waters X-Bridge Cis kolonu (30mmx4,6mm, 2,5um silica) kullanilmustir.
Asetonitril-fosfat tamponu mobil faz ve akis hizi olarak 1 mL dk™ alinmustir [91].

AT’nin belirlenmesi i¢in yeni bir spektrofotometrik metot tanimlanmistir. Yontem,
400 nm'de bir Amax sahip, sar1 renkli bir {irlin vermek tizere asetilaseton-formaldehid

reaktifi ile AT nin reaksiyonuna dayanmaktadir [92].

Farmasotik formiilasyonlarda AT ve probenesidin ayn1 anda belirlenmesi i¢in basit,
hizli, hassas es zamanli ¢ok bilesenli bir tiirev spektrofotometrik yontem

gelistirilmistir. Coziicii olarak NaOH kullanildiginda, birinci tiirev spektrumlarinin
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AT i¢in 222,2 nm ve probenesid i¢in 288 nm de max absorpsiyona sahip oldugu
goriilmektedir [93].

Insan plazmasmda AT’nin belirlenmesi igin bir izokratik eliisyonlu yiiksek
performansli sivi kromatografisi metodu gelistirilmistir. Yontem, protein ¢oktiirme
isleminden sonra, plazma enjeksiyonu icerir. Ters-fazli BondaPak Cig kolon
iizerinde, mobil faz olarak fosfat tamponu (pH: 3,3) ve metanolden olusmaktadir.

225 nm’de UV dedeksiyonu ve akis hiz1 1,5 mL dk™ dir [94].

AT'nin sodyum tuzu, anhidrat ve trihidrat formlarmnin belirlenmesi i¢in ters fazl
yiikksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Fosfat asidi-
asetonitril karisim1 mobil faz olarak ve kafein internal standart olarak kullanilmistir
[95].

AT’nin farmasotik formiilasyonlarda belirlenmesi i¢in iki spektroskopik yontem
gelistirilmigtir. Metot A ilacim 500 nm’de max absorbansli demir klorid ve 2,2
bipiridil ile reaksiyonu ile pembe renkli kompleks olusumuna dayanir. Metod B ise
ilacin 523 nm’de max absorbansli demir klorid ve 1,10 fenanthrolin ile reaksiyonu ile

turuncu renkli kompleks olusumuna dayanir [96].

Insan plazmasmda flukloksasilin ve AT’nin ayn1 anda tespiti i¢in tandem kiitle
spektrometrisi ile birlikte ultra performansli sivi kromatografisi yontemi
gelistirilmistir. Plazmadaki proteinler asetonitrille ¢oktiiriilmiistiir. Kromatografik
ayirma, 10 mM amonyum format ve astenitril (68:32) karisimu ile, C1g kolonda (50
mmx2,1 mm, 1,7 pm) 0,2 mL dk™ akis hizi ile gerceklestirilmistir [97].

FH ve nitrofurantoinin ¢esitli tabletlerde es zamanl tayini i¢in bir ters fazl yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Analiz, aminopropil silika
(APS-Hypensil) 5pm kolonu iizerinde, 1,5 mL dk™ akis hiziyla, metanol-su ve 0,05
M sodyum dihidrojen fosfat (50:45:5) kombinasyonundan olusan bir hareketli faz
kullanilarak, 380 nm’de gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri ise 2-20 pg mL™*
araliginda dogrusallik gdstermistir [98].
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FH’nin belirlenmesi i¢in, camsi karbon elektrotta elektrokimyasal oksidasyona dayali
bir akis enjeksiyon yontemi tarif edilmektedir. Cams1 karbon elektrotta akan bir
akimi i¢cinde amperometri, farmasotik dozaj formlarinda ¢ogu ilacin esliginde yaygin
olarak bulunan FH’yi belirlemek i¢in Onerilen son derece spesifik bir yontemdir.
Ag/AgCl/3,5M KCI referans elektroduna karsi, 950 mV sabit bir potansiyel
uygulanmustir. Kalibrasyon egrisi 1-30 ug mL™ araliginda lineer profil gostermistir.
Yontem FH igeren dozaj sekillerine uygulandiginda iyi bir hassasiyet ve kesinlik elde
edilmistir. Bu ¢alismada otomasyon kullanilmamasina ragmen, bu metot kesintisiz

akis analiz teknigini kullandig1 i¢in otomatik bir sisteme dahil edilebilmektedir [99].

Biyolojik sivilar ve farmasotik preparatlarda FH’nin adsorptif aymrma teknigi ile

voltametrik analizi gerg¢eklestirilmistir [100].

Tablet dozaj formunda FH’nin safligin1 ve kararliligini kontrol etmek i¢in uygulanan
bu yontem, asidik etanol ¢dzeltisi ya da sulu asitli soliisyonda dogal floresans
dlciimiine dayanir. Izokratik mobil faz sistemi ile (asetonitril:asetat tamponu, pH: 4,
1:1, v/v) tli¢ dalga boyuna dayal ters fazli YPSK metodu gelistirilmis, ayrica FH ve
ilgili bozunma iiriinlerinin ve safsizligin ayni anda tespiti i¢in 6zel bir uygulama

kararlhilig1 gosteren bir deney gergeklestirilmistir [101].

FH'nin safsizligina iliskin dnemli bir siirecin karakterizasyonu, yari-preparatif YPSK
ile ve ardindan ESI-MS-MS, 'H NMR ve 2D-NMR ile gergeklestirilmektedir.
Burada olas1 olusum mekanizmasi onerilmistir. YPSK sisteminde, DAD dedektorii
kullanilmustir. Izokratik eliisyon ile kolon Inertsil ODS 3V (250mmx4,6mm, 5 um),
mobil faz su ve asetonitril (25:75, v/v) karigimi, enjeksiyon hacmi 10 pL ve akis hiz1
olarak 1 ml dk* kullanilmustr. Miktar belirleme 254 nm’de PDA dedektor
kullanilarak gerceklestirilmistir. YPSK ile % 0,05-0,2 aralig1 icerisinde FH icin
siirekli olarak bilinmeyen bir safsizlik gozlenmistir. Safsizlik, yari-preparatif YPSK
ile izole edilmis ve aritilmis, daha sonra da ESI-MS/MS ve 2D-NMR deneyleri ile
karakterize edilmistir [102].

Trimetoprim, sulfametoksazol ve FH igeren bir ti¢lii karisimin es zamanl analizi i¢in

basit ve hizli bir yontem gelistirilmistir. Bu prosediir, 0,1 M hidroklorik asit i¢inde
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ekstraksiyon sonrasinda, sirastyla trimetoprim, siilfametoksazol ve FH’nin
belirlenmesi i¢in 450 nm'deki absorbans ve 242 ve 276 nm’deki 3. derece tiirev
spektrumlarinmn  genliklerinin filtrasyon ve olgiimlerini icerir. Iyi dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve segicilik bulunmus ve hatta yontem muntazamligi nedeniyle,

rutin kalite kontrol amaciyla da 6nerilmistir [103].

FH belirlenmesi i¢in yeni bir LC-MS metodu ile in vivo olarak FH icin
farmakokinetik bir model tarif edilmektedir. FH ¢ok uzun stiredir klinik tedavide
kullanilmis olmasina ragmen, plazma icerisindeki belirlenmesi i¢in uygun yontemler
ve farmakokinetik verileri eksiktir. Insan deneklerinde oral uygulamadan sonra
FH'min plazma konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in, yiiksek performansh sivi
kromatografisi-kiitle ~ spektrometrisi ~ yontemi  tarif  edilmistir.  Sivi-sivi
ekstraksiyondan sonra plazma igindeki FH, SIM modu altinda bir C;3 kolonu
iizerinde analiz edilmistir. Calismada kiitle spektrometresi detektorii kullanilmagtir.
Alltech Cig kolonu (5 um, 150x4,6 mm’lik), mobil faz olarak metanol-su karigimi
(85:25, v/v) (pH: 4,5, asetik asit ile ayarlanmis), akis hizi olarak 1 mL dk™
kullanilmistir. Plazmadan ekstraksiyon ¢dziiclisii olarak da etilasetat kullanilmistir

[104].

Insan plazmasinda FH’yi belirlemek i¢in UV-GB degisken dalga boylu dedektdr
kullanilmis, internal standart ile iki farkli dalga boyunda calisilmistir. FH ve
diltiazem, BDS Cg koruyucu kolonuna bagli, LiChrospher 60 RP-Select B (100 x 4,6
mm, 5 um, Merck) kolonuyla tasinmistir. Hareketli faz pH 2,7’de 20 mM KH,PO4 ve
asetonitril (70:30) karigim1 ve akis hizi ise 1,5 mL dk™ olarak alinmistir. Dedektor
FH saptanmasi i¢in 405 nm'de ayarlanmis ve 3,4 dakika sonra diltiazem saptanmas1
icin, dalga boyu 238 nm olarak degistirilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak da
metiltert biitil eter kullanilmistir [105].

Insan plazmasinda diazepam internal standardini kullanarak bir gaz kromatografisi-
kiitle spektroskopisi metodu gelistirilmistir. FH ve internal standardi, DB-5MS kolon
iizerinden plazmadan sivi sivi ekstraksiyonla ekstrakte edilmistir. Bu yontem,
biyoesdegerlik ve biyolojik c¢aligmalarda, FH pratikte uygulanabilir oldugunu
kanitlamistir [106].
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Bu calismanin amaci tavsan plazmasinda FH’nin analizi i¢in bir gaz kromatografisi-
kiitle spektrofotometrisi yontemi gelistirmektir. Biyolojik numuneler, sivi-sivi
ekstraksiyonuyla ekstrakte edilmis ve ekstraksiyon ¢Oziiclisii olarak etilasetat
kullanilmstir. Numuneler DB-5MS analitik kolon {izerinde, GC ile ayrilmig ve

tavsanlarda FH nin farmakokinetigi de belirlenmistir [107].

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) yontemi, dozaj formunda FH’i
belirlemek i¢in kullanilmigtir. Kullanilan analitik kolon Zorbax TMS (7 um, 25
cmx4,6 mm ID) dir. 405 nm dalga boyunda calisilmis ve hareketli faz olarak
asetonitril:2-propanol:asetik asit:su (30:30:1:39) karisimi kullanilmistir [108].

Plazma numunelerinde ve idrarda FH'nin belirlenmesi i¢in, i¢i bos fiber bazli bir
stvi-stvi-sivi - mikroekstraksiyon yontemi ve FIA-DAD dedektorii kullanilarak
gerceklestirilmistir. Akis enjeksiyon sistemi (bir kromatografik kolon olmadan),
geleneksel bir YPSK sistemi ve bir diyot dizi dedektorii igermektedir. FH’nin
ekstraksiyonunda i¢i bos fiber duvarinin gézeneklerini doldurmak i¢in organik faz
olarak, difenil eter kullanilmistir. Miktar analizi i¢in dedektér 395 nm’ye ayarlanmis
ve akis hizi 1 mL dk™ olarak alinmustir. pH:2,5 teki fosfat tamponu olarak kullanilan

mobil fazin analiz boyunca, stirekli olarak helyum ile gazi alinmistir [109].

Ticari ilag formiillerindeki ikili karisimlarda siilfaoksazol, AT ve FH’nin ayn1 anda
belirlenmesi i¢in Ratio spektra tiirev spektrofotometrisi yontemi uygulanmustir.
Prosediirler herhangi bir ayirma asamasmi gerektirmemektedir. Analitik sinyaller,
siilfaoksazol ile FH karisiminda 252,3 ve 276,6 nm’de , AT ile FH karisiminda ise
3249 ve 283,6 nm’de Olglilmiistiir. Metanolde hazirlanan ¢ozelti karisimlar: i¢in

birinci tiirev spektrumlari kullanilmistir [110].

FH, AT ve nitrofurantoin’nin ticari preparatlardaki ikili kombinasyonlarinda
eszamanli miktar belirlenmesi i¢in UV dedektorlii sivi kromatografisi metodu ile
spektrofotometrik, ratio spektra tiirev spektrofotometrik ve iki kemometrik (PSR ve
PLS-1) metot tanimlanmistir. LC yonteminde, metanol-asetonitril-su (42:42:16,
v/v/v) karigimindan olusan mobil faz sistemi ve Nucleosil Cg kolonu, 260 nm’deki

FH ve nitrofurantoin ikili kombinasyonunu belirlemek i¢in kullanilmistir. AT ve FH
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karigimini 240 nm’deki belirlemek i¢in de, metanol-su (80:20, v/v) karisimindan
olusan mobil faz sistemi ve Nucleosil Cg kolonu kullanilmistir. Standartlari
hazirlamada ¢oziicti olarak 0,1 M HCI ve su (1:1) karisim1 kullanilmistir. Buradaki
prosediirlerde herhangi bir ayirma agamasina gerek duyulmamaktadir. Gelistirilen
metotlar, ikili karigimlarda FH ve nitrofurantoine ve FH ve AT ’nin kapsiil ve tablet

gibi farmasotik formiillerde ayni anda tespiti i¢in uygulanmistir [111].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tez Cahsmasinda Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kullanilan cihazlar

1.
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YPSK Cihazi (SHIMADZU)
SIL-20A HT Prominence Auto Sampler
SPD-M20A Prominence DAD dedektor
LC-20 AD Prominence Liquid Chromatography
DGU-20 A5 Prominence degazer
CTO-10AS VP Kolon firini
LC Solution programi
Samsung masaiistii bilgisayar
FCM gii¢ kaynagi
UV-Vis. Spektrofotometre Cihazi (SHIMADZU UV-2600)
Hassas terazi (OHAUS)
Derin donduruculu buzdolab1 (ARCELIK)
Vorteks karistirict (MX-S DRAGONLAB)
Santrifiij (HETTICH)
pH metre (HANNA)
Etiiv (NUVE-FN 120)
Manyetik karistirict (IKA RCT classic)

. Ultrasonik banyo (BANDELIN SONOREX)
. Ultra saf su cihaz1 (MILLIPORE)

. Otomatik mikropipet (EPPENDORF)

. Vakum pompas1 (ROCKER 300)

. Rotary evaporator (HEIDOLPH)
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3.1.2. Kullanilan cam malzemeler ve diger sarf malzemeleri

5 um (250 x 4,6 mm) pargacik boyutlu Inertsil ODS-3 Cygters faz kolonu
12x32 mm 2 mL silikon septum kapakli autosampler cam vial kiti (NATIONAL
SCIENTIFIC CERT4000)

0,45 um naylon membran filtre (PALL)

1x1x3 cm kuvartz kiivet (TECHNICAL QUARTZ PRODUCTION)
Degisik hacimlerde balon joje, erlen, beher ve meziirler ISOTHERM)
Cam santrifiyj tiipii ILDAM)

Metal spatiil

Plastik tartim kab1

Enjektor (SET MEDIKAL)

Otomatik pipet ucu (EPPENDORF)

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

AT ve FH standartlar1 ve bu ikili etken madde karisimini iceren ticari Azosilin tablet
AVIS TIlag¢ San.ve Tic. A.S. (Istanbul, Tiirkiye)’den temin edilmistir.

Plazma ¢alismalarinda kullanilan dondurulmus insan plazmasi, Umraniye Egitim ve
Arastirma Hastanesi (Istanbul, Tiirkiye)’nden temin edilmistir.

YPSK dereceli metanol (CH;OH, MERCK), M=32,04 g mol™

Hidroklorik asit (HCI, MERCK), M=36,46 g mol™

Amonyum dihidrojen fosfat (NHsH2PO,, J.T. BAKER), M=115,03 g mol™
di-Potasyum hidrojen fosfat (K,HPO4, MERCK), M=174,18 g mol™

Ortofosforik asit (HsPO4, J.T. BAKER), M=98 g mol™*

izopropil alkol ( CHsCH(OH)CH3, MERCK), M=60,1 g mol™

Aseton (C3HsO, MERCK), M=58,08 g mol™
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3.2. Deneyler i¢in Gerekli Hazirhklar

3.2.1. Etken maddelerin saflig

AT ve FH etkin maddeleri saglandiklar1 firma tarafindan tiim testleri yapilmis (saflik,

erime noktasi, ¢oziiniirliik v.s.) olan sertifikali saf standartlardir.

3.2.2. Cam malzemelerin ve kolonun temizligi

Cam malzemeler deterjanli su ile yikandiktan sonra ¢esme suyu ile ¢alkalanmistir.
Daha sonra 1 N HCI ¢6zeltisi iginde en az bir gece bekletilmis ve tekrar destile su ile
yikanarak oda sicakliginda kurutulmustur. YPSK vialleri ¢esme suyu ardindan
destile su ile ¢alkalandiktan sonra 1 N HCI ¢6zeltisi icinde en az bir gece bekletilmis,
aseton ve destile sudan gegirilerek etliivde kurutulmustur. Spektrofotometre kiivetleri
sirastyla ¢gesme suyu, aseton ve destile suyla ¢alkalanarak temizlenmis, her 6l¢limden
once bir miktar numune cozeltisi ile calkalanmistir. YPSK sisteminde kullanilan
kolondan ¢alisma Oncesi 30 dk deiyonize su gegirildikten sonra mobil faz
gecirilmistir, boylelikle kolonun sartlanmasi saglanmistir. Calisma sonunda
sistemden yarim saat boyunca 1 mL/dk akis hizinda, %70 YPSK dereceli metanol ve

%30 deiyonize su gegirilerek temizlenmistir.

3.2.3. 0,01 N hidroklorikasit ¢ozeltisi hazirlanisi

Balon joje igerisine bir miktar deiyonize su konulduktan sonra iizerine 85 mL derisik
(%37 lik) hidroklorikasit eklenmis ve deiyonize suyla 1 litreye tamamlanarak, 1 N
HCI ¢ozeltisi elde edilmistir. Bundan 10 mL almip deiyonize suyla 1 litreye
tamamlandiginda 0,01 N HCI ¢ozeltisi elde edilmistir.

3.2.4. Amonyum dihidrojen fosfat/di-potasyum hidrojen fosfat tamponu

hazirlanisi

1,32 g amonyum hidrojen fosfat ve 0,68 g potasyum hidrojen fosfat tartilarak

deiyonize suyla 1 litreye tamamlanmistir. Ortofosforik asit ile pH*1 3’e ayarlanmustir.
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Vakum altinda membran filtreden siiziiliip, ultrasonik banyoda 15 dk bekletilerek
¢cOziinmiis gazlar1 uzaklastirildiktan sonra YPSK sisteminde kullanilmigtir. Gradient

eliisyon i¢gin tampon ve metanol farkli mobil faz haznelerine konulmustur.

3.2.5. Insan plazmasiin kullanima hazirlanmasi

Dondurulmus insan plazmasi derin dondurucudan ¢ikarilip behere konulmustur, oda
sicakliginda bekletilerek dogal olarak ¢oziinmesi saglanmistir. Homojen hale gelmesi
icin magnetik karistiricidda karistirilmis ve pipetle cekilecek kivama geldiginde

kullanilmastir.

3.2.6. Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

AT ana stok ¢ozeltisi: 100 mL’de 50 mg olacak sekilde 0,01 N HCI ¢ozeltisinde
hazirlanmistir (500 ug mL™).

AT calisma standart ¢dzeltileri: 1-2,5-5-10-15-30-40 pg mL™ konsantrasyonlarindaki
7 adet calisma standart ¢ozeltisi, AT ana stok ¢ozeltisinin 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile

25’er mL’ye seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

FH ana stok ¢ozeltisi: 100 mL’de 5 mg olacak sekilde 0,01 N HCI ¢o6zeltisinde
hazirlanmustir (50 pg mL™).

FH calisma standart ¢oOzeltileri: 0,5-1-2,5-5-10-15-20 ug mL*
konsantrasyonlarindaki 7 adet ¢alisma standart ¢ozeltisi, FH ana stok ¢dzeltisinin

0,01 N HCI ¢ozeltisiyle 25’er mL’ye seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

Hazirlanan tiim standartlar kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmig ve
kullanilmadan 6nce oda sicakligma getirilerek, vorteks ile karigtirilmistir. Her bir
cozelti YPSK calismasi i¢in vial filtrelerinden siiziilerek, ayri1 viallere ve UV

calismasi i¢in de kuvartz kiivetlere konarak ol¢timleri alinmistir.
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3.2.7. Farmasétik preperat ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Balon joje igerisine atilan bir Azosilin tablet, 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile 1 litreye
tamamlanmustir. Magnetik karistiricida 500 devir dk™ hizinda, 35-37 °C civarinda 5
dk karistirilmustir. 500 pg mL™? AT ve 50 pug mL™ FH igeren bir ¢ozelti elde
edilmistir. Bu ¢ozeltiden alman 2,5 mL’lik kisimlar, 25’er mL’lik 6 ayr1 balon jojeye
konulmustur ve her biri 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Yapilan
seyreltmeler sonucunda, 50 ug mL™ AT ve 5 ug mL™ FH iceren 6 ¢ozelti elde

edilmistir.

Etken maddelerden, 50 ug mL™" AT ve 5 ug mL™ FH olusturacak sekilde 0,01 N HCI
cozeltisi ile hazirlanan ¢ozeltilerin Slgiimleri alinmistir ve ticari tablet dlgtimleriyle

karsilagtirilmastir.

3.2.8. Standart ekleme metodunda kullanilan standart ¢ézeltilerin hazirlanmasi

Balon joje igerisine atilan bir Azosilin tablet, 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile 1 litreye
tamamlanmistir. Magnetik karistiricida 500 rpm hizinda, 35-37°C civarinda 5 dk
karistirilmistir.  Elde edilen, 500 pg mL™® AT ve 50 ug mL™ FH iceren bu ilag
¢ozeltisi, 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile 50 pg mL™ AT ve 5 ug mL™ FH icerecek sekilde
seyreltilmistir (10 kat seyreltme).

50 mL’lik 5 adet balon jojeye sirasiyla seyreltilmis tablet ¢ozeltisinden 20-25-30-35-
40 mL ve iizerlerine 500 pg mL? lik AT ana stok ¢ozeltisinden sirastyla 3-2,5-2-1,5-
1 mL eklenmistir. Daha sonra tekrar iizerlerine 50 pg mL™lik FH ana stok
¢ozeltisinden de sirasiyla 3-2,5-2-1,5-1 mL konulmustur. Son olarak tiim balon

jojeler 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile 50 mL’ye tamamlanmuistir.

5 ayr1 viale/kiivete konulan c¢ozeltilerin Olctimleri ilgili cihazlarda alinmistir. 5
Olcimde de AT ve FH’ye ait kromatogramlar ve tiirev spektrumlarinda iki ayri
maddenin miktarlar1 §l¢iilmiistiir. 5 dlgiim sonucunda da elde edilen pik alanlarmnin

birbirine yakin oldugu gézlenmistir.
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3.2.9. Plazmah ortamda standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Plazma numuneleri, in vitro olarak standart ¢ozeltilerden plazma {izerine ilave

edilerek (spike yontemi ile) hazirlanmistir.

AT ana stok ¢ozeltisi: 100 mL’de 50 mg olacak sekilde 0,01 N HCI ¢ozeltisinde

hazirlanmustir.

AT caligma standart ¢ozeltileri: 1’er mL insan plazmasi lizerine son konsantrasyonlar
1-2,5-5-10-15-30-40 pug mL™ olacak sekilde, 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan AT
ana stok ¢ozeltisinden, gerekli miktarlar eklenip, 25 mL’ye YPSK dereceli metanol

ile seyreltilerek, 7 adet calisma standart ¢ozeltisi hazirlanmastir.

FH ana stok cozeltisi: 100 mL’de 5 mg olacak sekilde 0,01 N HCI ¢ozeltisinde

hazirlanmistir.

FH ¢alisma standart ¢ozeltileri: 1’er mL insan plazmasi iizerine son konsantrasyonlar
0,5-1-2,5-5-10-15-20 ng mL? olacak sekilde, 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan FH
ana stok ¢ozeltisinden, gerekli miktarlar eklenip, 25 mL’ye YPSK dereceli metanol

ile seyreltilerek, 7 adet calisma standart ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Biitiin plazma numuneleri vorteks ile karistirilmistir. Daha sonra bu numunelerden
santrifiij tiiplerine alman kisimlar, 4000 devir dk™*’da 10-15 dk santrifiijlenerek
proteinlerin ¢dkmesi saglanmistir. Ust faz vial filtreleri ile siiziilerek, viallere
konulmustur, sisteme enjekte edilmistir. Tim plazma numuneleri ekstraksiyon

yontemine gerek duyulmadan kolayca hazirlanmastur.

3.2.10. Plazmah ortamda farmasotik preperat cozeltilerinin hazirlanmasi

Balon joje igerisine atilan bir Azosilin tablet 0,01 N HCI ¢ozeltisi ile 1 litreye
tamamlanmistir. Magnetik karistiricidda 500 rpm hizinda, 35-37°C civarinda 5 dk
karigtirilmigtir. 500 pg mL™* AT ve 50 ug mL™ FH iceren bir ¢ozelti elde edilmistir.
Bu ¢ozeltiden alinan 2,5 mL’lik kisimlar, her biri 1’er mL plazma iceren 25’er
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mL’lik 6 ayr1 balon jojeye konulmustur ve her biri YPSK dereceli metanol ile 25
mL’ye tamamlanmustir. Yapilan seyreltmeler sonucu 50 pg mL™ AT ve 5 pg mL™
FH igeren 6 c¢ozelti elde edilmistir. Bu c¢ozeltilerden santrifiij tiiplerine alinan
kisimlar, 4000 devir dk™da 10-15 dk santrifiijlenmistir ve proteinlerin ¢okmesi
saglanmistir. Her bir ¢ozeltinin iist fazi1 vial filtreleri ile siiziilerek, ayri viallere

konulmustur ve sisteme enjekte edilmistir.

500 ug mL™ AT ve 50 pg mL™ FH olusturacak sekilde tartilan etken maddeler 0,01
N HCI ¢ozeltisinde hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden gerekli miktarlar alinip, 1’er mL
plazma igeren balon jojelerde, YPSK dereceli metanol ile yapilan seyreltmeler
sonucu, 50 pg mL™ AT ve 5 pg mL™ FH igeren ¢ozeltiler elde edilmistir, 4000 devir
dk™*da 10 dk siiren santrifiij islemi sonrasinda proteinlerin ¢okmesi saglanmustir. Her
bir ¢ozeltinin {ist faz1 vial filtreleri ile siiziilerek, ayr1 viallere konulmustur ve
Ol¢timleri alimmustir. Bulunan sonuglar, ticari tabletlerden elde edilen 6l¢iim sonuglari

ile karsilastiriimastir.

3.2.11. Plazmal ortamda standart ekleme metodunda kullanilan standart

cozeltilerin hazirlanmasi

Balon joje igerisine atilan bir Azosilin tablet, 0,01 N HCI c¢ozeltisi ile 1 litreye
tamamlanmistir. Magnetik karistiricida 500 devir dk™ hizinda, 35-37°C civarinda 5
dk karistirilmustr.  Elde edilen, 500 ug mL™? AT ve 50 ug mL™ FH iceren bu ilag
¢ozeltisi, YPSK dereceli metanol ile 50 pg mL™ AT ve 5 ug mL™ FH icerecek
sekilde seyreltilmistir (10 kat1 seyreltme).

I’er mL plazma igeren 50 mL’lik 5 adet balon jojeye sirasiyla seyreltilmis tablet
¢ozeltisinden 20-25-30-35-40 mL ve iizerlerine 500 pg mL™ lik AT ana stok
cozeltisinden sirasiyla 3-2,5-2-1,5-1 mL eklenmistir. Daha sonra tekrar {lizerlerine 50
ng mL™lik FH ana stok c¢ozeltisinden de sirastyla 3-2,5-2-1,5-1 mL konulmustur.
Son olarak tiim balon jojeler YPSK dereceli metanol ile 50 mL’ye tamamlanmustir.
Bu ¢ozeltilerden santrifiij tiiplerine alman kisimlar, 4000 devir dk™da 10-15 dk
santrifiijlenmistir ve proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Her bir ¢ézeltinin {ist faz1 vial

filtreleri ile stiziilerek, ayr1 viallere konulmustur ve sisteme enjekte edilmistir.
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5 dl¢iimde de AT ve FH’ye ait birer pik goriilmiistiir ve 5 6l¢lim sonucunda da elde

edilen pik alanlarinin birbirine yakin oldugu gézlenmistir.

3.2.12. Plazmah ortamda yapilan denemeler

Plazma kullanilarak yapilan c¢alismalarda, plazma igerisindeki proteinleri
coktiirebilecek, en yiiksek verimi saglayacak ¢oziiciileri ve yontemi belirlemek i¢in
literatiirlerden de yararlanilarak ¢esitli kombinasyonlar denenmis ve optimizasyon
yapilmistir. Deneme asamasinda hazirlanip 6lgiimleri alinan ¢ozeltiler sunlardir: (AT

ve FH ¢ozeltisi 0,01 N HCI ¢6zeltisi ile hazirlanmistir)

1000 pL plazma tizerine, AT ve FH ¢ozeltisi eklenmistir. YPSK dereceli metanolle
10 mL’ye tamamlanmustir. Vorteks ile karistirilmustir, 4000 devir dk™ da 10 dk
santrifiijlenmistir, ¢okme meydana gelmistir. Ustteki siv1 faz, vial filtresinden
stiziilerek viale konulmus ve 6lctimii alinmistir. En yiiksek geri kazanim bu sekilde

hazirlanan ¢ozeltilerden elde edildiginden, ¢alismamizda bu yontem kullanilmistir.

200 pL plazma iizerine, 200 uL. AT ve FH ¢ozeltisi ve tizerine 600 pL YPSK
dereceli metanol eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir, 5000 devir dk*’da 10 dk
santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki sivi kistm baska bir tiipe alnmustir,
iizerine 600 pL kloroform eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir, 2000 devir dk™*da
5 dk santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki siv1 faz, vial filtresinden siiziilerek

viale konulmus ve 6l¢timii almmustir (Verim: AT %62, FH %6).

500 pL plazma iizerine, 2000 pL AT ve FH ¢ozeltisi ve tizerine 5000 L. YPSK
dereceli metanol eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir, 5000 devir dk™*’da 10 dk
santrifiijlenmistir, ¢cokme olmustur. Ustteki sivi kisim baska bir tiipe alinmustir,
evaporatorde buharlagtirilmistir, kalintiya 4000 puLL kloroform eklenmistir. Vorteks ile
karistirilmistir, 5000 devir dk™ da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki
stv1 kisim baska bir tiipe alinmistir, evaporatorde buharlastirilmistir, kalint1 2000 pL.
HCl c¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Vorteks ile karistirilmistir, vial filtresinden

stiziilerek viale konulmus ve 6lgtimii alinmustir (Verim: AT %10, FH %53).
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500 pL plazma tizerine, 2000 pL. AT ve FH c¢ozeltisi ve iizerine 5000 pL. YPSK
dereceli metanol eklenmistir. Vorteks ile karistirilmustir, 5000 devir dk*’da 10 dk
santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki sivi kistm baska bir tiipe almmistir,
evaporatorde buharlastirilmistir, kalintiya 4000 pL etilasetat eklenmistir. Vorteks ile
karistrilmustir, 5000 devir dk™’da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢Skme olmustur. Ustteki
stvi faz baska tiipe alinmistir, evaporatdrde buharlastirilmistir, kalint1 2000 pL. HCI
cozeltisi ile tamamlanmustir. Vorteks ile karigtirilmistir, vial filtresinden siiziilerek,

viale konulmustur ve 6lgtimii almmustir (Verim: AT %5, FH %53).

500 pL plazma iizerine, 2000 uL. AT ve FH c¢ozeltisi ve iizerine 5000 pL YPSK
dereceli metanol eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir, 5000 devir dk’da 5 dk
santrifiijlenmistir, ¢cokme olmustur. Ustteki sivi kisim baska bir tiipe almmustir,
evaporatorde buharlagtirilmistir, kalintiya 4000 pL etilasetat/dietileter (1:1)
eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir, 5000 devir dk™’da 5 dk santrifiijlenmistir,
¢okme olmustur. Ustteki sivi  faz baska tiipe almmistrr, evaporatdrde
buharlastirilmistir, kalinti 2000 pL HCI1 ¢o6zeltisi ile tamamlanmistir. Vorteks ile
karigtirilmustir, vial filtresinden siiziilerek, viale konulmus ve Ol¢imi almmistir

(Verim: AT %5, FH %80).

500 pL plazma iizerine, 2000 uL. AT ve FH c¢ozeltisi ve iizerine 5000 uL YPSK
dereceli metanol eklenmistir. Vorteks ile karistrilmistir, 5000 devir dk™’da 5 dk
santrifiijlenmistir, ¢cokme olmustur. Ustteki sivi kistm baska bir tiipe almmustir,
evaporatorde buharlastirilmistir, kalintiya 4000 plL metiltertbiitileter eklenmistir.
Vorteks ile karistrilmistir, 5000 devir dk™da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢okme
olmustur. Ustteki sivi faz baska tiipe alinmustir, evaporatdrde buharlastirilmstir,
kalint1 2000 pL HCI ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Vorteks ile karistirilmistir, vial

filtresinden siiziilerek, viale konulmus ve dl¢iimii alimmistir (Verim: AT %1, FH

%68).

500 pL plazma iizerine, 2000 pL AT ve FH c¢ozeltisi ve lizerine 5000 pL YPSK
dereceli metanol eklenmistir. Vorteks ile karistrilmistir, 5000 devir dk’da 5 dk
santrifiijlenmistir, ¢cokme olmustur. Ustteki sivi kisim baska bir tiipe alinmustir,

evaporatdrde buharlastirilmistir, kalinttya 2000 uL HCl ¢6zeltisi eklenmistir. Vorteks
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ile karistirilmistir, 5000 devir dk™da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur.
Ustteki siv1 faz vial filtresinden siiziilerek viale konulmus ve olgiimii alinmustir

(Verim: AT %95, FH %49).

500 pL plazma iizerine, 2000 uL. AT ve FH ¢ozeltisi, tizerine 100 pL, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi ve 8000 uL. YPSK dereceli metanol eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir,
5000 devir dk™**da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢cokme olmustur. Ustteki sivi kisim baska
bir tiipe alinmistir, evaporatérde buharlastirilmistir, kalintiya 2000 uL. HCI ¢ozeltisi
eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir, 5000 devir dk™*’da 5 dk santrifiijlenmistir,
¢okme olmustur. Ustteki sivi faz vial filtresinden siiziilerek viale konulmus ve

Olgtimii almmustir (Verim: AT %44, FH %34).

500 pL plazma iizerine, 2000 uL AT ve FH ¢d6zeltisi, izerine 200 puL, 0,1 M NaOH
cozeltisi ve 5000 upL YPSK dereceli asetonitril eklenmistir. Vorteks ile
karistirilmistir, 5000 devir dk’da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢cokme olmustur. Ustteki
sivi kisim bagka bir tiipe alinmistir, evaporatorde buharlastirilmistir, kalintiya 2000
uL HCI ¢ozeltisi eklenmistir. Vorteks ile karistirilmistir, 5000 devir dk™’da 5 dk
santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki siv1 faz vial filtresinden siiziilerek viale

konulmus ve 6lgtimii almmustir (Verim: AT %68, FH %10).

500 pL plazma iizerine, 2000 pL. AT ve FH c¢ozeltisi, tizerine 100 uL, 0,1 M NaOH
cozeltisi, 3000 pL. YPSK dereceli metanol, 1000 uL etilasetat ve 1000 pL dietileter
eklenmistir. Vorteks ile karistirilmustir, 5000 devir dk’da 5 dk santrifiijlenmistir,
¢okme olmustur. Ustteki sivi kisim baska bir tiipe alinmustir, evaporatdrde
buharlagtirilmigtir, kalintiya 2000 pL HCI ¢ozeltisi eklenmistir. Vorteks ile
karistirilmistir, 5000 devir dk™’da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki
siv1 faz vial filtresinden siiziilerek viale konulmus ve 6l¢timii alimmistir (Verim: AT

%56, FH %38).

500 pL plazma iizerine, 2000 pL AT ve FH ¢ozeltisi, tizerine 100 pL, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi, 3000 pL YPSK dereceli metanol, 3000 uL. YPSK dereceli asetonitril
eklenmistir. Vorteks ile karistirilmustir, 5000 devir dk’da 5 dk santriftijlenmistir,

¢okme olmustur. Ustteki sivi kisim baska bir tiipe almmistrr, evaporatdrde
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buharlastirilmistir, kalintiya 2000 pl. HCl ¢ozeltisi eklenmistir. Vorteks ile
karistrlmustir, 5000 devir dk™’da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki
sv1 faz vial filtresinden siiziilerek viale konulmus ve 6lglimii almmustir (Verim: AT

9692, FH %5).

500 pL plazma iizerine, 800 pL AT ve FH ¢ozeltisi, tizerine 100 puL, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi eklenmistir, YPSK dereceli metanol ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Vorteks
ile karistrilmistir, 5000 devir dk™’da 5 dk santrifijjlenmistir, ¢6kme olmustur.
Ustteki siv1 faz vial filtresinden siiziilerek, viale konulmus ve &l¢iimii almmistir

(Verim: AT %90, FH %106).

500 pL plazma iizerine, 800 uL. AT ve FH ¢d6zeltisi, lizerine 200 pL, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi eklenmistir, YPSK dereceli metanol ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Vorteks
ile karistirilmistir, 5000 devir dk™’da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢cokme olmadigindan

Olciim almamamustir.

500 pL plazma tizerine, 800 uL. AT ve FH ¢o6zeltisi, lizerine 100 uL, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi eklenmistir, metanol/0,01 N HCI (%35/%65) ¢ozeltisi ile 10 mL’ye
tamamlanmistir.  Vorteks ile Kkaristirilmustir, 5000 devir dk™’da 5 dk
santrifiijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki siv1 faz vial filtresinden siiziilerek viale

konulmus ve 6lgtimii almmustir (Verim: AT %87, FH %104).

500 pL plazma tizerine, 800 uL. AT ve FH ¢o6zeltisi, lizerine 100 uL, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi eklenmistir, metanol/fosfat tamponu (%35/%65) ¢ozeltisi ile 10 mL’ye
tamamlanmistir.  Vorteks ile Kkaristirilmustir, 5000 devir dk™’da 5 dk
santrifiijlenmistir, cokme olmustur. Ustteki siv1 faz vial filtresinden siiziilerek, viale

konulmus ve 6lgtimii almmustir (Verim: AT %90, FH %95).

500 pL amonyumklortir ile ¢oktiiriilmiis plazma tizerine, 800 uL. AT ve FH ¢ozeltisi
eklenmistir, metanol ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Vorteks ile karigtirilmigtir, 5000
devir dk™da 5 dk santrifijlenmistir, ¢okme olmustur. Ustteki sivi faz vial
filtresinden siiziilerek viale konulmus ve ol¢iimi almmustir (Verim: AT %87, FH
%121).
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500 pL plazma iizerine, 800 pL. AT ve FH ¢ozeltisi, iizerine 100 pL, 0,1 M NaOH
¢ozeltisi, 1000 pL etilasetat, 1000 uL dietileter eklenmistir, YPSK dereceli metanol
ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Vorteks ile karigtirilmistir, 5000 devir dk™’da 5 dk
santrifiijlenmistir, cokme olmustur. Ustteki siv1 faz vial filtresinden siiziilerek viale

konulmus ve dlgtimii almmustir (Verim: AT %85, FH %102).

500 pL plazma iizerine, 800 uL AT ve FH c¢ozeltisi, tizerine 1000 pL dietileter
eklenmistir, YPSK dereceli metanol ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Vorteks ile
karistirilmigtir, 5000 devir dk™’da 5 dk santrifiijlenmistir, ¢dkme olmustur. Ustteki
siv1 faz vial filtresinden siiziilerek viale konulmus ve 6lctimii alinmastir. (Verim: AT

%87, FH %103).

3.3. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi
3.3.1. YPSK yontemi ile yapilan ¢calismalar
3.3.1.1. Yontemin optimizasyonu

AT ve FH’nin YPSK ile farmasotik preparatlardan ayni anda analizi igin
kromatografik kosullar optimize edilmistir. Bu amagla dedektor, dalgaboyu, mobil
faz sec¢imi, sabit faz se¢imi (kolon se¢imi), mobil faz sistemi, mobil fazin bilesimi,
mobil faz akis hizi, mobil faz pH’1, enjeksiyon hacminin AT ve FH ters-faz sivi
kromatografisi ile aywrimina etkileri incelenmistir. Belirtilen sartlar altinda
gelistirilen yontem ilag maddelerinin tabletlerinden hazirlanan karigima

uygulanmistir.

3.3.1.2. Kromatografik sartlar

Gelistirilen YPSK yOntemi i¢in en uygun sartlar:

Gradient pompa sistemi kullanilarak, UV-DAD dedektoriiyle 200-400 nm aras1 bolge

taratilmis ve AT ile FH’nin 240 nm’de maksimum absorbans gdsterdigi tespit

edilmistir. Analiz 5 um (250 x 4,6 mm) pargacik boyutlu Inertsil ODS-3 ters faz Cisg
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kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. YPSK sistemi ile giinliik ¢alismanin
baslangicinda 20 dk (1 mL dk™ akis hizinda) deiyonize su gegirilmistir. Bunun i¢in
giiriiltiiniin en aza indigi ve sabit kaldig1 zemin degeri elde edilinceye kadar mobil
faz gegirilerek kolonun dengelenmesi saglanmistir ve analizlere baslanmistir. Mobil
faz i¢cin metanol-su, metanol-asetonitril, su-asetonitril, asetonitril-fosfat tamponu,
metanol-fosfat tamponu, metanol-formikasit ¢ozeltisi,  asetonitril- formikasit
¢ozeltisi gibi yiizdesi farkli kombinasyonlar (40:60, 50:50, 20:80, 5:95 gibi)
kullanilarak optimize edilmistir. Farklt mobil faz denemeleri sonucunda, en uygun
gradient mobil faz karisimi olarak tespit edilen 65:35 oraninda pH=3 (di potasyum
hidrojen fosfat / amonyum di hidrojen fosfat) tamponu-metanol karigimi
kullanilmigtir. YPSK sisteminde yapilan denemeler sonucunda, 40°C’lik kolon firin1
sicakligi, 10 pL’lik enjeksiyon hacmi ve 1,3 mL dk™lik akis hizi sistem icin en
uygun sartlar olarak se¢ilmistir. Bu sartlarda alinan kromatogramlardan AT ve FH
i¢in alikonma zamanlar1 (RT, Retention Time) sirasiyla 4,6 ve 10,3 dk olarak tespit
edilmigtir. Calisgma sonunda sistem ve kolon, Bolim 3.2.2.’de anlatildigi gibi

temizlenmistir.

3.3.2. UV-GB spektrofotometresi ile yapilan ¢alismalar

3.3.2.1. Ortam sartlan ve tiirev derecesi se¢imi icin yapilan ¢calismalar

AT ve FH’nin UV spektrofotometresi ile farmasétik preparatlardan birlikte analizi
icin spektrofotometrik kosullar optimize edilmistir. Spektrofotometre sifirlandiktan
sonra kor ¢ozelti olarak etkin madde ¢Oziiclisiine uygun olarak 0,01 N HCI ¢ozeltisi
kullanilmistir. Oncelikle 190 — 600 nm aras1 bdlge taratilmis, elde edilen spektruma
gore 190-400 nm arast bolgede calismanin uygun olacagi saptanmistir. Ana
spektrumun (Sekil 3.1. ve 3.2.) 1. 2. 3. ve 4. tiirev spektrumlar1 (Sekil 3.3.-3.4.-3.5.
ve 3.6.) 190 - 400 nm arasinda kaydedilerek degerlendirilmistir.
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3,099

2,000

Abs.

1,000

0,000

0,273/ L L L
190,00 300,00 400,00 500,00 600,00
nm.

Sekil 3.1. 50 ug mL™’lik AT ve 5 pg mL™lik FH olacak sekilde seyreltilmis Azosilin tablete ait absorbans
spektrumu

2,112/ T T T
2,000/ -1

1,500

Abs
-
o
(@]
(@]

190,00 300,00 400,00 500,00 600,0(]
nm.

Sekil 3.2. AT ve FH ¢aligsma standart ¢6zeltilerine ait absorbans spektrumu
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0,318 T T T T

0,200

0,100

Abs.

i i
0,000 ' Er
) <
-0,100 1
-0,147 1 I
190,00 250,00 300,00 350,00 400,008

nm.

Sekil 3.3. 50 ug mL™’lik AT ve 5 pg mL™lik FH olacak sekilde seyreltilmis Azosilin tablete ait 1. derece tiirev
spektrumu

0,012

0,000

-0,020

Abs.

-0,040

-0,060! E
0,066 4 4
190,00 250,00 300,00 350,00 400,00I
nm.

Sekil 3.4. 50 pg mL™’lik AT ve 5 pug mL™lik FH olacak sekilde seyreltilmis Azosilin tablete ait 2. derece tiirev
spektrumu
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0,013
0,010/~

0,000/

Abs.

-0,010

-0,020

-0,030

-0,033 L
190,00

250,00

300,00 350,00 400,00'
nm.

Sekil 3.5. 50 ug mL™’lik AT ve 5 pg mL™lik FH olacak sekilde seyreltilmis Azosilin tablete ait 3. derece tiirev

spektrumu

0,025 T

0,020

Abs.

0,010

0,000

-0,004
190,00

300,00 350,00 400,0(1
nm.

Sekil 3.6. 50 pg mL™’lik AT ve 5 pug mL™lik FH olacak sekilde seyreltilmis Azosilin tablete ait 4. derece tiirev

spektrumu
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3.3.2.2. Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

AT igin 1-2,5-5,10-15-30-40 pg mL™ ve FH igin 0,5-1-2,5-5-10-15-20 pg mL™
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlanmistir. 0,01 N HCI ¢ozeltisi koriine karst en
iyi sonucun elde edildigi 1. derece tiirev spektrumlar1 esas alinmistir (Sekil 3.7.). AT
icin 222 nm’de bir kesim noktast ve FH i¢in 252,5 nm’de bir minimum nokta baz

alinarak bulunan absorbans degerleri konsantrasyona kars1 grafige gecirilmistir.

0,024 T T T

o020 i |

AT (222 nm)

i
N 0,000 |- /_L*-L_\.__.—..?ﬂl—.__ e —— _t "
r o - ._.

.'l.;"
0,080 |- (;' = .
FH (252,5 nm)
s ! ! I
21326 250,00 300,00 350,00 356,74

nm.

Sekil 3.7. AT ve FH ¢aligma standart ¢6zeltilerine ait 1. derece tiirev spektrumu



BOLUM 4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. YPSK Yontemiyle Coziicii Ortaminda Elde Edilen Kromatogramlar

0,01 N HCl ¢bziicii ortamimnda, 500 ug mL™ ve 40 pg mL™’lik AT standardlar1 icin

elde edilen s1vi kromatogramlar Sekil 4.1. ve 4.2.’de goriilmektedir.

ampicillin tribrydrate

maAll
] FrA hdulti 1
~
+
a0
25+
ol J-
T T T T T T T

T
225

a.a 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 7.5
min
Sekil 4.1. 500 pg mL™’lik AT’ye ait kromatogram
ampicillin tribydrate
mal
Bl PO hulti 1
4 ]
-+
3_
2_
-1_
D_
T T T T T T T T
a.a 25 5.0 Eikt] 10.0 1245 15.0 17.5 Z25
min

Sekil 4.2. 40 pg mL™’lik AT ye ait kromatogram
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0,01 N HCI ¢oziicii ortaminda, 50 pg mL™ ve 20 pg mL™’lik FH standardlar1 icin

elde edilen s1v1 kromatogramlar Sekil 4.3. ve 4.4.de goriilmektedir.

phenazopyridine HCI
m#AL
150 o PDA Multi 1
L]
=
100
a0+
i) —— I
T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 7.5 200 225
min
Sekil 4.3. 50 pg mL™¥’lik FH’ye ait kromatogram
phenazopyridine HCI
maL
= POoA Wit A
™
=2
S0+
284

il " M

LA L S R N L) I L B B AL B |
0.0 2.5 5.0 75 10.0 125 15.0 175 200 2258

min

Sekil 4.4. 20 pg mL™’lik FH’ye ait kromatogram
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0,01 N HCI ¢dziicii ortaminda, 500 pg mL™ AT ve 50 pg mL™ FH’nin birarada

bulundugu standard i¢in elde edilen s1vi kromatogrami Sekil 4.5.’de goriilmektedir.

ampicillin trihydrate and phenazopyridine HCI
msAL
150 = FLA hulti 1
<
=
1004
=
[=}
-+
G0
: N |
T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 100 125 15.0 175 200 225
min

Sekil 4.5. 500 ug mL™’lik AT ve 50 pg mL™lik FH’ye ait kromatogram

0,01 N HCI ¢bziicii ortammda, 500 ug mL™? AT ve 50 pg mL™ FH’nin birarada
bulundugu Azosilin tablet c¢ozeltisi i¢in elde edilen sivi kromatogramu ise Sekil

4.6.’da goriilmektedir.

azosilin tablet
mAl
é PLA Miulti 1
a
100+
o
2
75 +
50
25
R [ SR
o »_J_l_ [ —
T T T T T T T T T
0.0 25 50 748 100 125 15.0 175 200 225
min

Sekil 4.6. 500 pg mL™’lik AT ve 50 ug mL™"lik FH igeren Azosilin tablete ait kromatogram



4.2. YPSK Yéntemiyle Plazma Icerisinde Elde Edilen Kromatogramlar

100

Plazma igerisinde, 40 pg mL™’lik AT ve 20 ug mL™lik FH standartlar1 igin elde

edilen s1vi kromatogramlar1 Sekil 4.7. ve 4.8.’de goriilmektedir.

ampicillin tribydrate + plasma
mAll
b P DA Multi 1
4] 2
3_
2_
1_
|:|_
L A L L IR R AL L AL L R A DL AL L R AL A R AL B
0.0 25 6.0 7.4 10.0 12.6 16.0 17.6 200 2248
min
Sekil 4.7. 40 pg mL™’lik AT standardinin plazma igerisindeki kromatogrami
phenazopyridine hydrochloride + plasma
mAll
s P Lo Multi 1
=
G0+
254

T
oo 25 a0 7h 0.0 12.5 160 175 20.0 225

Sekil 4.8. 20 pg mL™’lik FH standardinin plazma igerisindeki kromatogrami
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Plazma igerisinde, 50 ug mL™lik AT ve 5 pg mL™’lik FH standartlarnin birarada

bulundugu Azosilin tablet ¢ozeltisi i¢in elde edilen sivi kromatogrami Sekil 4.9.°da

gorilmektedir.
azosilin tablet+ plasma
mAll
154 0 PDA Multi 1
=
104
2
o
+
5_
D_
L IS LA LA A [ AL B R R A DL L B R A B L R
o] s} 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 200 225
min

Sekil 4.9. Plazma ortaminda 50 pg mL™lik AT ve 5 ug mLYlik FH igeren Azosilin tablet ¢ozeltisi igin alinmus

kromatogram

Plazma icerisinde, standart ekleme yontemi ile 50 pg mL™’lik AT ve 5 ug mL™’lik

FH iceren tablet ¢ozeltileri tizerine 500 pug mL™Vlik AT ve 50 pg mL™’lik FH

standart ¢oOzeltilerinden eklenerek elde edilen sivi kromatogrami Sekil 4.10.°da

goriilmektedir.
mAl
b} P DA hulti 1
15 E
10
2
w
-+
5_
|:|_
LN A A R LS LR R R B S L AL LA R L R
oo 25 5.0 Fit] 10.0 12.8 15.0 17.5 20.0 22.5
min

Sekil 4.10. Plazma ortaminda standart ekleme yontemiyle elde edilmis kromatogram
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4.3. UV Spektrofotometri Yontemiyle Elde Edilen Spektrumlar

0,01 N HCI ¢bziicii ortaminda, 30 ug mL™ ve 2,5 pg mL™’lik AT standartlar igin

Sekil 4.11. ve 4.12.’de elde edilen 1.derece tiirev spektrumlar1 goriilmektedir.

0,162 T T T T
0,150

0,100

0,050

Abs.

0,000

0,050

-0,074 L L L L
190,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 4.11. 30 pug mL™’lik AT ye ait 1. derece tiirev spektrumu (222 nm)

0,003 T T T T

0,002j- 1

0,000j-

Abs.
T 222 nm (-0,0025)

-0,002/—

-0,004/—

_0 005 1 1 1 1
190,00 250,00 300,00 350,00 400,01
nm.

Sekil 4.12. 2,5 pg mL ™ lik AT ye ait 1. derece tiirev spektrumu (222 nm)
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0,01 N HCl ¢bziicii ortamunda, 50 pg mL™ ve 5 pg mL™’lik FH standartlar1 icin Sekil

4.13. ve 4.14.’de elde edilen 1.derece tiirev spektrumlar1 goriilmektedir.

0,275 T T T T

0,200/~ 1

0,100/~ .

Abs.

0,000/~ =

-0,100/(— 1

0.144 | | | |
190,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 4.13. 50 ug mL™’lik FH’ye ait 1. derece tiirev spektrumu (252,5 nm)

0,017 T T T T

0,010

Abs.

0,000

FH 252,5 nm (-0,005)

-0,010/(—
0.015 ! ! ! !
190,00 250,00 300,00 350,00 400,01
nm.

Sekil 4.14. 5 pg mL™’lik FH’ye ait 1. derece tiirev spektrumu (252,5 nm)
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0,01 N HCI ¢oziicii ortammnda, 50 pg mL™"lik AT ve 5 pg mL™lik FH iceren
Azosilin tablet ¢ozeltisine ait Sekil 4.15.’de elde edilen 1.derece tiirev spektrumu

gorilmektedir.

0,318 T T T T

0,200 1

0,100j-

Abs.
FH 252,5 nm (-0,0052)

0,000j-

©
[=2]
S
<
£
c
N
o~
o
=
<

-0,100/—

0,147 L L L L

190,00 250,00 300,00 350,00 400,0(]
nm.

Sekil 4.15. 50 ug mL™lik AT ve 5 ug mL™lik FH igeren Azosilin tablet ¢ozeltisine ait 1. derece tiirev
spektrumu

4.4, Yontemlerin Validasyonu Cahismalar:

Metot gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik metot validasyonu ICH
kilavuzu Q2 ye gore yapilmustir [112]. Kararlilik, dogrusallik, duyarlilik, kesinlik,
dogruluk, geri kazanmim, Ozgiinliik, saglamlik ve tutarhilik gibi validasyon
parametreleri incelenmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Anova, Student t-

testi, F-testi kullanilarak karsilastirmalar yapilmustir.
4.4.1. Dogrusallik arahg ve kalibrasyon egrileri

Dogrusal aralik, gelistirilen yontemin kabul edilebilir duyarlilik ve tekrarlanabilirlik
ile sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir. Kalibrasyon egrileri, 7 farkh
konsantrasyonda AT ve FH igeren standart ¢ozeltilerden elde edilen kromatogramlar
ve spektrumlardan elde edilen pik alanlar1 ve absorbanslarin ilgili konsantrasyonlara
kars1 grafige gegirilmesi ile hazirlanmistir. Biitlin kalibrasyon egrileri, AT i¢in 1-40

ng mL™* arahginda ve FH igin ise 0,5-20 pg mL™ araliginda iyi bir dogrusallik
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gostermistir. Kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemi ve regresyon katsayilari

hesaplanmistir (Sekil 4.16-4.21.).

40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000
10000
5000

pik alan1

y =822,09x + 778,39
R>=0,9977

0 20 40 60
konsantrasyon

g 500000 -
= 400000 -
(="
300000 -
200000 -
y = 20679x + 343,68
100000 R?=0,9998
0 ‘ ‘ ‘
0 10 20 30
konsantrasyon

Sekil 4.16. YPSK ile ¢oziicii ortaminda, AT’ nin

standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi

Sekil 4.17. YPSK ile ¢oziicii ortaminda, FH nin

standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi

£ 50000 -
=
S 40000 -
=
30000 -
20000 -
y=1114,3x - 809,1
10000 R2=0,9976
0 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60
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5 500000 +
= 400000 -
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y = 20599x + 929,87
100000 R? = 0,9998
0 T T 1
0 10 20 30
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Sekil 4.18. YPSK ile plazma ortaminda hazirlanan

AT cozeltilerinin kalibrasyon egrisi

8 0 \ \ ‘
© 20 40 60
-0,01 -
y =-0,0011x - 6E-05
-0,02 R2=0,9997
-0,03 -
0,04 -
0.05 konsantrasyon

Sekil 4.19. YPSK ile plazma ortaminda hazirlanan

FH ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi

B O T T 1
© 10 20 30
-0,005 -
y=-0,0011x + 0,0001
-0,01 - R2=0,9992
-0,015 -
-0,02 -
-0,025 -
konsantrasyon

Sekil 4.20. AT standart ¢ozeltilerinin 1. derece tiirev
kalibrasyon egrisi

Sekil 4.21. FH standart ¢ozeltilerinin 1. derece tiirev

kalibrasyon egrisi
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Standart AT ve FH c¢ozeltileri icin elde edilen regresyon denklemleri, regresyon

katsayilari, egimleri ve kaymalarinin standart sapmalar1 Tablo 4.1.-4.6°da verilmistir.

Tablo 4.1.YPSK sisteminde, ¢6ziicii ortaminda AT standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz sonuglari
(240 nm’de) (n=6)

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL* Denk lemi So Sm R?
1-40 y =822,09x+778,39 359,46 17,79 0,9977

Sp: Regresyon dogrusundaki kaymanin standart sapmast, Sp,: Regresyon dogrusu egiminin standart sapmasi

Tablo 4.2. YPSK sisteminde, ¢oziicii ortaminda FH standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz sonuglari

(240 nm’de) (n=6)

Dogrusal Arahk, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL? Denklemi So Sm R?
0,5-20 y = 20679x +343,68 1509,34 145,09 0,9998

Tablo 4.3. YPSK sisteminde, plazmali ortamda AT standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz sonuglari

(240 nm’de) (n=6)

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL? Denklemi So Sm R?
1-40 y = 1114,3x+809,1 498,45 24,67 0,9976

Tablo 4.4. YPSK sisteminde, plazmali ortamda FH standart ¢dzeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz sonuglart

(240 nm’de) (n=6)

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL? Denklemi So Sm R?
0,5-20 y = 20599x +929,87 1213,55 116,66 0,9998

Tablo 4.5. UV sisteminde, ¢oziicii ortamida AT standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz sonuglari

(222 nm’de) (n=6) 1.tiirev

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL? Denklemi So Sm R?
1-40 y=-0,0011x-6E-05 1,54E-04 7,62E-06 0,9997

Tablo 4.6. UV sisteminde, ¢oziicii ortammda FH standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz sonuglar1

(252,5 nm’de) (n=6) 1.tiirev

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL? Denklemi So Sm R?

0,5-20 y=-0,0011x+0,0001 1,42E-04 1,36E-05 0,9992
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4.4.2. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik

Cozeltilere ait konsantrasyon egrileri araligindan segilen 3 farkli konsantrasyon ile
(AT igin 2,5-10-30 ug mL?, FH igin 1-5-15 ug mL™) tekrarlanabilirlik ve kesinlik
parametreleri belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik i¢in giin-i¢i olarak belli araliklarda
toplam 6 kez, giinler-aras1 kesinlik i¢in ise 3 giin pespese belli araliklarla 6lgiimler
almmustir. Gilin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik ve tekrarlanabilirlik sonuglari, bulunan
degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmas1 seklinde Tablo 4.7.-

4.12.’de verilmistir.

Tablo 4.7. YPSK sisteminde, ¢oziicli ortaminda AT standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve gilinler-arasi kesinlik ve

tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi

(gmL?) [ X SD | %RSD | X sD [%RsD
2,5 2430 150,62 6,20 1987,80 | 145,03 7,30
10 9410 118,28 1,26 9054,50 | 746,87 8,24
30 25997 93,62 0,36 24698,83 | 2033,80 | 8,23

X: Ortalama Deger, SD: Standart Sapma, % RSD: Bagil Standart Sapma

Tablo 4.8. YPSK sisteminde, ¢dziicii ortaminda FH standart ¢cozeltilerinin giin-i¢i ve gilinler-arasi kesinlik ve

tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi

(ng mL™) X SD % RSD X SD % RSD

1 20844,67 | 1605,08 7,70 19315,17 | 698,83 3,62

5 107857,80 [ 6815,51 6,31 [101903,83| 7739,85 7,60

15 310005,20 ( 7728,99 2,50 [297427,67| 10631,15 3,57
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Tablo 4.9. YPSK sisteminde, plazmali ortamda AT standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik ve

tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi

(ng mL™Y) X SD % RSD X SD | % RSD

2,5 2463,00 | 107,53 4,36 2421,60 | 139,88 5,77

10 9842,17 42,69 0,43 9389,50 | 478,34 5,09

30 32526,40( 308,79 0,94 31763,40 | 482,16 1,51

Tablo 4.10. YPSK sisteminde, plazmali ortamda FH standart ¢6zeltilerinin giin-ici ve giinler-arasi kesinlik ve

tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi
(gmL?) | X SD |%RSD| X SD [%RSD
1 22590,17 | 454,10 2,01 22536,20 | 1212,79 5,30

5 105257,71| 2548,89 2,42 ]1104021,17| 1655,94 1,50

15 306272,17 2753,50 0,89 |306611,67| 232591 0,75

Tablo 4.11. UV sisteminde, ¢6ziicii ortaminda AT standart ¢6zeltilerinin giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik ve

tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi

(rgmL?) [ X sD [%RsD| X sD [%RSD
2,5 -0,00250 | 0,00041 -9,78 | -0,00270 | 0,00055 -6,39
10 -0,01100 | 0,00041 -2,24 | -0,01100 | 0,00052 -2,92
30 -0,03200 |0,0006325| -1,14 | -0,03200 | 0,00117 -2,17




tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

Tablo 4.12. UV sisteminde, ¢6ziicii ortaminda FH standart ¢ozeltilerinin giin-igi ve giinler-arasi kesinlik ve

Derisim giin-ici giinler-arasi

(rgmL”) | X SD [%RsD| X sD | %RSD
1 -0,00210 | 0,00004 -1,94 | -0,00101 | 0,00004 -4,01
5 -0,00500 | 0,00019 -3,80 | -0,00500 | 0,00044 -8,86
15 -0,01600 | 0,00063 -3,95 | -0,01600 | 0,00063 -3,95
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Bu hesaplanan degerlerden elde edilen tayin edilebilen en kii¢iik derisim, yani miktar
tayin limiti olan LOQ degerleri ve tespit sinir1 olarak tayin edilen LOD degerleri su
sekildedir: YPSK metodu i¢in; ¢oziicii ortaminda, AT i¢in LOQ: 0,86 ve LOD: 0,32
ng mL™ | FH i¢in LOQ: 0,65 ve LOD: 0,19 ug mL™ olarak belirlenmistir. Plazma
ortaminda, AT icin LOQ: 0,79 ve LOD: 0,29 pg mL™ , FH icin LOQ: 0,37 ve LOD:
0,14 pg mL™ olarak belirlenmistir. UV-GB metodu i¢in; ¢dziicii ortaminda, AT icin
LOQ: 0,49 ve LOD: 0,15 pg mL? , FH i¢cin LOQ: 0,4 ve LOD: 0,12 pg mL? olarak

belirlenmistir.

Her iki etken madde i¢in giin-i¢i ve giinler-aras1 RSD’lerin oldukga iyi kesinlikler
verdigi de gozlenmistir. Kesinlik tayini i¢in giin-i¢i ve giinler-aras1 ol¢limlerdeki
RSD’lerin <% 10 ve LOQ’nin de < % 20 olmasi ve ayrica dogruluk i¢in giinler-arasi
ortalama degerin (X), gercek degerin = % 15 i¢cinde ve LOQ’nun da + % 20’den fazla
sapmamas1 kosulunu sagladigi tespit edilmistir. Duyarlilik i¢in ise, glinler-aras1 RSD
degerleri i¢inde, LOQ’in < % 20 oldugu ve degerlerin kendi aralarinda

tekrarlanabilirligi sagladigi da tespit edilmistir.
4.4.3. Sistem uygunluk parametreleri
1,3 mL dk* akis hizinda, AT ve FH i¢in kapasite faktorleri; kat': 0,88 ve ken': 3,13,

secicilik katsayist; a : 3,97, kolon verimliliginin gdstergesi olan toplam teorik plaka

sayist; Nat: 3912 ve Ney: 6827, kolonun ayirma giicii olan rezoliisyon; Rs : 14,09 ve
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plaka yiikseklikleri ise; Har: 6,39.10° cm ve Hgy: 3,66.10° cm olark tespit

edilmistir (CDER, Centre for Drug Evaluation and Research’e gore) [77].

4.4.4. Geri kazanim ve dogruluk

4.4.4.1. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

YPSK ve UV ile 0,01 N HCI ¢oziicii ortaminda, Boliim 3.2.7°de hazirlanan AT ve
FH c¢ozeltileri icin elde edilen geri kazanim degerleri, Tablo 4.13. ve 4.14.’te

verilmistir.

Tablo 4.13. YPSK sisteminde, ¢oziicii ortaminda, AT ve FH standart ¢ozeltilerinin geri kazanim degerleri

AT (ug mL™) FH (ng mL™)
Eklenen | Bulunan Gerl Dogruluk | Eklenen | Bulunan Gert Dogruluk
4 4, | Kazamm 1 4. | Kazamm BH
(ng mL”) | (ng mL7) %) BH (%) | (ng mL”™) | (ng mL™) %) %)
50 51,38 102,76 2,80 5 4,93 98,60 1,40
50 51,37 102,74 2,70 5 5,15 103,00 3,00
50 51,13 102,26 2,30 5 5,14 102,80 2,80
50 51,27 102,54 2,50 5 4,99 99,80 0,20
50 50,94 101,88 1,90 5 5,08 101,60 1,60
50 50,53 101,06 1,10 5 4,86 97,20 2,80

Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100, BH = Bulunan Miktar-Bilinen Miktar/Bilinen Miktar x

100

Tablo 4.14. UV sisteminde, ¢6ziicii ortaminda, AT ve FH standart ¢ozeltilerinin geri kazanim degerleri

AT (ug mL™) FH (ug mL™)

Eklenen | Bulunan Gerl | Dogruluk Eklenen | Bulunan Gerl | Dogruluk
1 4, | Kazamm BH 1 4, | Kazanim BH
(ng mL”) | (ng mL7) %) %) (ng mL”) | (ng mL") %) %)
50 52,77 105,54 5,54 5 5,20 104,00 4,00
50 51,11 102,22 2,22 5 5,40 108,00 8,00
50 52,22 104,44 4,44 5 5,30 106,00 6,00
50 51,11 102,22 2,22 5 5,20 104,00 4,00
50 52,22 104,44 4,44 5 5,10 102,00 2,00
50 50,55 101,10 1,10 5 5,30 106,00 6,00
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YPSK ile plazma ortaminda, Boliim 3.2.10’da hazirlanan AT ve FH ¢ozeltileri i¢in

elde edilen geri kazanim degerleri, Tablo 4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15. YPSK sisteminde, plazmali ortamda, AT ve FH standart ¢ozeltilerinin geri kazamm degerleri

AT (ng mL™) FH (ug mL™)
Eklenen | Bulunan Gerl Dogruluk Eklenen | Bulunan Gerl Dogruluk
1 4. | Kazamm BH 1 4. | Kazamm BH

(ng mL™) | (ng mL") %) %) (ng mL™) | (ngmL") %) (%)
50 51,38 102,76 2,80 5 5,26 105,20 5,20
50 51,37 102,74 2,70 5 5,16 103,20 3,20
50 51,13 102,26 2,30 5 5,12 102,40 2,40
50 51,27 102,54 2,50 5 5,07 101,40 1,40
50 50,94 101,88 1,90 5 5,03 100,60 0,60
50 50,53 101,06 1,10 5 4,99 99,80 -0,20

4.4.4.2. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuclar

YPSK ve UV ile 0,01 N HCI ¢oziicii ortaminda, Boliim 3.2.8’de hazirlanan AT ve

FH standartlari ile birlikte eklenen ticari standartlardan elde edilen geri kazanim, SD,

RSD, BH (dogruluk) degerleri Tablo 4.16. ve 4.17.de goriilmektedir.

Tablo 4.16. YPSK sisteminde, ¢oziicii ortaminda, standart ekleme yontemi ile elde edilmis analiz sonuglart

AT (ng mL") FH (ug mL")
Eklenen Miktar (ug mL™) Eklenen Miktar (ug mL™)
Standart Bulunan |  Geri Standart Bulunan Geri
Tablet . . | Miktar | Kazamm BH Tablet . . | Miktar | Kazamm | BH
Cozelti Cozelti
(ngmL™) | (%) (%) (ngmL?) | (%) (%)
20 30 51,10 102,20 2,20 2 3 4,89 97,80 -2,20
25 25 51,30 102,60 2,60 2,5 2,5 4,76 95,20 -4,80
30 20 51,20 102,40 2,40 3 2 4,85 97,00 -3,00
35 15 51,70 103,40 3,40 3,5 1,5 4,89 97,80 -2,20
40 10 51,60 103,20 3,20 4 1 4,90 98,00 -2,00
Ort. Oort.
Konst. 51,38 Konst. 4,86
SD 0,25 SD 0,058
% RSD 0,48 % RSD 1,19
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Tablo 4.17. UV sisteminde, ¢6ziicii ortaminda, standart ekleme yontemi ile elde edilmis analiz sonuglari

AT (ng mL™) FH (ng mL™)
Eklenen Miktar (ug mL™) Eklenen Miktar (ug mL™)
Cozelti Cozelti
(ngmL?) | (%) (%) (ngmL?) | (%) (%)
20 30 50,55 101,00 1,00 2 3 5,20 104,00 | 4,00
25 25 51,11 102,20 2,20 25 2,5 5,10 102,00 | 2,00
30 20 50,55 101,00 1,00 3 2 5,30 106,00 | 6,00
35 15 52,22 104,40 4,40 35 15 5,10 102,00 | 2,00
40 10 51,11 102,20 2,20 4 1 5,20 104,00 | 4,00
ort. ort.
Konst. | 51,11 Konst. 5,18
SD 0,68 SD 0,08
%RSD | 133 %RSD | 1,60

YPSK ile plazma ortaminda, Béliim 3.2.11°da hazirlanan AT ve FH ¢d6zeltileri i¢in

elde edilen geri kazanim degerleri, Tablo 4.18’de verilmistir.

Tablo 4.18. YPSK sisteminde, plazmali ortamda, standart ekleme yontemi ile elde edilmis analiz sonuglart

AT (ng mL™) FH (g mL")
Eklenen Miktar (ng mL™) Eklenen Miktar (ng mL™?)
Standart Bulunan Geri Standart Bulunan Geri
Tablet Cozelti Miktar | Kazamm BH | Tablet Cizelti Miktar | Kazanim BH
(ngmL™) | (%) (%) (ngmL?) | (%) (%)
20 30 52,90 105,80 | 5,80 2 3 5,26 105,20 5,20
25 25 52,10 104,20 | 4,20 2,5 2,5 5,00 100,00 0,00
30 20 53,06 106,12 | 6,12 3 2 4,87 97,00 -3,00
35 15 53,30 106,60 | 6,60 35 15 5,20 97,80 -2,20
40 10 51,50 103,00 | 3,00 4 1 4,90 98,00 -2,00
Ort. Oort.
Konst. | 52,57 Konst. 5,04
SD 0,74 SD 0,17
%RSD | 140 %RSD | 337
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4.5. Istatiksel Degerlendirmeler

Tablo 4.19.’da 0,01 N HCI ¢6ziicii ortaminda ve plazma ortaminda hazirlanmis ticari
preparat numuneleri i¢in (50 pg mL™ AT, 5 pg mL™ FH) elde edilen geri kazamm
verileri t-testi ile karsilastirilmustir. tunio degerleri, thesapanan degerlerinden biiyiik
oldugu i¢in her iki geri kazanim veri grubu arasinda bir fark olmadigi sonucuna

vartlmistir. (0=0,05, % 95 giivenle) (n=6).

Tablo 4.19. YPSK yonteminde, ¢oziicii icerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmus ticari preparatlar igin (50 pug

mL™ AT, 5 pg mL™ FH) elde edilen t-testi verileri (a=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

Deneme AT

FH
Sayisi (n=6)

Istatiksel Standart Plazma Standart Plazma

Degerler

Ortalama 102,21 106,09 100,50 101,63
Deger

Standart

0,65 1,58 2,35 4,52
Sapma (SD)

Bagil Standart
Sapma 0,63 1,48 2,33 4,44
(RSD,%)

Standart Hata 0,26 0,64 0,95 1,85

t testi
1,96 (2,57) 0,18 (2,57)

thesaplanan (ttablo)

Tablo 4.20.’de de ¢Oziicii ortaminda ve plazma ortaminda hazirlanmuis ticari preparat
numuneleri i¢in (50 pg mL™ AT, 5 pg mL™ FH) elde edilen geri kazanim verileri, F-
testi ile karsilastirilmistir. Bu teste gore, Fupio degerleri, Fresaplanan degerlerinden
biiyiik oldugu i¢in her iki etken maddeyi igeren ticari preparatlarin ¢oziicli ortaminda
ve plazma ortaminda hazirlanmasi arasinda bir fark olmadig1 sonucuna varilmigtir.

(0=0,05, % 95 giivenle) (n=06).
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Tablo 4.20. YPSK yonteminde, ¢oziicii igerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmug ticari preparatlar i¢in (50 pg

mL™ AT, 5 uyg mL™ FH) elde edilen F-testi verileri (¢=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

Deneme

Sayis1 (n=6)

AT

FH

Istatiksel
Degerler

Standart

Plazma

Standart

Plazma

Ortalama Deger

102,21

106,09

100,50

101,63

Standart Sapma
(SD)

0,65

1,58

2,35

4,52

Bagil Standart
Sapma (RSD,%)

0,63

1,48

2,33

4,44

Standart Hata

0,26

0,64

0,95

1,85

F testi
Fhesaglanan (Ftablo)

0,077 (0,198)

0,112 (0,198)

Tablo 4.21.°de, AT i¢in ¢oziicli ortaminda hazirlanan ticari preparatlardan elde edilen

geri kazanim degerleri ile plazma ortamindakiler, yine FH i¢in ¢6ziicli ortaminda

hazirlanan ticari preparatlardan elde edilen geri kazanim degerleri ile plazma

ortamindakiler,

ANOVA testi ile karsilastirilmistir. Fepio degeri (4,30), Fhesaplanan

(1,41) degerinden biiyiik oldugundan her iki etken maddeyi i¢eren ticari preparatlarin

¢Oziicii ortaminda ve plazma ortaminda hazirlanmasi arasinda bir fark olmadigi

sonucuna varilmistir. Ayrica P degeri 0,25 oldugundan (P>0,05), grup ortalamalari

esittir ve karsilastirmaya gerek yoktur.

Tablo 4.21. YPSK yonteminde, ¢oziicii igerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmus ticari preparatlar i¢in (50 pg

mL-1 AT, 5 ug mL-1 FH) elde edilen ANOVA testi verileri (0=0,05, % 95 giivenle) (n=12)

ANOVA TEK

ETKEN

Gruplar Say Toplam |Ortalama| Varyans

Siitun 1 12 1216,24 | 101,35 3,51

Siitun 2 12 1225,84 | 102,15 1,92

ANOVA

Varyans Kaynag SS df MS F P-degeri | F ol¢iitii
Gruplar Arasinda 3,84 1 3,84 1,41 0,25 4,30
Gruplar i¢inde 59,70 22 2,71

Toplam 63,54 23
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Tablo 4.22. YPSK ve UV yonteminde, ¢oziicli igerisinde hazirlanmus ticari preparatlar igin (50 pg mL AT, 5 neg
mL™ FH) elde edilen t-testi verileri (0=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

Deneme AT

FH
Sayis1 (n=6)

Istatiksel YPSK uv YPSK uv
Degerler

Ortalama 102,21 103,33 100,50 105,00
Deger

Standart

1,72 2 21
Sapma (SD) 0,65 , 35 10

Bagil Standart
Sapma 0,63 1,66 2,33 2,00
(RSD,%)

Standart Hata 0,26 0,70 0,95 0,86

t testi
1,78 (2,57) 2,02 (2,57)

1:hesaplanan (ttablo)

Tablo 4.22.’de elde edilen verilere gore, YPSK ve UV yonteminde AT ve FH i¢eren
ticari preparatlarin ayr1 ayri1 0,01 N HCI ortaminda hazirlanmasiyla elde edilen geri
kazanim verileri, t-testi ile karsilastirilmis ve bu sonuglara gore, thesaplanan degerleri,
tablo degerlerinden kiigiik oldugu i¢in her iki yontem arasinda fark olmadigi sonucuna

varilmistir.
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Tablo 4.23. YPSK ve UV yonteminde, ¢oziicli igerisinde hazirlanmus ticari preparatlar igin (50 pg mL AT, 5 neg
mL™ FH) elde edilen F testi verileri (a=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

Deneme

Sayisi (n=6)

AT

FH

istatiksel

Degerler

YPSK

uv

YPSK

uv

Ortalama Deger

102,21

103,33

100,50

105,00

Standart Sapma
(SD)

0,65

1,72

2,35

2,10

Bagil Standart
Sapma (RSD,%)

0,63

1,66

2,33

2,00

Standart Hata

0,26

0,70

0,95

0,86

F testi

Fhesaplanan (Ftablo)

0,14 (0,20)

0,097 (0,20)

Tablo 4.23.’de elde edilen verilere gore YPSK ve UV yonteminde AT ve FH iceren

ticari preparatlarin ayr1 ayr1 0,01N HCI ortaminda hazirlanmasiyla elde edilen geri

kazanim verileri, F testi ile kargilastirilmis ve bu sonuclara gore, Fresaplanan degerlert,

Fublo degerlerinden kiiciik oldugu icin her iki yontem arasinda fark olmadigi

sonucuna varilmistir.

Tablo 4.24. YPSK ve UV yonteminde, ¢oziicii igerisinde hazirlanmus ticari preparatlar igin (50 pg mL™ AT, 5 pg
mL? FH) elde edilen ANOVA testi verileri (0=0,05, % 95 giivenle) (n=12)

ANOVA TEK

ETKEN

Gruplar Say Toplam |Ortalama| Varyans

Siitun 1 12 1233,20 | 102,77 1,88

Siitun 2 12 1243,24 | 103,60 4,32

ANOVA

Varyans Kaynag SS df MS F P-degeri | F ol¢iitii
Gruplar Arasinda 4,20 1 4,20 1,35 0,26

Gruplar I¢inde 68,21 22 3,10

Toplam 72,41 23
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Tablo 4.24.’de ise, YPSK ve UV yontemlerinde, ayr1 ayr1 AT ve FH i¢in ¢oziicii
ortaminda hazirlanan ticari preparatlardan elde edilen geri kazanim degerleri
ANOVA testi ile karsilastirilmigtir. Tablo’ya gore, Fibio degeri (4,30), Fresaplanan
(1,35) degerinden biiyiik oldugundan her iki etken maddeyi i¢eren ticari preparatlarin
YPSK ve UV yontemiyle elde edilmis geri kazanim degerleri arasinda bir fark
olmadig1 sonucuna vartlmistir. Ayrica P degeri 0,26 oldugundan (P>0,05), grup

ortalamalar1 da esittir ve karsilagtirmaya gerek yoktur.



BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

Ilaglarda, tibbi ve biyolojik numunelerde bulunan eser diizeydeki maddelerin tayin
edilebilmeleri ve bununla birlikte yeni tayin yontemlerinin gelistirilmesi, analitik
kimyadaki son arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Giiniimiizde kombine ilag
formiilasyonlar1 giderek daha yaygin kullanim alani bulmakta ve bu nedenle bu tiir
formiilasyonlarda ve biyolojik materyallerde es zamanli analitik ilag analiz
yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu formiilasyonlardaki etken
maddelerin rutin analizlerinde kullanilabilecek hizli, kolay, etkili, kesinligi yiiksek,
tayin edilebilirlik siir1 diisiik analiz yontemleri gelistirmek bu agidan 6nemlidir. Bu
amagla, son zamanlarda karisim igerisindeki etken maddelerin 6zellikle hi¢cbir ayirma
islemine gerek duyulmadan kolaylikla miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in bu
tirden yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu yontemlerin genel amaci,
onerilen ilaci alan bir hastanin gercekten onerilen ilaci, 6nerilen dozda ve Onerilen
sinirlar igerisinde aldigindan emin olmaktir. Ilaglarn kendine 6zgii birtakim
Ozelliklerinden dolayi, emilimi kigiler arasinda farkhiliklar gostermektedir. Bu
sebeplerle hastalarin kan seviyelerinin dogru analiz yontemleri yoluyla belirlenmeleri
gerekmektedir. Aktif bilesenlerin viicutta eristigi gercek konsantrasyonun ve aktif
ila¢ bilesenlerinin viicut sivilarindaki konsantrasyonunu 6l¢mede kullanilan analitik
yontemin dogrulugunun, uygun kesinlige sahip olarak deneysel olarak gosterilmesi

gerekmektedir.

Rutin ila¢ imalatinda seriler arasindaki kalite kontrolii ¢alismalarda, in-vitro tayin
yontemleri kullanilarak seriler arasinda farkliliklar olup olmadig: arastirilmaktadir.
Bu kalite kontrol testlerinin 6zenle ve dikkatli yapilmasi gerekmektedir. Aksi halde
iyi hazirlanmayan formiilasyonlar ortaya ¢ikabilir. in-vitro testler, in-vivo (canlida)
testlere model olusturmak icin yapilmaktadir. Ilag formiillerinde bir degisiklik
yapilmadig1 siirece, in-vitro bulgular kalite kontrolii galigmalari igin yeterlidir.

Formiilasyon degisikliklerinde ise, yeni ilacin etkin ve gilivenilir oldugunun
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ispatlanmas1 gerekmektedir. Bir ticari preparatin igindeki etken maddelerin
Ozelliklerinin tam olarak belirtilmesi, preparatlarin uniform olmalarin1 saglar. Bu
ilaglarm diizgiin yapilmasi, farkli firmalarm ayni iiriinleri arasindaki farkliliklar1 ve
bir firmanm iiriiniinde bulunan kutular arasindaki farkliliklar1 da en aza indirir. Ilag
iiriinlerindeki kii¢iik degisiklikler istatistikl agidan dnemlidir ve iyilestirici cevapta
kiigiik farkliliklar dogurabilirler. Ilacin icindeki bir boya ya da katki maddesi
degistirilmis de olabilir. Bunun i¢in de bir in-vitro testi yeterli olacaktir. Bazi
ilaclarda da yeni verilis yollar1 gelistirildiginde, yeni formiilasyonun klinik
etkinliginin gdsterilmesi gerekmektedir. Ayni zamanda ilaglarda ruhsatlandirma
yapilirken, etkinlik ve gilivenirligin kanitlanabilmesi i¢in klinik oncesi ve klinik
calismalarin da tamamlanmis olmasi istenir. Boylelikle bu klinik c¢aligmalar ile
hastane ve poliklinik gibi topluma saglik hizmeti veren yerlerde, hizmet kalitesi ve
hastalarin tedavi sansi artarak, sonugta yan etkilerin siklig1 da minimuma indirilmis

olur.

Bu sebeplerden dolay1 gergeklestirdigimiz bu ¢alismada, ampisilin trihidrat (AT) ve
fenazopiridin hidrokloriir (FH) etken maddelerinin, hem ¢oziicii ortaminda
farmasdtik preparattan hem de in-vitro olarak biyolojik materyalden ayni anda miktar
analizlerinin yapilabilmesi i¢in, son zamanlarda biiylik gelisme kaydeden yiiksek
etkinlik, yiliksek aymricilik, hizli ve kolay uygulanabilir olma gibi 6zellikleri
nedeniyle ila¢ analizlerinde siklikla kullanilmakta olan DAD dedektorlii Ters Faz-
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (TF-YPSK) ve 1. tiirev spektrofotometrisi
(‘D) yontemleri olmak iizere iki farkli yontem gelistirilmistir. Ayni zamanda bu
karisimdaki maddelerin en uygun ayiriminin saglanabilmesi icin de gelistirilen

yontemlerin kromatografik ve spektrofotometrik kosullar1 optimize edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda [79-111], AT ve FH’nin tek basina ve bazi
farkli etken madde karisimlar: igerisinde, YPSK, LC-MS, UV-GB Spektroskopisi,
GC kromatografisi ve Voltametrik olarak ila¢ dozaj formlarinda ve plazma igerisinde
miktar analizlerinin gerceklestirildigi pek ¢ok calismaya rastlanilmistir. Biitiin bu
caligmalardan goriildiigii lizere; insan plazmasi igerisinde tablet preparatindaki AT ve
FH'nin birlikte belirlenmesi i¢in herhangi bir eszamanli sivi kromatografisi analiz

yontemi literatiirde heniiz mevcut degildir.
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Bu iki yontem, Tirkiye ila¢ piyasasinda satilan Azosilin tablet preparatina
uygulanmis ve higbir aymrma islemine gerek kalmaksizin preparatin igerisinde

bulunan AT ve FH’nin ayni1 anda miktar tayini basariyla ger¢eklestirilmistir.

Stvi-sivi ekstraksiyon islemine gerek kalmaksizin kisa zaman igerisinde oldukca
yiikksek geri kazanimlar elde edilerek gergeklestirilen, insan plazmasinda AT ve
FH’nin in vitro olarak YPSK-DAD yontemiyle es zamanli miktar tayinine yonelik
yapilan bu ilk calismanin; yiiksek geri kazanimi, tekrarlanabilirligi, basit ve

ekonomik olmasi nedeniyle rutin bir laboratuar i¢in yararl olacagi diisiiniilmektedir.

YPSK’de, ters fazli kolon (GL Sciences, Inertsil ODS-3 kolon Cig, 250 x 4,6 mm)
tizerinde, di-potasyum hidrojen fosfat ve amonyum dihidrojen fosfat tamponu (pH
3,0) ve metanol (65:35, v / v) kombinasyonundan olusan bir mobil faz ile ikili etken
madde karisim yiiriitiilerek, 1,3 mL dk™ akis hiziyla dogrusal gradient eliisyon
kullanilmistir. DAD dedektor ile 240 nm’de elde edilen kromatogramlardaki pik
alanlarinin, konsantrasyona karsi grafige gecirilmesi ile hazirlanan kalibrasyon
egrileri yardimiyla, karisimdaki AT ve FH’nin ayni anda miktar tayini
gerceklestirilmistir. Tiim standart c¢ozeltiler ve plazma ¢ozeltileri 0,01 N HCI
¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. AT ve FH’nin plazmadan ayni anda analizinde
oncelikle metanolle ¢oktiirme islemi uygulanmis, herhangi bir ekstraksiyona gerek
kalmadan uygun kromatogramlar alinmistir. Bu kosullarda AT ve FH i¢in alikonma
zamanlar1 sirasiyla 4,60 dk ve 10,30 dk olarak belirlenmistir. Optimize edilen tiim
calisma kosullarinda, dogrusal konsantrasyon araligi AT i¢in 1,0-40,0 ug mL™ ve FH
icin 0,5-20,0 pg mL™ olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yonteminin validasyon
calismalarinda, tekrarlanabilirligini (kesinlik) belirlemek i¢in; ayni gilin igerisinde
tiim standartlar 6 kez dlgiilerek ve 3 farkli giinde ise diisiik, orta ve yiiksek olmak
iizere 3 farkli konsantrasyonda yine 6 kez Olcliimler alinarak analizler
gerceklestirilmistir. Yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla da yapilan
caligmalar sonucunda, ¢oziicli ortamindan geri kazanim ortalama degerleri AT i¢in
%102,21 ve FH i¢in %100,50 olarak bulunmustur. Plazma caligmalarinda ise sivi-
stv1 ekstraksiyon islemine gerek kalmaksizin kisa zaman igerisinde, olduk¢a ytiksek
geri kazanimlar elde edilmistir. Geri kazanim ortalama degerleri de, AT i¢in %

106,09 ve FH i¢in % 101,63 olarak bulunmustur.
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Karsilagtrma yontemi olarak, bir UV-GB tiirev spektrofotometrik yOntem
gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontemde AT i¢in 222 nm ve FH igin 252,5 nm
dalgaboyunda ¢alisilmistir. Bu 'D yonteminde, AT ve FH’nin 0,01 N HCI ¢ozeltisi
icerisindeki  karigim standart ¢ozeltilerinin  hazirlanmasiyla yine dogrusal
konsantrasyon arahgi AT i¢in 1,0-40,0 pg mL™ ve FH i¢in 0,5-20,0 pg mL™ olmak
lizere, her biri ig¢in ayr1 ayrt 1. tiirev spektrumlari alinmistir. Bulunan absorbans
degerleriyle hazirlanan kalibrasyon grafikleri yardimiyla, ticari ilag karigimi
icerisindeki AT ve FH’nin ayn1 anda miktar tayini ger¢eklestirilmistir. UV-GB tiirev
spektrofotometrik yontem, AT ve FH iceren tabletlere uygulanarak, yine oldukga
yiiksek ortalama geri kazanimlar (AT i¢in % 103,33 ve FH i¢in %105,00 olarak) elde

edilmistir.

Elde edilen sonuglarin istatistiksel agidan degerlendirilmesi i¢in de ii¢ farkli test
teknigi kullamilmustir. Gelistirilen YPSK ve 'D yonteminde, AT i¢in c¢dziici
ortaminda hazirlanan ticari preparatlardan elde edilen geri kazanmim degerleri ile
plazma ortamindakiler, yine FH i¢in ¢Ozlici ortaminda hazirlanan ticari
preparatlardan elde edilen geri kazanim degerleri ile plazma ortamindakiler, student-
t testi, F testi ve ANOVA testi ile karsilastirilmistir. Tiim bu testlerin sonuglarma
gore; her iki etken maddeyi igeren ticari preparatlarin ¢oziicii ortaminda ve plazma
ortaminda hazirlanmasi arasinda bir fark olmadigi sonucuna varilmistir. Ayrica
ANOVA testi sonucuna gore de, grup ortalamalar1 arasinda istatiksel olarak onemli

bir farklilik bulunmamistir.

Uygulanan analitik yontemlerle ilaglarin, yeterli duyarhlik, 6zgiinliik, dogrusallik,
geri kazanim, dogruluk ve kesinlik bakimlarindan tam olarak valide edilmis uygun
bir yontem kullanilarak validasyonunun (gecerliliginin veya giivenirliginin ortaya
konulmas1) yapilmasi gerekliliginden yola ¢ikilarak, gelistirilen YPSK ve 'D
yontemlerinin tiim validasyon parametreleri degerlendirilmis ve biyoistatistik
yoniinden de gecerlilikleri kanitlanmistir. Her iki etken maddenin bir aradaki rutin
analizlerinde giivenle kullanilabilir olmasi, bu tarz karigimlarin analizleri i¢in diger
caligmalara 151k tutmasi ve bu konuda yeni yontemlerin gelistirilmesi agisindan da

Onemlidir.
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