T.C.
SAKARYA UN iVERSITESI

FEN BiLIMLER I ENSTITUSU

GLISERIL GAYAKOLAT'IN (GUA IFENEZIN)
KROMATOGRAF IK BIR YONTEM ILE MIKTAR
TAYINI

YUKSEK L ISANS TEZI

Kimyager Serkan AYDO GAN

Enstiti AnabilimDali  : K IiMYA BOLUMU

Enstitt Bilim Dal : ANAL ITiK KIMYA

Tez Dansmani : Yrd.Dog.Dr. Aysel KUCUK
TUNCA

Temmuz 2011



T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

GLISERIL GAYAKOLAT’IN (GUAIFENEZIN)
KROMATOGRAFIK BiR YONTEM iLE MiKTAR TAYiNi

YUKSEK LiSANS TEZi

Kimyager Serkan AYDOGAN

Enstitii Anabilim Dah  : KIMYA

Enstitii Bilim Dah :  ANALITIK KIMYA

Bu tez 20 /07 /2011 tarihinde agagldakl jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.

o /Z"‘/} Moaeploe/\

Yrd.Do¢.Dr. Aysel KUCUK Do¢.Dr. Mstafa
TUNCA IMAMOGLU YI].'_.,MAZ
Jiiri Baskam Uye Uye




TESEKKUR

Beni kendisine yuksek lisangsi@ncisi olarak kabul edengi@mim boyunca her
turlt bilgi ve birikimini benimle paylgarak her agidan bu donemi en verigakilde
bitrmemi s&layan, dest@ni ve yardimlarini hi¢ bir zaman esirgemeyen sayin
dansman hocam Yrd.Dog.Dr. Aysel KUCUK TUNCA'ya,

Deneyim ve bilgilerinden yararlangim bolim bakanimiz sayin Prof.Dr. Ali Osman
AYDIN’a, Fen-Edebiyat Fakiltesi Kimya Bolumu tungrétim Uyeleri ve argirma

gorevlilerine,

Beni bu gunlere getiren, her durumda varliklarianiynda hissettim, yasadgim
hayati daha da anlaml kilan anneme ve babage&kér ediyorum.

‘Gliseril Gayakolat’ in (Guaifenezin) Kromatografir Yontem ile Miktar Tayini’
adl calgmam, SAU Bilimsel Argtirma Projeleri Komisyonu tarafindan 2010-50-01-
060 nolu proje ile desteklenstir.



iCINDEKILER

TESEKKUR ... s r e i
1Q1NDEKILER ........................................................................................... ii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTES.....oiiiiieiee e, vi
SEKILLER LISTES ...ttt Vil
TABLOLAR LISTES... .ottt Viii
(@ 174 = ISR iX
SUMM ARY L anaas X

(€3 (21 ST 1

1. 1. Gliseril GayaKolat .............occcccreeeeeeiiiiiiiiiiiese e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeenee 4
1.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zelliKleri..............cveiiiieieiiieeiiiiieeeeeeeeee, 4
1.1.2 Gliseril Gayakolatin farmakokotKiSi.............eeeveiiiieeeeeiiiiiiiiiins 4
1.1.3. ENAIKASYONIAI.....uuiiieeeeeiicee e 5
1.1.4. KONtrendiKaSYONIar.......cocceeueeeiiieeeeeeeeieeeeeeiiiii e 5
1.1.5. Yan etkileri ve ilag etkglmnleri...........cooovveeiiiiiiiiie e 5

1.2. Literatiirde Yapilan Cginalarin OZeti...........cooeeeeeeeeeeeeeeers e evveenes 5

BOLUM 2.

MATERYEL VE YONTEM. ..ottt ectemmee ettt 8.
2.1. Biyoyararlanim ve BiyQaeSerliK.............covvvvviriiiiuiiiiiiieee e 8
2.2, ValIOBSYON....uuiiiiiieie e ettt e e e e e e e e e e e ae e e e e aaaeees 8
2.3. Analitik Yontem ValidasSyOnU..........cccciveiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e eeeeeeeeeeeeeieeees 10

2.3.1. Analitik yontem validasyon pardrakeri ................evvceiiiiieeeeeennnn. 10
2.3.1.1. SeCICilik/SPeSIfIKIK.ceeeeiieee oo, 11
2.3.1.2. Bwuluk ve geri kazanabilirliK.................vmeeees 11
2.3.1.3. KESINIIK. ..o 11



2.3 0.4, TULAITIIK. e e 12

2.3.1.5. Tanima limiti (Limit of BEEtion)...........ccoovviviiiiiiiiiiciae. 12
2.3.1.6. Miktar tayin limiti (Limbf Quantitation).............ccccceeeeeeennn. 12
2.3.1.7. GUVENIIITK. ... e 13
2.4, MAtErYaller.......coooeeiieieii e e et e e 14
2.4.1. Kullanilan kimyasal maddeler..............ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 14
2.4.2. Kullanilan CIN@zIar..........cceeeuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 15
2.5. Kromatografik YONTEeM.........ccoo i 15
2.5.1. Kromatografi Mekanizmalar!. . .. ....eeeeiineeeccceeeiiiiiiieeees 16
2.5.1.1. Adsorpsiyon KromatografiSi...........ccceeeveeeiiiiiiiinniinnnneeen. 16
2.5.1.2. @ im (Partisyon) KromatografiSi.............cceeeeerevvevnnnnninnnnnn. 17
2.5.2. Kromatografik Yontemlerin Hareke# Sabit Fazin Cinsine Goére
SINFANAINTIMASI.... e 17
2.5.2.1.Kat KromatografiSi..............eeeeeueeimiiiiicecc e 17
2.5.2.2nce Tabaka KromatografiSi............ccc.ccveeemeeeeeeeseveeseeeereenes 18
2.5.2.3.Kolon KromatografiSi...c...oeueeeeeiiiiiiiiiiieeee e, 19
2.5.2.4. Gaz KromatografiSi.....cceuuuueurumiiiiaieeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiieeeeeees 19
2.5.2.5. SIVI KrOMatOGrafiSi. e «eeeeeeeeiiiiriiiiiiiiiieeee e eeeeeeeeeeeeee e 20
2.5.3. Yuksek performansli sivi kromagdigi (HPLC).......ovvvveviiiiineenennen. 21
2.5.4. Sivi kromatografisinin dayafidemel parametreler.......................... 22
2.5.4.1. ama (Partisyon) KatSayISl............uuuueucvveeeiiiiiiieneeeeeeeeee 22
2.5.4.2. Alkonma (Retensiyon) ZAMa.............cccoeeeeeeeeeeeeeieeeeeeinnes 22
2.5.4.3. Analitin go¢ hizi ve kap@$aktorl...........ceeeeiieiniiiiiiininnnee. 23
2.5.4.4. Secicilik faktor ve fargbc hizlari.............ccooeeeeeiiiiiee, 24
2.5.4.5. Ayirim gicil (RezolUSYOR).R..........cccceeeeiiiiiiiieeeeiieieeeeeiiinns 24
2.5.4.6. KOION VEIM...cuitiiieeeeieiiiiiiiiiiaee e e e e e e e eeemmeeeeees 27
2.5.4.7. Kuyruklanma faktort (T) agmetri faktord (AS).........coeeeeeee. 29
2.5.5. Kolon performansinin optimizasyOnL.............cccceeeieeeieeeeeeeeeeeenne. Q3
2.5.6. Kolon performansina etki edepigeenler...............ccccccccciiiiieneeeeen. 30
2.5.7. Yuksek performansli sivi kromagdgi (HPLC) cihazi................... 31
2.5.7.1. Hareketli (Mobil) faz h@a..............ooouuviiiiiiiiiie e 31
2.5.7.2. POMPAIAr..........ieeeeeecee e 32

2.5.7.3. Akikontrolli ve programlama sistemleri.........ccccceeennnnn.... 34

iv



2.5.7.4. ENJEKLON. ...ttt e eeeeeetitiees e s e e e e e e e e e e eeeeeeaeveeneneeeeneees 34

2.5.7.5. DEAEKIOIIET.... .ot ceeeeeiie e 35
2.5.7.6. KOIONIAT........utiiiieieeee e 40
P T G € Vo =T [Tt a7
2.5.8. HPLC yonteminin avantajlari. ... oo 47
2.5.9. HPLC yodnteminin dezavantajlar. ..........cccooeeeeeeeeeeiiiiiiieeiiiiiinnnes 47
2.5.10. Yuksek performansli sivi kroma#diginin uygulama alanlarui....... a7
2.5.00.1. SAIMA.......c.eveiiiee e 48
2.5.10.2. Kalitatif analiz.....ccc..oooiieeniieieiee e 48
2.5.10.3. Kantitatif analiz.............cccooovieeiieiiiiiiii 48

BOLUM 3.

ARASTIRMA BULGULARI Ve TARTISMA . ... e 49
3.1. Kromatografil§artlar................uuuuuiiiii e 49
3.2. Standart Cozeltilerin HazIranmMasS! o ceevvveeerrnniiiiaiieeeeeeeeeeeeeseeiieens 49
3.3. Ticari Cozeltilerin HazIrlanmMas!....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeecviieee e 50
3.4. Standart Ekleme Yontemi Kullanilarak Stamlarin Hazirlanmasi.......... 50
3.5. Plazmali Standart COzeltilerin Hazirlasma..............cccoooeiiiiiiiiniinnnee. 51
3.6. Plazmiceren Ticari Cozeltilerin Hazirlanmasi........ccceeveeceveiveeneennee. 51

3.7. Plazma Ortaminda Standart Ekleme Yontutanilarak Standart

Cozeltilerin HaziranmasSl........... oo eeeeeeeeeeeeeiiiiiiiinsaseeeeeeeeeseeseeeeeeeaens 52
3.8. HPLC Yontemi ile Elde Edilen Bulgular.............ooooiiiiiiiiiiiiinieee, 52
3.8.1. Standart COzeltilerin Hazirlanmast.-...........cccccooeeeiiiiiiiiinnnee. 52
3.8.2. YOontemin ValidasyOnuU.........cccceioiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e aeeea 54
3.9. Plazma Ortaminda Elde Edilen Bulgular.............cccccciieiiiiiieiieeeeee, 59
3.9.1. Yontemin validasyOnu..........ccceuuuueiiiiiiiieiiiiieeieeeeiiii e 59

BOLUM 4.

0] LU 17 =SS 67
KAYNAKLAR ... oo e e e e e s eeeeee e nenens 69
== OO 71
Y4 c1 =101 Y, 1 T 76



SIMGELER VE KISALTMALAR L ISTESI

%BH : % Ba&l hata

Mg : Mikrogram

A : Diflizyon sabiti

B : Boyuna diflzyon sabiti

C . Konsantrasyon

Cu . Kitle aktarim katsayisi

dk : Dakika

FID : Alev iyonlgmali dedektor
GC : Gaz kromatografisi

H : Tabaka yuksekdi (cm)

k’ . Kapasite faktori

Ka : Dagllma (partisyon katsayist)
L . Litre

LOD : GOzlenebilirlik sinin

LOQ - Alt tayin sinir

mg : Miligram

ml - mililitre

n : Deneme sayisi

N : Teorik tabak sayisi

r : Korelasyon katsayisi

RSD : B&il standart sapma

Rr : Allkonma zamani

SD : Mutlak standart sapma

SS : Standart sapma

Sn : Regresyon dgrusu giminin standart sapmasi
S : Regresyongtasundaki kaymanin standart sapmasi
u : Cizgisel hiz

W . Pik taban gelngi

Vi



SEKILLER LISTES

Sekil 1.1.
Sekil 2.1.

Sekil 2.2

Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.

Sekil 2.6.
Sekil 2.7.

Sekil 2.8.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Gliseril Gayakolat’in agik formuill.............coovvvvveiiiiiiiiiiii e, 4
Tek bilgenli bir karsim igin tipik bir kromatogram ................cceee. 23
Rezolisyon faktoriinin kromatogramigdee dgisimi .................... 25
Kapasite faktorinin ayiricilik Uzerietkisi ...........ccceeeeeeeviiiviiieeiiinns 26
Teorik tabaka sayisi hesabini gaskeomatogram ..............cc......... 27

Pik asimetri faktort ve kuyruklannekori hesabini gosteren
KromatOgram ........ooeiieeeee ettt e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeens 30
HPLC cihazinigematik goSterimi ........cccooeeeeeeeeeeesies e 31
Anyon ve katyon dsstirici recinelerde gerceken ayirim
MEKANIZMAIAIT ... 43
Recine tipleri: (a) Mikrogbzenekdicineler, (b) Makrogtzenekli
recineler, (c) Pelikular reglier, (d) Ylzeysel gozenekli recineleri ... 44
100 pg mtlik Gliseril Gayakolat'a ait kromatogram .................. 53
100 pg mitlik plazmaya ait kromatogram ...............cceecevevnee. 53
Gliseril Gayakolat / Sibutramin stiant alanlari orani igcin hazirlangni
KaliDraSYOrBESI ....uuiiieiiie e mmmmm e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeannnes 54
Gliseril Gayakolat /Sibutramin gkazanim alanlarinin orani icin
hazirlangkalibrasyon @risi ...........uuueiiiiiii e, 56
Plazma ortaminda Gliseril Gayakol&thdutramin standart
alanlari orani icin hazirlagrkalibrasyon @risi ..............ccccceieeeennn. 59
Plazma ortaminda geri kazanimlar @liseril Gayakolat

standartlarindan hazirlagpkalibrasyon grisi ...........ccccevvviviviinnn. 61

Vii



TABLOLAR LISTEY

Tablo 2.1.
Tablo 2.2.

Tablo 2.3.
Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Tablo 3.3.

Tablo 3.4.
Tablo 3.5.

Tablo 3.6.

Tablo 3.7.
Tablo 3.8.

Tablo 3.9.

Tablo 3.10.

Tablo 3.11.

Tablo 3.12.

Tablo 3.13.

Ilac analizlerinde déisen parametreler .............ccccccvevvenrecomnnene. 14
Sivi kromatografik dedektorlerinfpemanslarinin
[ 1 F= T T = T PP 35
Iyon degistirici reginelerin siniflandirilmast .........oceeceveeeeeeveeenneee. 46
Internal standart analiz yontemi ile elde edileridcabyon grisi
deerleri (1 mlinternal standart ¢ozeltisi ilavesiyle....................... 55
Gliseril Gayakolat standart ¢ozeftilin guin-ici ve gunler-arasi
kesinlik ve tekrarlanabilirlanaliz sonuclari ...............ccoeevvvvi e 55
Internal standart geri kazanim miktarlari icin eddiéen
kalibrasyongBsi deSerler ... 56
Gliseril Gayakolat icin elde edilgeri kazanim degerleri ............... 57
Ticari preparatlarda Gliseril Gayaitolcin elde edilen
tekrarlanabilirlik derleri ... 57
Ticari preparatlarda Gliseril Gayaltatin elde edilen geri
Kazanim GEIIEri..........oovveeeiee e 58
Standart ekleme yontemi ile eldéesdsonuclar............................ 58
Plazma ortaminda internal standaatiza yontemi ile elde edilen
kalibrasyorgesi degerleri ..........cccoccvviiiiiiiiiiiieeeee e 60
Gliseril Gayakolat standart ¢cozetiilan glin-ici ve guinler-arasi
kesinlik ve tekrarlanabilirldnaliz sonuglari .............cooevvvvvnnnnenn. 60
Plazma ortaminda internal standatizagontemi ile elde edilen
geri kazanim kalibrasyaimisi degerleri ............oooovviiiiiiiiniinnnnee. 16

Plazma ortaminda Gliseril Gayakajat elde edilen geri kazanim

(02 214 [ [P 62
Plazma ortaminda ticari preparatl&tiseril Gayakolat icin elde
edilen tekrarlanabilirlik gBrler ..........ccccooeeiiiiie 62
Plazma ortaminda ticari preparal@tiseril Gayakolat

icin elde edilen geri kazardggerleri ...........cccoovvvvviiviiiiciinenennn. 63

viii



Tablo 3.14.

Tablo 3.15.

Tablo 3.16.

Tablo 3.17.

Plazma ortaminda standart ekleméeydirile elde edilen

£ ] 10 [ F= T RS 63
Standartlar icerisinde ve plazmararhda hazirlanmiticari
preparatlar icin (1Q9/mL Gliseril Gayakolat) elde edilen t-testi
VEIIBLL. ..ot 64
Standartlar icerisinde ve plazmararhda hazirlanmticari
preparatlar icin (100/mL Gliseril Gayakolat ) elde edilen F-testi
(VL= 1= o PR RRRR 65
Standartlar icerisinde ve plazmararhda hazirlanmiticari
preparatlar icin (1Q9/mL Gliseril Gayakolat ) elde edilen ANOVA

LIS (R YL=] (1 =] TP 66



OZET

Anahtar kelimeler: Gliseril Gayakolat (GuaifeneziHPLC ile miktar analizi

Bu calgmada, sguk alginlgl ilaglarinda yaygin olarak kullanilan Gliseril
Gayakolat etken maddesinin hem farmasottik pepadatlahem de insan
plazmasinda miktar tayini icin basit, hizli, tekaaabilir, hassas ve ekonomik bir
DAD (Diod Array Detector) dedektorli RP-HPLC yontegelistirilmi stir.

Yontem gelgtirildikten sonra, biyoanalitik yontem validasyogapilmstir. Bunun
icin kesinlik, d@ruluk, 6zgunluk, secicilik ve geri kazanim gibi tivalidasyon

parametreleri belirlenrgive sonuglar istatiksel olarak gexlendirilmistir.



QUANTIFICATION WIiTH A CHOROMATOGRAPH iC
METHOD OF GLYCERYL GUA IACOLATE (GUA iFENESIN)

SUMMARY

Key Words: Glyceryl Guaiacolate (Guaifenesin), Qitative analysis with HPLC

In this study, a RP-HPLC method with DAD (Diod AyrBetector) of simple, fast,
repeatable, sensitive and economi@s developed both in pharmaceutical
preparations and human plasma for quantitativeyaisabf Glyceryl Guaiacolate

active ingredient widely used in cold medicines.
After the method development, bioanalytical methatidation was made. For this,

all of the validation parameters such as precisameuracy, specificity, selectivity

and recovery were determined and the results wede@ed statistically.

Xi



BOLUM 1. GiRis

Ilag, tipta kullanilan ve biyolojik etkirdi olan (biyoaktif) saf bir kimyasal maddeyi
ya da ona gleser olan bitkisel veya hayvansal kaynakli, standaittarda aktif
madde iceren bir kasmi ifade eder [1]llaclar, tipta csitli hastaliklari 6nlemek,

tedavi etmek veya kontrol altinda tutmak maksadcylgantlirlar.

Biyolojik etkinlige sahip (biyoaktif) saf bir kimyasal madde (etkkifamadde) ile
bu maddenin alimini kolawfararak etkisini artiran yardimci maddelerin belirl
oranlardaki kagimindan elde edilirler. Yani kisaca ilaclar iki krglan meydana
gelir:

1. Etkin (aktif) madde (drog): Canlida fizyolojik etkjosteren bir veya birkac
kimyasal madde kanmidir.

2. Tastyict (yardimci madde): Etkin  maddenin hasta tarafindan kolay
alinabilmesi veya iyi doz edilebilmesi icin katilfimyolojik etkisi olmayan

kimyasal maddelerdir (glukoz, parafin, gliseriniyib

Ilaclar her ne kadar istiraplari dindiren, hastagkrtilerini ortadan kaldiran bir arag
ve tedavinin vazgecilmez bir unsuru olsalar da,anigma icin dyaridan verilen
yabanci bir madde olduklarini unutmamak gerekirltiUsilgin Paracelsus (1493-
1541)’'un dedii gibi: ‘Her ila¢ zehirdir, hicbir madde yoktur kiehir olmasin; ilaci
zehirden ayiran dozdur.” Onemli olan bu zehirindhgide, nasil bir denetimle ve ne
amacla kullanildfidir. ilag dgsru ve yerinde kullanilggnda yararl olabilmekte, aksi

taktirde s@liga oldygu kadar, sosyal ve ekonomik zararlara da yol agedktedir

2.

Tedavide kullanilan ilaglar gal kaynaklardan ya da sentez yoluyla elde edilir [3



Dogal kaynakli ilaclar:
1. Mineral maddeleriyot, kikiirt ve demir gibi elementler serbeskilde ilag

olarak kullanilabilirler.

2. Mikroorganizma, Mantar ve Enzimler: Senyetuyla elde edilemeyen bazi

antibiyotikler bakteri, mantar ve enzimlerden etdi#mektedir.

3. Hayvansal Urlinleilk ¢aglardan beri hayvansal kokenli maddeler ilag olarak
kullaniimaktadir. Dgisik sosukkanli hayvanlardan da insanlarda kullanilan @acl

elde edilebilmektedir.

4. Bitkisel ilaclar: Yapisinda azot bulunduran bazik yapidakiddederdir.
Bitkisel kaynakl ilaglar eskiden tedavide ¢ok lauliliyorlardi. Ancak, sentetik yolla

ilac elde edilmeye dnmasiyla birlikte dGnemlerini yitirrglerdir.

Gunumuizde tedavide kullanilan ilaglarin buyukgwaugu, farmasoétik kimya
laboratuvarlarinda, sentez yoluyla elde edilmekteBiogal yolla elde edilenlere
oranla daha ekonomik olmalari vegdd ilaclarda goérilen yan etkilerin birgonun

elimine edilmesi, sentez yoluyla ila¢ Uretilmesihizla gelsmesine yol acnstir.

Ilaclar, farmasotik olarak kati, yari kati ve silarak bulunabilirler. Kati ilaglara toz,
kase, kapsiil, tablet, pastil, sabunlar ve kalem, kati ilaclara pat, macun , yari sivi

ilaclara solusyon, siispansiyon, emulsiyamup, damla ve sprey érnek verilebilir.

Ilaclarin siniflandiriimasi, kimyasal yapi, etkiiyee kullanim amaci gibi kriterlere
gore yapilmaktadir. Meselagra kesmek icin kullanilan analjezik ilaglar (anzijga
da &r duyumsamama) veya cerrahi gime elvergli tam bir duyusuzluk durumu
olusturmak icin kullanilan anestezik ilaglar bunlaranék olarak verilebilir. Ayrica
bunlarin dginda, sguk alginlgl, grip gibi ¢aitli Ust solunum sistemi hastaliklarinin

tedavisi icin kullanilan ilaglar da bulunmaktadi.|

Ust solunum vyollarinda goriilen hastaliklarin biyiik béliimiinde oldgu gibi,
sqguk alginlginda da hastalik virtsler tarafindan @lu[5].



Saosuk alginlgl ve grip virtsleri, insanlara blaca iki yol ile bulgirlar. Bunlardan
birincisi ‘damlacik enfeksiyonu’ adi vegdmiz yoldur. Toplum icindeki bukdarda

en cok bu yol ile insanlarin hastalik etkenlerinarmz kaldiklarini gérmekteyiz.
Damlacik enfeksiyonu tipindeki bylgeklinde, viris kayn&, bata burun olmak
Uzere, hasta insanlarin Ust solunum vyollarndir. Bsgilerin bogaz ve burun
salgilarinda bulunan virtsler, kagmia, nefes alip-verme, 6zellikle de 0ksirme ve
aksirma sirasinda cevreye yayilir. §kilde havaya gecen ve gozle gorilemeyecek
kadar kucuk olan damlaciklar, stamakta olduklar virtsleri ggam Kisilere
bulsstirirlar. Hastalik etkenleri gayan bu damlaciklarin énemli bir 6zgjli kapal
ortamlarda (6rn; tiyatro, sinema salonlari, denghgibi) yaklaik 3 saat kadar
havada asili kalabilmeleri ve bu sayede dolayldyo, yani hasta kiyle dogrudan
temas olmaksizin st solunum vyolu enfeksiyonlarinioulasmasinda rol

oynamalaridir.

Ikinci bulasma yolu, hasta kilerin burun ve bgaz salgilariyla temas sonucu
gerceklgir. Bu durumda hastalik etkenlerinin yayilmasindasta kgilerin ellerine
bulasmis solunum yolu salgilarina temas 6nem kazanir. Ekeak, hastalara ait
mendil vb. gibi maddelere dokunmak veya hastaldokunduklari kapi kollarina
temas gibi fiiller, hastagin dolayl yoldan bulgnasina 6rnek olarak verilebilir.

Sikca rastlanilan hastaliklardan biri olargo alginlgini tedavi etmek maksadiyla
gunumuze kadar pek cok farkli tirde (kapsul, tabdeieksiyon,surup v.b.) ilac
dretilmistir. Buguin icin piyasada bulunan ve kullanilan tigkaclardan bazilarini ve

Ozellikle de o6ksurilkurubu olan cinslerini siralamak gerekirse:

1. Benafedsurup

2. BenicalSurup

3. Benil Ekspektoran Oksiiriurubu
4. BenyelinSurup

5. BronkofluSurup ve

6. Antipeksirurubu siralayabiliriz [6].



Bunlarin iginde 06zellikle sguk alginlginda ¢okga kullanilan etken maddelerden

birisi Gliseril Gayakolat'tir.
1. 1. Gliseril Gayakolat
1.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

3-(2-metoksi-fenoksi)-propan-1,2-diol; gayakol glié eter, gaifenezin ve
guaifenesin, Gliseril Gayakolat’in gir adlandir. Kapal formali ise @H140,/dur.
Molekudl agirlgr 198,22'dir. Erime noktasi 77-81 °C arasinda ikeaynama noktasi
ise 215 °C (19 mm Hg)'dir [7]. Gliseril Gayakolat'yapisal formulu is€ekil 1.3

'de gorulmektedir.

o

.
OH

Sekil 1.1. Gliseril Gayakolat'in acik formaila
1.1.2. Gliseril Gayakolatin farmakolojik etkisi

Gayakolun gliserolle yagii, brorg salgisini bezler tzerindeki glmdan etkisiyle
uyaran ve genellikle balgam sokturicii ve anestedikrak kullanilan ester
bilesigidir. Gliseril Gayakolat, solunum yolundaki mukozalgisini arttirmak
suretiyle birikmg balgami sulandirip yagkanhgini azaltarak, gariya atilmasini
kolaylastirir. YUksek dozda bulanti, kusma ve gykluga neden olabilir ve santral
kas geyetici etkisi de vardirGayakol da ayni dozda ekspektoran olarak kullanilir
Potasyum gayasulfonat (tiokol) ekspektoran olanalkakilirsa da insanlarda yapilan

denemeler, belirgin bir etkisinin olmagani géstermytir.



1.1.3. Endikasyonlari

Bogmaca, kizamik, diitme ve gripal cocuk oksurikleri; akut ve kronikoisit,
anfizem ve bronkospstik solunum vyolu hastaliklade iolusan reversibl
bronkospazmalarin septomatik tedavisi; pnémoninkopndomoni, brogit, trakeit,
anfizem, brogektazi, akcter sklerozu gibi solunum yolu hastaliklari 6ksusikiin
tedavisinde yardimci olarakiddetli olmayan astima, breialde kroniksekilde akut
ndbetlerde 6nleyici olarak; sigara icenlerde, toaderde ¢akanlarda gorulen tahyi

oOksuriklerinde endikedir.

1.1.4. Kontrendikasyonlari

Koroner arter hastai, kardiyak aritmisi gibi ciddi kalp hastgl olanlar, ileri
derecede prostat hipertrofililer, hipertansiyontaotoksikozlu, dar acili glokomlu

hastalar, serebrovaskiler yetmgzdilanlar bu ilaci kullanmamalidir.

1.1.5. Yan etkileri ve ilag etkilgimleri

Yuksek dozlarda mide bulantisi, kusma, terlemgkaadi, idrar zorlgu, yorgunluk
hissi ve uykusuzluk yapabilir. Kan basincinda yiik&e yapabilir. Ergomtrin,
metiergometrin ve oksitosin ile birlikte kullanilsiaile hipertansiyon, digitalis

glikozitleri ve halotan ile birlikte alinginda kalp ritmi bozukluklari ortaya ¢ikabilir

2].

1.2. Literatirde Yapilan Calismalarin Ozeti

M.R.Louhaichi et. al. tarafindan Psddoefedrin, rf@min, guaifenesin, prilamin,
klorfeniramin ve dekstrometorfan kgmini iceren grip ve sk alginlgi ilaglarinin
kantitatif tayini icin geljtirilen yontemde HPLC kullanilngiir. Bu bilesiklerin Cyg
kolonda ayrilmasi 13 dk'da gerceftieiimisti.  Metanol-dihidrojenfosfat
tamponundan (pH=3) (45:55, v/v) e&n izokratik mobil faz sistemi ile ¢alimis ve
220 nm de, 1 mL/dk akihizinda tim 6lgimler alingtir. Kalibrasyon glemleri igin
elde edilen kalibrasyon dgoulari 0,998'den daha iyi korelasyon katsayilari



gOstermgtir. Bu bilesiklerin farkli formlardaki grip ve sguk alginlgi ilaclarinda
(surup, kapsul, tablet vegase v.b.) rutin analizleri icin bu yontem sha ile

uygulanmgtir [8].

Alaa EI-Gindyet. al. Guanifenesin, desktro metofan HBr, sodywnzbat, fenil
efedrin HCI, klor fenilamin maleat, butil parapekafsim 1) efedrin HCI ve
difenhidramin HCI (katim 2) iceren coklu kagimli iki farkh ilacin HPLC ve
spektrofotometrik metotlarla belirlenmesi icin ydmi metot gektirilmi stir. Karisim
1, asetonitril: 10 mM potasyum dihidrojen fosfaHg®,7) (40:60, v/v) iceren mobil
faz kargimi bir ODS kolonu kullanilarak 214 nm‘de UV detectile belirlenmitir.
Karisim 2, siyanopropil kolon kullanilarak asetonitril2 mM amonyum asetat
(pH=5) (40:60, v/v) iceren mobil faz kemmi ile HPLC'de analiz edilngtir.
Sonuglar, MATLAB 5 kullanilarak PLS-1, PCR kemonietmetotlari ile analiz
edilmistir. Ayrica cift isinli UV-visible spektrofotometre ile 2 nm’'lik spektrbant

gensligi ile 280 nm/dk tarama hizinda spektrumlar algtm[9].

Mehdi Ansari et. al. tarafindateofilin ve guaifenesin iceren bgurup icin HPLC,
tirev spektrofotometrik ve tlrev ratio spektrofotink metotlar geltirilmistir. Cig
bir kolonda izokratik ters-faz sivi kromatografide metanol:su (40:60, v/v)
(pH=3,0) mobil fazi icerisinde butin ayirimLar gekigstirilmistir. Kafein internal
standardi kullanilarak, 280 nm’de butin maddelelirlbemistir. Kalibrasyon
calismalar icin 6,9-20,1 pg/mL ar@inda teofilin ve 3,7-11,1 pg/mL arginda
guaifenesinin kalibrasyon @oulan olwturulmuwtur. En az % 99,5 oraninda geri
kazanim dgerleri elde edilmgtir. Spektroskopik ¢cagmalar icin de batin olcimLer
2. Turev spektrofotometrisi ile 1. ve 2. tlrev oasipektrofotometresi ile alingtir
[10].

Xiaoyan Chen et. al. tarafindamsan plazmasinda parasetamol ve guaifenesinin bir
arada belirlenmesi icin hassas bir LC-TMS metoduisg@mistir. Dietileter-
diklorometan (3:2, v/v) kagimi ile plazma numuneleri ekstrakte edgme internal
standart olarak ozalmid kullanilarak;s®&olonda numuneler analiz edilgtir. 0,05-

20 pg/mL parasetamol icin ve 5-2000 ng/mL guaifenegn konsantrasyon argli



icin secilmitir. Metot baarili olarak ¢oklu kagimli oral bir tablete uygulandiktan
sonra farmakokinetik bir ¢cgima gerceklgtirilmistir [11].

Mochammed Yuwono et. al. tarafindan O6ksurik vgukoalginlgl tabletleri ve
suruplarinda  asetominofen,  fenolpropanolamin, hilnok  guaifenezin,
klorfeniramin maleat, dektrometorfan kaminin @ zamanl belirlenmesi igin hizl
bir GC metodu gedtirilmistir. Analitin ekstraksiyonundan sonra, etil aset@at2 pl
ekstrak erimy silika kapiler bir CBP1-M25-025 kolon barindiraim GC’ ye enjekte
edildi. Kolon sicaklgl 150°C’de 5 dakika tutulduktan sonra 6nc€@min hizla 175
°C'ye daha sonra 10C/min hizla 270°C’ye cikariimstir. Enjektér ve alev
iyonlasmali dedektoriin sicakgh ise 300°C’de tutulmytur. Bu GC metodu ile pahal
olmayan, hizli ve iyi bir dgruluk sa&lanmstir. Bu nedenle farmasotikirketlerin
kalite kontrol laboratuvarlarindaki tablet veuruplarin rutin analizlerinde
kullanilabilir [12].

Bu calsma ile literatirde mevcut olan cgahalardan farkhh olarak Gliseril
Gayakolat'in (Guaifenesin) ticari preparatlarda taktayini gerceklgirilmistir. Bu
maksatla, Gliseril Gayakolat iceren ticari bir ilac(200 mg/15 mL Gliseril
Gayakolat iceren Vapo ekspektoragurup), metanol ¢6zict ortaminda stok
cozeltileri hazirlanarak, bu stok c¢ozeltilerden beri standartlar hazirlangnve
kalibrasyon @rileri olusturulmwtur. Farmasotik preparatlardasutup dozaj
sekillerinde) ve ayni zamanda insan plazmasi nunemimele, in-vitro olarak (canli
disinda) numuneler Uzerlerine spike edilergkifga ile Uzerine katarak) yapilan bu
yeni miktar analizi cajmasi ile basit, ekonomik, hizli, kesin, spesifékrarlanabilir
ve hassas bir DAD dedektorli ters faz-HPLC (YukBakincl Sivi Kromatografisi)
metodu geltirilmistir. Daha sonra, gslirilen bu yontemin plazma duzeylerinin
istatistiksel olarak karlastirilarak deerlendirmesi icin de, biyoanalitik yontem
validasyonu vyapilmtir. Gelistirilen metot, ticari preparatlarda bulunan Gliseri
Gayakolat'in ¢ozucl ortaminda ve insan plazmasiRBaHPLC-DAD metodu ile
gerceklatirildi gi literattrdeki ilk calsmadir. Ayrica literatiirde bugine kadar, sadece
bu etken maddenin HPLC ile teksn@a analiz edildiine ve plazma ortaminda sivi-

sivi ekstraksiyonsuz bir miktar analiziligaas! yapildiina rastlaniimangtir.



BOLUM 2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Biyoyararlanim ve Biyogdegerlik

Biyoyararlanim, sistematik etki yapmasi ic¢in biraglan vicudun ne kadar
yararlandginin somut bir 6lctsudir [8]. Ayni zamanda, biya&nim bir ilacin

uygulanan dozageklinden, genel dotama geg hiz ve derecesi olarak da ifade
edilir. Biyoyararlanim standartlarinin ve testlaminemel amaci, dnerilen ilaci alan
bir hastanin, gercekten Onerilen ilaci, Onerilezddove onerilen sinirlar igerisinde

aldigindan emin olmak icin yapilir [13].

Biyoesdegerlik ise ayni etken maddeyi veya maddeleri icekefarkli mistahzarin,
bu madde veya maddelerin ayni miktarini, ayni tiirfdemasotiksekil icinde veya
karsilastirilabilir standartlara uyan farmasotigkil tarleri icinde icermeleri kauluna
baghdir [14]. Biyoesdeger ilag, ayni deneysel kollarda, tek doz veya cok doz
olarak, ayni molar dozda uygulagohda, biyoyararlanimlari (absorbsiyon hiz ve
derecesi) arasinda anlamli bir fark olmayan fartilasésdeser ve farmasotik
alternatif dozagekilleridir. Absorbsiyon dereceleri ayni veya kilg@mabilir olmasina
karsin absorpsiyon hizlari farkli olan ilaglarda, alsiyon hizlarindaki farklar
terapotik yonden maksath yapilgnve 6nemli dgil ise, etiketinde de bu konuda

aciklama bulunmasi kalu ile terapdétik olarakseleger kabul edilebilir.
2.2. Validasyon
Validasyon, urin kalitesine etki edebilecek tim &mkve §lemlerin 6nceden

belirlenmg spesifikasyonlari ggayacak sekilde klendigini garanti altina almak

amaciyla yuratilen ¢gmalardir [15].



Validasyon;

1. GMP kurallari (Good Manufacturing Pracsicein yapiimasi gerekir.

2. Kaliteyi glvence altina alir, ggkenligi en aza indirger.

3. 1yi kontrol edilmk, glvenilir prosesler olmasini sglar. Cunku kimyasal
sonuclardan elde edilen bilgiler guivenilir olmadidi

4. Cihaz ve prosesler hakkinda daha iyi bilgi sahibhmasini sgar.

5. Bozuk cikan malin imhasi, yenidegeim gérmesi, yeniden numune alinmasi,

ekstradan analiz yapiimasi gibi olaylardan dolagliyeti azaltir.
6. Verimlili gi arttirir.
7. Organizasyon icinde bulunan birimlerdeki koordir@syiletisim ve bilgi

akisini arttirir.

Validasyonun temeklemleri, aslinda yapilan tingiitanimlamaktir. Ayni zamanda,
tanimlanan glemi kanitlamak ve bu kanitlanan bulgulari teknapa sonuclari
yorumlamaktir. Validasyonslemi, tim drdnlerin kalite kontrollerine uygulankbi
Ulkemizde validasyon siemi genellikle ila¢ sektoriinde geniuygulama alani

bulmaktadir.
flag endiistrisinde uygulanan validasyositberi:

1. Temizlik yontemleri validasyonu
2. Analitik ydontem validasyonu

3. Makine / Cihaz validasyonu
4

. Proses validasyonu

Temizlik isleri validasyonu; imalat alaninda bulunan tim irtalalgili cihazlarin

temizlenmesinde uygulanacak olan validasytemleridir.

Analitik yontem validasyonu; analitik prosedururitedif ve kantitatif olarak dgru
sonugclar verdiini belirleyen ¢cagmalardir.

Cihaz validasyonu; cihazin g bir sekilde calgip calsmadgini, fonksiyonlarini
dogru bir sekilde yerine getirip getirmegini gozlemlemek amaciyla yapilan
calismalardir.
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Ilag proses validasyonu; spesifik olarak bir Uriiaiatirma kademesinden son riin

haline gelene kadar gecen surede yapilan validdsyqdh6].

2.3. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu uygulanmasi sdiitlen analitik yontemin kabul
edilebilirligini, dogrulugunu kanitlamak ve analitik prosedirin kantitatifkeditatif

olarak d@ru sonugclar vergini belirleyen sonuclar elde etmektir.

2.3.1. Analitik yontem validasyon parametreleri

Validasyon parametreleri metodun uygulama amacm&apsamina g4 olarak

belirlenmelidir:

. Secicilik (spesifiklik)

. Dogrusallik

. Calisma aralg

. Dogruluk ve geri kazanabilirlik

ga b~ W N

. Kesinlik (tekrarlanabilirlik)
a. Laboratuar ici tekrarlanabilirlik
b. Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik
. Tutarlihk
. Tanima limiti (LOD)
. Miktar tayini limiti (LOQ)

. Guvenilirlik

© 00 N O

Bu parametreler bircok farkll agma grubu tarafindan ve uluslararasi komiteler

tarafindan tanimlanmiliteratrlerde ayrintili bigekilde aciklanmstir.
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2.3.1.1. Secicilik/Spesifiklik

Yontemin secicilgi; analiti, 6rnekte varfil tespit edilm analit ile girsim yapabilen
diger bilesenlerden farkli olarak dlgme yetemndir. Ornek matriksinde bulunmasi
gereken bilgenlerin yaninda analiz edilecek maddeleringrdo ve 6zgln

belirlenebilmesi, analitik yontemlerin segimdilni belirler.

2.3.1.2. D@ruluk ve geri kazanabilirlik

Dogruluk, yontem ile elde edilen test sonuglariningg&rdeerde uygunlgunun bir

Olcusudur. Dgruluk deserlendirilmesi bircok yolla elde edilebilir.

1. Referans yontemi ile numune yonteminin gdastiriimasi bir yoldur. Bu
yaklasimda, referans yonteminin belirs@lbilinmektedir.

2. Dogruluk, konsantrasyonlari bilinen bir numunenin @iajolu ile de tayin
edilebilir. Orngin; bir sertifikall numune ve oélculngidogru deser kiyaslanir. %
geri kazanim, bulunan sonuglarin gergeksete yakiniginin olgulmesidir.
Elimizde sertifikali  6rnek bulunmuyorsa, $0 numune matriksine
konsantrasyonu bilinen hacimde vgirakta analit eklenir. Sonra matriksten,
analitin ekstraksiyonu sonucu elde edilen anabtendart ¢cozeltilere gbre geri
kazanimlari hesaplanir. Bu sayede plaseboya ildileneetken maddenin tam
olarak geri kazanip kazaniimgdanlailir. Elde edilen geri kazanim gerleri %
10043 limitleri icinde olmahdir. Ama analit kongaasyonu ¢ok dgtik olduzu
zaman bu sinir gegier. Beklenen geri kazanim, numune matriksirgéene
konulan 06rnge ve analit konsantrasyonuna ghdir. Bu dg@ruluk

deserlendirilmesi, numune preparatin etkgnti 6lcmektedir.

2.3.1.3. Kesinlik

Yontemin kesinlgi, herhangi bir dgerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test
sonugclarinin birbirine yakirginin bir derecesidir. Yontem kesigili standartlarin
onayladgl bir dizi farkh 6lcimuin test sonuclarina etkisidKesinlik icin kabul

edilen kriter analizin tipine dayanir. Eczaclilikielite kontrol analizi icin bal
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standart sapma % 1'den daha iyi olan kesinlik Kdkéy basarilabilirken, biyolojik
ornek icin % 15'den fazla ve ghr konsantrasyon seviyelerinde ise % 1@ilba
standart sapma ile kesinlik@anabilir. Cevresel ve besin drneklerinde kesindiaha
cok oOrnek matriksine dayanir. Ayrica kesinlik, d@indonsantrasyonuna, analiz
teknigine bali olup, ba&il standart sapma % 2 ve % 20'den fazlaya kadsitligk
gOsterebilir.

Tekrarlanabilirlik, ayni ki tarafindan aynsartlarda kisa zaman zarfinda sabit bir
ornesin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizglemin, kesinlgi olarak
tanimlanir.Tekrarlanabilirlik, ayni zamanda kegjimli bir géstergesidir. Ug farkli
matrikste en azindan 5 veya 6 tayin, 2 veya 3 fa@hsantrasyonda yapiimali ve

yakin standart farklign hesaplanmalidir.

2.3.1.4. Tutarlilik

Bir analiz yonteminin tutarligi, analiz numunesinin uzun zaman araliklarindalfark
kosullarda analizi yapilgsanda, bu dgisiklerden etkilenip etkilenmemesinin bir
Olcisu olarak tanimlangtir. Yani normal keullarda, farkli ksgiler veya farkli

laboratuarda elde edilen sonuclarin dl¢ctiimesidir.

2.3.1.5. Tanima limiti (Limit of Detection)

Saptanan fakat miktarinin élgtilmesinin gereksizigldnumunedeki etken maddenin
% 95 ya da % 99 guvenirlilik siniri icindeskes edilebildgi minimum miktari olarak
tanimlanmgtir. Genellikle bu seviyelerde givenilir ve kantiitasonuclar elde
edilemedgi gorulmisttr. Kromatografi icin 2 ya da 3 kati geredtsaptanmytir.

2.3.1.6. Miktar tayin limiti (Limit of Quantitation )

Bir maddenin % 95 guvenirlilik siniri icinde tay&ailebilen minimum miktari olarak
tanimlanmgtir. Yani bu miktar, analiz kwllarina, kabul edilebilir kesinlik ve
dogruluk deserlerine sahip olan tayin edilebilecek ensiiki konsantrasyondaki
madde miktaridir da denilebilir. Bu parametre, bilel hammadde veya biti

drtndeki safsizlik, parcalanma Grind gibgiakimiktarlardaki maddelerin analizinde
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onem taimaktadir. Kromatografi de ise kesin 6lgim veremimum enjeksiyon
miktari oldyu belirlenmstir. Kromatografide tipik olarak zemin guriltistimd0-

20 kat1 daha ytksek bir pik gerektigdbelirlenmistir.

2.3.1.7. Guvenilirlik

Guvenirlik testleri, yontemde ufak gigiklikler yapildigi zaman sonuclarin yine de
uygun oldgunu gostermek icin yapilgtir. Ornesin; sivi kromatografisinde aki
hizi, dedekt6r dalga boyu veya mobil faz pi@nin gercek dgerinden toleranslar
Olcistiinde sapmasi sonucu, analizlerin bu sapmalamda kadar etkilenip
etkilenmedgi tespit edilmgtir. Kromatografik parametrelerde guvenilirlik
belirlenmesi icin alg hizi, kolon sicak§i, enjeksiyon hacmi, dedektor dalga boyu ya
da mobil faz bilgimi yani ¢alsma aralginin icindeki dgisken veya dgiskenlerin
kantitatif etkisi belirlenmgtir. Eger parametrenin etkisi 6nceden belirlegtalerans
icinde ise, bu parametrenin yontemin guvenilirlifiel&ginda oldgu saptanngtir. Bu
etkilerle kagilasildigi zaman ydntemin yeniden validasyonunun gergkdiin olup
olmadgl belirlenmitir.  ICH dokimanlarina (Uluslararasi  Harmonizasyon
Konferansi) gore ilag galirme gamalari sirasinda yontem Uzerinde guvenirlik

deserlendirilmesinin dglintlmesi tavsiye edilngiir [16].
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Tablo 2.11ilac analizlerinde yontemlere goregiien parametreler

2. Yontem
1. Yontem | Kantitatif o 3. yontem
Parametreler _ | Limit
tayin testi

Secicilik + + + -
Dogrusallik + + - +
Calisma .\ . . .
aralg
Dogruluk ve

) + + - *
Geri kazanim
Kesinlik + + * +
Tutarlihk + + + +
Tanima limiti + + + *
Miktar tayini
- L + + + *
limiti

(*) Spesifik testlere g olarak gerekilirse yapilir.

2.4. Materyaller

2.4.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Bu calsmada, tim testleri yapilm(saflik, erime noktasi, ¢ozunurlik v.s.) sertifika
saf Gliseril Gayakolat standart etken maddesi, tkeremaddeyi iceren (200 mg/15
mL) ticari Vapo Ekspektoragurup ve internal standart olarak da Sibutramin retke

maddesi kullanilngtir.

Kromatografik yontem icin HPLC grade-Merck metandH,PO, (Sigma-Aldrich),
H3PO, ve deiyonize su kullanilgtir. Plazma ¢agmalarinda kullanilan dondurulmu

insan plazmasi ise @&l bir gonulliden temin edilngtir.
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2.4.2. Kullanilan cihazlar

HPLC calsmalari icin bir Samsung Computer'e, FCM gui¢ kayna bali, SIL-20A
HT Prominence Auto Sampler, SPD-M20A Prominence Daddektor, LC-20 AD
Prominence Liquid Chromatography, DGU-20 A5 Promoeedegazer, CTO-10AS
VP Kolon firnindan ve LC Solution programindan salm SHIMADZU marka
HPLC sistemi kullaniingtir.

Batin bu cihazlarin yani sira, buzdolabi (Arcelikpssas terazi (AND GR-200),
vorteks kangtrici (Votex 2 GENIE), vakum pompasi (Rocker 30@%5 um seliloz

nitrat membran filtre (Sartorius Stedim Biotechkimpetre (HANNA), santrifi

(nGve-NF200, ROTINA 420-Hettich), otomatik pipet IBHIT PROLINE), etlv

(ndve-FN 120), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorekdx32 mm 2 mL silikon

septum kapakl autosampler cam vial kiti (NatioBalentific CERT4000), Inertsil
ODS-2 GL Sciences Inc. pm (4,6x250 mm),;sC ters-faz kolonu ve plastik vial
filtreleri (CHROMACOL) kullaniimstir.

2.5. Kromatografik Yontem

Kromatografi, birbirine yakin 6zellikteki madde kamlarini ayirmak igin kullanilan
gucll bir ayirma ve safjarma yontemidir. Genel tanimi ise, bir kamin sabit bir
faz Uzerinde (gozenekli), hareketli bir c¢cozliclu yamgla, kargimi olusturan
bilesiklerin farkl hareketleri sonucu bgenlerine ayrilmasi olarak tanimlanir.
Kromatografide sabit ve hareketli olmak tzere & fvardir. Sabit faz, katl ve sivi
hareketli faz ise sivi ve gaz olabilir. Ayrimi isen kargim hareketli faz yardimiyla
sabit faz Gzerinden gecirilir. Karmi olusturan bilgikler sabit faz tarafindan farkl
Olctide tutulmasi nedeniyle her bir kile sistemi farkli zamanlarda terk eder.
Boylece bilgikleri birbirinden ayirmak, tanimak ve ayri ayrptamak olasidir.

Kromatografi farkli sekillerde siniflandirilabilirse de, esas olarak aalsiyon

(ylzeyde tutma) ve partisyon (&bna) mekanizmalari tzerinden yurdr.

Kromatografik sistemlerisagidaki sema ile de gdsterebiliriz:
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Kromatografi
Adsorpsiyon Biam (Partisyon)
Sivi-kati 'Gaz-katl SivI-sivi Gaz-sivi
a. Kolon (adsorpsiyon) kr. a. Kaait kr. Gaz-sivi kr.
b. ince tabaka kr. b. Kolon (da&ilma) kr.
c. Iyon desistirme kr.
d. Jel kr.

2.5.1. Kromatografi Mekanizmalari

2.5.1.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Kati veya sivi molekdllerin, sivi veya gaz molekiithi cekim kuvvetleri yardimiyla
ylzeyde tutmasina adsorbsiyon denir. Burada so6Ziéne@dsorbsiyon, fiziksel
adsorbsiyondur. Zayif van der waals, elektro staggkimler ve dipol—dipol
etkilesimlerine dayanir ve tersinirdir.

Adsorbsiyon kromatografisinde ayirim, kami olusturan farkl bilgiklerin sabit faz
yuzeyinde dgisik derecede adsorbe olmalarn ilkesine dayanir. tS&éu Kati,
hareketli faz sivi veya gazdir. Sabit faz olarakraha (ALOs), silikajel (SiQ), talk
ve bunun gibi gézenekli maddeler, hareketli fazaktaise alkol, aseton, kloroform
gibi butin organik ¢ozuculer kullanilabilir. Salvié hareketli fazin secimi, ayirimi
yapilacak bilgiklerin polaritesine kimyasal 06zelliklerine ga olarak yapilir.
Genelde polar maddeler icin polar c¢ozuciler, apotaddeler icin de apolar

cozuculer kullantlir.
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Csesitli maddelerin adsorblayicgl veya sabit faz Uzerinde adsorblanma dereceleri
farkll oldugundan, farkli yerlerde toplanirlar. En fazla adsammbn maddelerin
suruklenmesi ve hareketleri daha zayif ve daha syaeasine az adsorblananlarin

hareketleri ve surtklenmeleri de hizli olur.

2.5.1.2. D&llim (Partisyon) Kromatografisi

Dagilim, bir karsimdaki maddelerin birden fazla ¢6zlcu icerisindgikztnurlikleri
oraninda dalmasidir. Bu, c¢O6zucunin ve maddenin Ozelliklerit@gli bir
fonksiyondur.

Bu kromatografide ayirim, ¢ozindrlik esasina g@mesiknin sabit ve hareketli faz
arasindaki dalimina dayanir. Bu yontemde, sabit sivi faz, ylkgézey alanl
g0Ozenekli bir kati destek maddesine emdiglimi Hareketli faz ise sivi veya gazdir.
Ayinnmi  gerceklgtirilecek bilesikler, hareketli ve sabit faz sivilarinda farkli
cozunurler. Cozunurluk farkindan dolayi, kikker sistemi 6nce veya sonra terk
ederler. Cozunurkl sabit fazda olan bi&ler sistemde daha uzun sire tut@du
icin sistemi daha geg¢ terk ederler.

2.5.2. Kromatografik yontemlerin hareketli ve sabit fazin cinsine gore

siniflandiriimasi

2.5.2.1. Kgit kromatografisi

Uygulamasi en basit ve en ¢ok kullanilan yontengeroliri olan k&1t kromatografisi
genellikle stizgec Kkatlari kullanilarak yapilir. Burada etkin mekanizmagiimadir.
Cunku d&@ilma kromatografisindeki sabit fazin yerini buradtzel olarak yapilngi
olan Ingiliz Whatman, Alman Schleicher ve Schull v.b gibarkalardan okan bir
stuzge¢ kaidi almaktadir. Sizge¢ geli suyu cok kolay ve kuvvetle
adsorbladiindan yapilarinda g@l olarak bir miktar su igerir ve sabit sivi faztmi
oynar. Ka&ida uygulanan maddeler kaminin birbirlerinden ayrilmalari, Ikgst
Uzerinde hareket eden c¢oOzicuylegiklan icerdgi su arasindaki dalma farkina

baghdir.
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Analizi yapilacak madde c¢Ozelti halinde olmal vatikar uygun bir ¢ozicude
cozinmelidir. Cozeltiler belli bir konsantrasyondimalidir, en az % 1’lik ¢cozelti

kullaniimalidir.

Kagit kromatografisinde analighyle yapilir: Analizi yapilacak madde ¢ozeltisinden
ince cam kapiler ile bir miktar alinip, istenilebagta kesilen whatman ya dasel
marka kromatografi kadinin altindan kicuk lekeler halinde damlatiliragitia
hareketli fazin ilerleme siningsaretlenir. Hareketli faz ¢ozicusl, kamdaki
maddelerin yapisina ve tecribelere dayanilaraklirseagit ¢ozicuyu emer ve
¢cozlcu kait uzerinde ilerlerken lekenin icegdifarkh bilesikleri farkli yerlere kadar
tasir. Maddeler renkliyse, lekeler kolaylikla goérinirRenksiz bilgikler
gorulemeyecg icin karisimdaki bilsiklerle renk verecek 6zel ayiraglargda bir
spreyle puskurtulir veya UV lambasi altinda bakilir

Ayrilan maddeler gorulir hale getirildikten sonrazgclu yardimiyla madde
icerisindeki farkl bilgiklerin belli noktalara ilerledii gdzlenir. Her maddenin
hareketli faz ile sturiklenmeleri farklidir. Boyleber madde icin uygulanan gdlar
belirtilerek karakteristik dgerler verilebilir. Buna suriklenme derecesi veya
alikonma faktort denir veRe gosterilir.

Rt = Maddenin ilerledii uzaklik (cm) / Cozicunun ilerlegliuzakhk (cm) =a/b

R, bir madde icin ayni sabit faz ve ayni ¢ozucl gaittir. Onceden belirleneny R

deserleri ile bilinmeyen ¢o6zelti icerisinde hangi matitin bulundgu belirlenebilir.
2.5.2.2 Ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi, yagiteknigine gore kait kromatografisine benzer. Bu
kromatografi tiriinde sabit faz olarak silikajel @@, aliminyumoksit (AdOs), toz

sellloz gibi maddeler kullanilir. Burada etkin meizana adsorbsiyondur.

ITK'de 6zel olarak hazirlanmicam, aliminyum veya plastik levhalar kullaniliu B

levhalarin tzeri silikajel, alimina gibi bir adsarita kaplanmtir. Bu plakalar hazir
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olarak satilabildii gibi laboratuvarda da hazirlanabilir. Cam levinalaboyutlar
5x20 cm ile 20x20 cm arasindagdgr. Adsorblayici tabakanin kaligh yapilacak
analizin cinsine gore deir ve bu kalinlik 0,25-2 mm arasindadir. Plakalar
kullaniimadan 6nce 12Q’deki etiivde 2 saat kurutularak aktifiieilir ve hemen

kullanilir.

Orneklerin plakalara uygulanmasi ve giline, kait kromatografisinde oldiu
gibidir. ince tabaka kromatografisinde gétime aagidan yukariya dgru yapilir.
Plakanin tanka yen#érilmesinden once tank atmosferinin ¢ozictu buHardoymu
olmasina dikkat edilir. Ayrilan maddelerin leketen belirlenmesi ve kullanilan
reaktifler ka&it kromatografisinde oldiu gibidir.

2.5.2.3. Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisi ilk uygulanan kromatografik t@mdir ve kromatografinin
baslangicidir. Bu kromatografide sabit faz olarak ksijel (SiQ), seliloz,
aluminyumoksit (A$Os), zeolit, kalsiyum karbonat vb. gibi aktif ylzeyhaddeler,
hareketli faz olarak da organik ¢ozuculer kullaniBu yontemde ayrimi yapilacak
karisim uygun bir ¢oztcude ¢ozilerek bir kolon icinedioulmus kati sabit fazdan
gecirilir. Kolonda bilgenler sabit faz tarafindan adsorblanirlar. Sonralasak
karisimin ¢ozuldigl ¢cozucl ya da farkh polaritedeki ¢ozicu veya ciizkarsimlari
kolondan gecirilerek bikenler kolonun altindan ayri ayrn alinir. C6zucusu
buharlatirilarak saf madde elde edilir.

2.5.2.4. Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi, ger kromatografiler gibi bir kagimda bulunan maddeleri
ayirmaya yarar. @er kromatografilere gore avantaji sonuclarin cabldle edilmesi

ve ucuz olmasidir. Gaz kromatografisi ikiye ayrilir

Gaz-Kati Kromatografisi: Bu kromatografide de ilazf vardir. Sabit faz olarak
yaricap! kiguk uzun bir kolon icine yegfieilmis geni ylzeyli dolgu maddeleri

(adsorban: silikajel, alumina vb.), hareketli fatarak da dolgu maddelerinin
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arasindan kolaylikla gecebilen gaz kullanilir. Gide taslyici gaz olarak azot veya

helyum gazlari kullanilir.

Gaz-Sivi Kromatografisi: Burada sabit faz, gaz—Katomatografisindeki gegi
yuzeyli dolgu maddelerine emdirilgnibir sivi (yiksek mol katleli polimerler) ve
hareketli faz gazdir.

Gaz kromatografi aleti oldukca basittir. Sistemlildedsh 6 kisimdan olgur. Ayirimi
istenen kagim, bir enjektdr yardimiyla enjeksiyon kismina étgeedilir. Enjektor
bolumu isitilmg durumdadir, kagim hemen buharar ve buhar halinde inertggyici
gaz ile birlikte kolona girer. Kolonda her bile kaynama noktasina, molekl
hizlarda go¢c ederek devamlistarlar ve boylece birbirlerinden ayrilarak farkh
zamanlarda kolondan cikarlar. Kolondan cikan her Hilesen dedektore girer,
dedektorde bilgenlerin miktari ile orantili olarak belirlenir veaydedicide grafik
olarak cizilir. Her bilgik allkonma zamani ile belirlenir. Alikonma zamapir
bilesigin enjekte edilmesinden dedektdrden grka kadar gecen suredir. Bu sure her
bilesik i¢in farkhdir.

2.5.2.5. Sivi kromatografisi

Yukarida anlatildii gibi, hareketli fazi sivi olan kromatografi s¢eri; dagiima
kromatografisi, adsorpsiyon kromatografisi veya 1-gatli kromatografisi, iyon

desisimi kromatografisi ve boyut eleme ve jel kromatdgidir.

Tswett'in orjinal calgmalari da dahil ilk sivi kromatografisi, ¢capi 1-%ncve
uzunlyzu 50-500 cm olan cam kolonlarda uygulagtni Uygun akg hizlari temin
etmek icin, katl sabit fazi ojturan partikillerin capi, genellikle 100-150 pm
aralgindaydi. Bu durumda bile, akhizlari diguktti. Ayirma zamanlari ¢ok uzundu
ve c¢@u zaman birka¢ saat aliyordu. Bu klasik kromatagraislemlerini
hizlandirmak icin vakum veya basin¢g uygulamasigieri de ayirma veriminin
dismesinden dolay! yararl olamadi. Sivi kromatogiafgelistigi ilk yillarda, bilim

adamlari, kolon veriminin, dolguda kullanilan taike®oyutunun azatiimasi ile
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onemli 6lcude artagani gostermilerdir. Bu teknoloji, klasik yer ¢ekimi-afi sivi
kromatografisinin basit cam kolonlardaki durumunaksine, yiksek basingta
calisan, gelsmis cihazlara ihtiya¢ gostermekteydi. Boylece YPSK da HPLC
(Yuksek Performanshi (Basingh) Sivi Kromatografisgh Performance Liquid
Chromatography) ismi, preparatif amacla kullandemel yontemlerden, daha yeni
islemleri ayirt etmek icin kullaniimaya dandi.

HPLC, butin analitik ayirma teknikleri arasindayaygin kullanilanidir. Yontemin
bu kadar yaygin olmasinin sebepleri, duyaililkantitatif tayinlere uygulanabilir
olmasli, ucucu olmayan tarlerin veya sicaklikla kot bozulabilen tirlerin
ayriimasina uygun olmasi ve sanayinin, bircok bildalinin ve halkin birinci
derecede ilgilengi ilaclar ve gida bilgenleri gibi maddelere genibir sekilde
uygulanabilirligidir.

2.5.3. Yuksek performansli sivi kromatografisi (HPIC)

Tanecik buyuklgu ve polaritesi gibi o6zellikleri farkli ve ¢dzucumuiginden
kolaylikla gecebilecé gozenek buyuklgiine sahip olan kati bir destek maddesine
sahip bir kolon icerisinden hareket kabiliyetleribagli olarak bir kargimdaki
maddeleri birbirinden ayirmak mumkin olabilmekted{olon destek maddesinin
tanecik boyutu kaculdikege, ¢cozicunin hareket ededl gozenek buyukigli de
kuculmektedir. Hareketli fazin kati destek maddeserinden kolaylikla hareketini
saglayabilmek icin uygun basincin uygulanmasi gerekewik Bu ihtiyactan dolayi
Yuksek Performans Sivi  Kromatografisi (HPLC) egfilmistir.  Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisinde hareketli faa,sdurgun faz ise kati veya kati

destek maddesi Uzerine tutturulgraivi fazdir.

Yuksek Performansli Sivi Kromatografi yontemi, butéinalitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygin olarak kullanilanidir. Yonterbim kadar yaygin olmasinin
sebepleri, duyarlign, dosrulugu, kesinlgi ve secicilginin yiksek olmasi, kantitatif
analizlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucimayan turlerin veya sicaklikla
kolayca bozunabilen tirlerin ayriimasinda uygun agmve hepsinden de dnemlisi

sanayinin, bir¢cok bilim dalinin ve halkin birincerkce ilgilendii maddelere geni
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bir sekilde uygulanabilirigidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; amino asjtler
proteinler, nukleik asitler, hidrokarbonlar, kartbairatlar, ilaglar, terpenoidler,
pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-orgia turler, ¢agitli organik bilesikler
sayllabilir. Kisacasl, uygun dedektor, uygun kolan uygun hareketli faz olgu
surece butin kimyasal maddelerin ayrilmasinda aézande HPLC kullanilabilir.

2.5.4. Sivi kromatografisinin dayandgl temel parametreler

2.5.4.1. D&illma (Partisyon) katsayisi

Dagilma kromatografisiyle bir kagtimdaki maddelerin farkl iki faz (hareketli faz ve
durgun faz) arasindaki farkh ¢éztinmelerinden yaralarak birbirlerinden ayrilmasi
gerceklatirilebilmektedir. Butiin bu ayirimaslemlerinde etkili olan parametre,
¢ozinenlerin hareketli ve durgun sivi faz arasindafilma (partisyon) derecesini

temel alir. A ¢dziuneni icin s6z konusu dengegalaki eitlikle gosterilebilir:

A Bketli — A sabit (2.1)

Bu reaksiyonun denge sabiti K'ya, @na (partisyon) orani veya géma

(partisyon) katsayisi adi verilir ve;

K= G/ Cn (2.2)

seklinde gosterilir. Burada £ analitin durgun faz icindeki molar dgmi, C,, ise
analitin hareketli faz icindeki molar dgrnidir. Ideal olarak c¢oziinen madde
derisimlerinin geng aralikta dgiima orani sabittir. Cer bir deysle; Cs dogrudan G,

ile orantilidir.

2.5.4.2. Alikonma (Retensiyon) zamani

Sekil 2.1.’de tek bir analit iceren numune icin kipbir kromatogram verilnstir.

Kromatogram, dongitrdlmis iki sinyalin oraninin logaritmasinin zamana skar
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cizilen grafginden meydana gelgti. Numune enjeksiyonundan sonra gelen pik
icin, pik suresi 6l zaman olarak adlandirilir yele gosterilir. Olii zaman, hareketli
fazin ortalama go¢ hizini verir ve analit piklenrtaninmasinda énemli rol oynar.
Numune icinde veya hareketli fazdaggazaman kolonda tutulmayan bir tir olabilir.
Yoksa bile dger piklerin taninmasina yardimci olmak icin boyle tir ortama
katilabilir. Sekilde s& taraftaki pik bir analit trtine aittir. Numunengmjeksiyonu

ile bu pikin dedektdre ugmasi icin gecen sureye alikkonma (tutulma) zamanir de

ve k simgesiyle gosterilir.

Sekil 2.1. Tek bilgenli bir kargim icin tipik bir kromatogram

Analitin kolon icerisinde hareketi esnasinda ort@agoc hizi V;

V=L/t& (2.3)

olarak verilir; L kolon dolgusunun uzurgudur. Benzersekilde hareketli faz

molekaullerinin ortalama dgusal hizi Ugoyle verilir;

U=L/1u (2.4)
2.5.4.3. Analitin gb¢ hizi ve kapasite faktori

Kapasite faktoril k': ¢oziinen maddelerin kolonda gigarini tanimlamakta yaygin

olarak kullanilan dnemli bir parametredir:
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K'= (tr — tm)/ tv (2.5)

tr ve t deserleri kromatogramlardan kolayca bulunur. Coziinénntadde icin
kapasite faktori birden cok kuguk ise, ayrilma ihigérceklgir ve alikonma
zamaninin dgru olarak belirlenmesi zor olur. Ote yandan kagafsiktorii 20-30 gibi

bir sayidan daha bulyiik olursa, ayrilma zamani gerdkir sekilde uzun olurideal

bir ayirma da kapasite faktorighinin 1-5 arasinda olmasi gerekmektedir. Kapasite
faktoru, hareketli faz ve durgun faz Bilmlerinin desistiriimesiyle ayarlanabilir. Her
maddenin kendine 6zgu bir kapasite fakttgetevardir.

2.5.4.4. Secicilik faktoru ve farkli go¢ hizlari

Bir karisimdaki analitlerin kapasite faktorlerinin oranig®dik veya ayirim faktori
olarak adlandirilir. Bir kolondaki analitlerin seifik katsayisi, bir kolonun so6z
konusu maddeleri ne kadar iyi ayirgoan bir 6lgistdir. Bir kagimda bulunan A
ve B maddeleri bir kolonda ayrilmaya géBin. Bu sistem i¢in secicilik faktord, su
sekilde tanimlanir:

a=Kg/Ka (26)
Ka: Daha az kuvvetle tutunan veya daha hizl olad&rdan elue edilen A maddesi
icin dallma katsayisi, K Daha kuvvetli tutunan B maddesi icin gildana

katsayisidir. Bu gtlik ile o, daima birden buyuktir. Deneysel bir kromatogramda

a'yl belirlemek icin aagidaki sitlik kullaniimaktadir:

o = [(tr)s - tv] / [(tR)A- tm ] (2.7)

2.5.4.5. Ayinm gucu (Rezolusyon, 8§

Ayinm, kantitatif kromatografi ¢cajmalarinin bglica gereklilgidir. Genellikle 5

veya daha az madde iceren numunelerde Bartel,5'dan biyik olmasi kolaylikla
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salayabilir. Bu sonug, maksimum kesigiln gostergesidir. Ayirim guicu, bir kolon

eskiligini, gunler arasi ayirirgartlarindaki dg@isiklikleri gosterir.

— 2(t2 _tl)
R —VV1 W, (2.8)

t1: 1. maddenin alikonma zam
to: 2. maddenin alikonma zam

W;: 1. maddenin taban gghgi
W,: 2. maddenin taban gghgi

Genel ayimmlarda bu g@er 2'nin, miktar tayini ¢cabmalarinda 1,5'un, biyolojil

sivilardan yapilan caimalarda ise 1,2'nin Ustinde olmasi kabul edile

deserlerdir.
Ry=075
; 7 & N SR .
=
=
S
i AN ;
2D
H
g —
ﬁ — — feada Fy= 18
=5
| i

E il | 1 as -
z = .

" ' ZAMAN (dakika)

Sekil 2.2.Rezolisyon faktérinin kromatogramlara gorgigdmi

Nicel analizler icin pikler arasindaki ayirigin (rezolisyon) 1,5'den buyuk ¢

>1,5) olmasi Onerilir.
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Asagidaki formule gore ayiricgh etkileyen g faktor; secicilikof), tabaka sayisi (N)

ve kapasite faktort (Rdar.

. [@-0][ K
RS—1/4.[ - H(k'ﬂ)}'ﬂ (2.9)

Etkinligin ayiricilik Gzerine etkisigtkinlik faktorl, aks hizi, kolon uzunlgu veya
dolgu maddesinin tanecik boyutu ile gigr. Ayiricilik, N'nin karekokundn bir
fonksiyonu oldgu icin N’'deki buydk arglar, ayirncihkta kicuk dasiklikler
meydana getirir. Etkinlik arttikca, ayiricilik deta ve dar pikler elde edilir.

Kapasite faktorinin ayiriciik tzerine etkigapasite faktorinin (k ayiriciliga
etkisi Sekil 2.3.’de verilmgtir. Grafikten de ankalacasi gibi k' = 0 oldigunda ayirim
yoktur, ayrica kdegeri arttikga, k/ (k'+1) — 1'e yaklair ve kapasite faktorindeki
artisin ayiricilga etkisi kalmaz. kdegerini daha fazla arttirmak, sadece alikonma

zamanini arttirir. Optimum’ kiegerleri 1-10 arasindadir.

\

ne 4 Vs

Aymicihk (R.)
_G iy
=

O 2 4 = £ 10 12 14 16
Kapasite Faktirii (K)

Sekil 2.3. Kapasite faktértinin ayiricilik Gzerin&isit
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2.5.4.6. Kolon verimi

Basarili bir kromotagrafiniramaci verimli bir ayirim ve dar bir kromatografikrii
elde etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinikantitatif dlcimunde birbiriyls

bagintili iki terim sikga kullanil

1. Tabaka yuksekgi, H (Plate Height
2. Teorik tabaka sayisi, N (Number of Thetical Plate)

Bu ikisi arasindaki bainti asagidaki ssitlikle verilir:
N=L/H (2.10)

Burada L, kolon dolgsunun uzunlgudur (cm). Bir kolonda tabaka yuksedhin
azalmasi ve teorik tabaka sayisinin artmasiylarkekrimliligi artar. Hareketli ve
durgun fazlarin bilgmi, kolon dolgu maddesinin tanecik buyugiiive kolon capin
bagli olarak kolonun tipi kolo verimliligine etki etmektedir. Kolon dolg
maddesinin tanecik capi kiguldikce, kolon tabakassartmakta ve bu da kolc

verimliligini artirmaktadi

Alikonma zamam

Pik genislifi

Sekil 2.4.Teorik tabaka sayisi hesabini gésterir kromato
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Martin ve Synge’in kromatografik bir kolonun bircolyri fakat bitsik dar
tabakalardan meydana geaii dustnerek, teorik bir cagmayla tabaka yukselji
ve teorik tabaka sayisi terimlerinin ortaya gika onculik etmsierdir. Her tabakada
maddenin hareketli ve durgun faz arasinda kgwddengenin, yeniden meydana
geldigi kabul edilmgtir. Analitin kolon icerisinde hareketi, dengedekobil fazin bir
tabakadan gerine gegii olarak kabul edilmitir. Teorik tabaka sayisju sekilde

hesaplanir:

2 2
t t
IV=16{¢%)V@@ N=544@&?J (2.11)
1/2

Burada W, pik taban geghigidir. Teorik tabaka sayisi N ve tabaka yuksakH,
literattirlerde ve kromatografik cihaz Ureticilearafindan, kolon performansinin bir

Olcimu olarak kullantlir.

Kromatografik kolondaki ayirma olaylarina matemsdik bir yaklaim, 1950li
yillarda Hollandali kimya muhendisi Van Deemterkendi adi ile anilan sétli gin

bulunmasi ile sonucglanan incelemeleri ilglamistir.

H=(A+B)/(u+GQ) (2.12)

H: Teorik tabaka yukselgi (cm)

A: Coklu aks yollar ve Eddy difiizyonu
B: Boyuna difizyon

C.: Fazlar arasindaki kitle aktarimi

u: Cizgisel hiz

Bir kromatografi kolonunun verimli ¢ginasi icin 6nce bu kolon icin kullanilacak
optimum aks hizinin saptanmasi gerekir. Hgeeinin kucultilmesi icin bir dizi
onlem alinarak kolonun etkigi arttirilabilir. Esitlik 2.12.’deki akg hizindan
bagimsiz olan A dgeri, madde molekullerinin kolonda ilerlerken farkjollar

izlemesi nedeniyle buydr. Farkli uzunluktaki yoilg&leyen madde molekillerinin
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kolonda hizlarn da farkli olur. Butin molekillerkolonun sonuna uganasinda
bantta genleme gozlenir. Bu olaya Eddy Difiizyonu denir. Koldolgu maddesinin
cok kucuk tanecikli olarak alinmasi ile A'ningei kuculttlebilir. Formuldeki ikinci
terim boyuna difiizyon terimi olup, 6zellikle gdik aks hizlarinda 6énem kazanir. Bu
terimin katkisi, bilgenlerin hareketli faz icindeki diftizyon katsayifan deserleri ile
dogru orantili olarak artar. B'nin gkeri kolon sicakiginin azaltilmasi ile kagulur.
Kolona basin¢ uygulayarak da B’ningdeinin kicultilmesi mumkundir. Formalin
Ucuncu terimi yuksek akihizlarinda énem kazanan kitle aktarimi terimidiis
hizi arttikga, bilgenlerin iki faz arasinda ddma dengelerine usabilmeleri icin
gereken sure azalir ve dolayisi ilegdima dengesine tam olarak glemez. Bu
terimdeki C dgerinin kucultalebilmesi icin hareketli sivi faziriskozitesinin az
olmasi, kolon sicakiinin arttirilmasi, sabit faz ince bir sivi film il@apliysa, bu

filmin kalinhiginin ¢ok kuguk bir dgere sahip olmasi gerekir.

2.5.4.7. Kuyruklanma faktort (T) ve asimetri faktort (AS)

Bu faktor pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. Calmalarda daima simetrik pikler

secilmelidir. Simetrik olmayan piklerde;

Dogru olmayan tabaka sayisi ve ayirim gucl sonuclari
Kararli olmayan miktar tayinleri

Gozlemlenemeyen pik kuyruklanmalari

0N

Alikonmanin tekrarlanabilirfiinin distk olmasi gibi sorunlarla katasilabilir.

Pik asimetrisi taban yiukseglnin % 10’u civarinda, kuyruklanma faktéri ise % 5’
civarinda olc¢ultr. Uygun derler pik asimetrisi icin 0,95-1,2 arasinda, kuyamkna
faktoru icin ise 2'nin altinda olmalidir.
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Pik

kuyrugu

Pik maksmumu

Sekil 2.5. Pik asimetri faktorii ve kuyruklanma fakithesabini gésteren kromatogram

2.5.5. Kolon performansinin optimizasyonu

Kromatografik cakmalarda deney kallari, bir karsimin bilesenlerini en kisa
surede net bigekilde ayiracak bicimde optimize edilerek belirler®ptimizasyon
deneyleri:

1. Bant genjlemesini azaltmak,

2. Bilesigin rolatif go¢ hizini d@stirmek amaciyla yapilir.

Bant genglemesi ve dolayisiyla kolon verimiiinin kaybi, ¢6zinen bilenlerin
kolon icerisinde gdcleri sirasinda yer alan cokdaykutle-aktarimsiemlerinin belli
hizlara sahip okunun bir sonucudur. Bu hizlan etkileyen bazigigkenler
denetlenebilir ve ayirmalari iyggrmek icin kullanilabilir.

2.5.6. Kolon performansina etki eden d#éskenler

Istenilen ayirmayi ggamak icin optimum keullar argtirilirken a, k' ve N (veya H)
gibi temel parametrelerin az ya da ¢ok birbirindegimsiz olarak ayarlanabilegie
unutulmamalidir. Boylece ve k’, en kolay sicaklik ve hareketli fazin kiraindeki
oynamalar ya da gesik bir kolon dolgusu kullanilarak @estirilebilir. Herhangi bir
calismada, teorik tabaka sayisi, kolon boyunurigigdeilmesi, tabaka yukseki,
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hareketli fazin aki hizi, kolon dolgu maddesi tane buyikli hareketli fazin
viskozitesi ve sabit fazi ofturan absorbe edilmi sivi filmin kalinligi gibi

parametreler dgstirilerek iyi bir ayirim gerceklgirilebilir.
2.5.7. Yuksek performansli sivi kromatografisi (HPIC) cihazi
Yuksek performansli sivi kromatografisi cihazi, &ee 6zgu gleviere sahip olan

pompa, enjektoér, kolon, dedektér ve kaydedici olria&re bg ana bolimden okan

bir sistemdir.

Pomaz  enekstyony

Mob oz 5
Kaydedict

Sekil 2.6. HPLC cihazinigematik gdsterimi
2.5.7.1. Hareketli (Mobil) faz haznesi

Bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, her biri 2D000 mL ¢6zici iceren camdan
veya celikten yapilngihareketli faz haznesi icerir. Bu haznelegg@aman kolonda
veya dedektdr sisteminde bozucu etkilere neden oiatinmig gazlarin (6zellikle
oksijen ve azot) giderilmesi icin bir bélim (gaziepici) ile donatiimgtir. Hareketli
fazin cihaza verilmeden 6nce sizulmesi ve ¢Ozigngaizlarin giderilmesi gerekir.

Suzme glemi i¢in 0,45-0,6um capinda membran veya teflon filtreler kullaniBu
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uygulama, sispansiyon halindeki maddeleri uzakfaanin yani sira gazlari da
giderir. Sistemde gaz giderici yoksa hareketli tadyazlar uzakkirmak amaciyla
ultrasonik banyoda (ultrasonikator) bekletme vegaicuden inert bir gaz gecirme

islemleri uygulanabilir.

Sabit bilgimde tek bir ¢oztci kullanilarak yapilan ayirmakiatik elisyon olarak
adlandiriir. Sisteme gonderilen hareketli faz difenin veya akg hizinin zamanla
surekli veya kesikli olarak gestiriimesi ile yapilan ayirmasiemine ise gradient
elisyon denir. Elisyon kladiktan sonra belli bir programa gore, bazen direk
olarak, bazen de bir seri basamalgeklinde ¢ozlculerin orani gstirilir. Ayirma
etkiniligi izokraktik eliisyona gore daha fazla olan bu yirde, iki veya ¢ ¢ozlcl
kullanilmaktadir ve bu co6zlculerin polariteleri ditnden farkhdir.  Ayirim
basladiktan sonra ¢ozuculerin orani ve cinsleri beifi programa gore cgstirilir.
Bdylece kamim halinde bulunan maddelerin birbirlerinden kokyayriimalari

sglanms olur.

Modern HPLC cihazlari, ¢ozlculerin hacimsel orammanla dgrusal olarak veya
ustel olarak d@stirilebileceksekilde, iki veya daha fazla hazneden gildidziculeri
bir karstirma odasinda surekli olarakglgen oranlarda bir araya getiren sistemlerle
donatilmgtir. izokratik eliisyon ile ayrilamayan maddeler gradietiisyonla
ayrilabilmekte, farkli kapasite faktorine sahip wohadkarsimlarinin alikonma

zamanlari kisaltilabilmektedir.

Hareketli faz su ve/veya sulu tampon iceriyorsamydsal bozunmanin yani sira
mikrobiyolojik Greme sonucunda kolonu tikayabilBu nedenle, HPLC analizleri
sirasinda taze hazirlangthareketli faz kullanilir.

2.5.7.2. Pompalar

Pompalar, sikica doldurulmukolon icinden hareketli fazin akni s&layan
aletlerdir. HPLC pompalama sistemi icin geraklitlarsunlardir:
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400 atm’e kadar basing tretimi,

Puls icermeyen basing ggki

0,1-10 mL dK" aralginda aks hizlari,

% 0,5 veya daha iyi bir Igd tekrarlanabilirlikle aks kontrold,

o kr w e

Korozyona dayanikli parcalar (paslanmaz celik veégondan yapilmy
sizdirmazlikkartlarinin sglanmsg olmasi gerekmektedir.

Ayrica HPLC pompalari tarafindan Uretilen basinmatiama tehlikesi okiurmamasi
da onemlidir. Boylece sistemin parcalarindan heghairinde meydana gelebilecek
catlak, ¢cOzucunin garn sizmasindan ibaret kalacaktir. Bu gibi kacaklaangin

tehlikesi olyturma riskinden dolayi dikkatli olunmalidir.

HPLC’de kullanilan pompa gileri:

1. Pistonlu Pompalar
2. Sirguli Pompalar

3. Pndmatik Pompalar

Pistonlu pompalar: En yaygin olarak kullanilan pangsstemidir. Motor kontrollt
bir pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢cézuctunumpalandgl kictk bir silindirden
olusmustur. Sirasiyla acilip kapanan iki kiresel motor lmgs ¢cozucundn silindir

icine giris ¢ikisi kontrol eden parcadir.

Surguli pompalar: Vizkoziteden ve geri basinctagirbhaiz bir akg Ureten surgul

pompalar, bir kademeli motordan gic alan vidaliigiiddnekanizmasi ile kumanda
edilen sizdirmaz bir surgusi olan silindirik kaptarettir. Sinirli ¢oziict kapasitesi
(-250 mL) ve ¢oOzicu degstirilmesi gerektginde kagilasilan guclikler sakincal olan

taraflaridir.

Pnomatik pompalar: Pahali olmayan, pulssuz, aneaditesi sinirli olan bu tir
pompalarda c¢iki basinci dgik olup, ¢iks hizi ¢ozicu viskozitesine ve kolon geri

basincina b#idir ve gradiyent eliisyona uygungildirler.
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2.5.7.3. Aks kontrolu ve programlama sistemleri

HPLC cihazlarinda, bilgisayarla kontrol edilip, ppanciksina yerlgtirilmis geri
tepme tikaclt boyunca basing¢sdiesini belirlemek suretiyle akhizini tespit eden
sistemler de mevcuttur. Ayrica cihazlar ¢ozucu sinéni surekli ya da basamakl
olarak dgistiren sistemlere de sahiptir.

2.5.7.4. Enjektor

HPLC analizlerinde dlguimlerin kesigini belirleyen faktor, numunenin kolon dolgu
maddesine gonderilmesinin  tekrarlanabigidir. Asirt  numune  yuklenmi
kolonlarda goérulen bant getemesi de kesingi etkiler. Bu ytzden kullanilan hacim
¢cok kucuk olmalidir ve sistemin basincinsidiimeden numunenin sisteme gmin

sglanmasi gereklidir.

Temel olarak, manuel ve otomatik olmak Uzere ikiemjektor vardir:

a) Manuel enjeksiyon valfleri: Enjeksiyon valfleri yuksek basingli bir ortama
numune aktarmak amaciyla kullanilan sistemlerdinjeksiyon valfinin numune
yikleme ve enjeksiyon olmak tzere iki konumu vardfikleme konumunda loop,
basin¢li ortamdan izole edilir ve bjrringa yardimi ile istenilen numune miktari
loopa doldurulur. Enjeksiyon konumunda looggkrar yiksek basincli ortama
donerek numuneyi sisteme aktarir.

b) Otomatik Enjektor Basit otomatik enjektorlerde, manuel enjeksiyonfinal
benzer bir valf kullanilir. Bu sistemde numuigesine azot basinci uygulayarak loop
doldurulur ve valfin donmesi ile numune enjekteliedEnjeksiyon hacmi sabittir ve

loop hacmi ile sinirlidir.

Programlanabilen otomatik enjeksiyon sistemlerinone loopunu doldurmak icin
hassas motor ile hareket ettirilegmingalar kullanilir. Enjektérle cekilen hacim
kontrol edilerek istenilen miktarda numune loopdddaulur. Kiguk miktarlardaki
numune enjeksiyonlari gercekligilebilmekte ve numune kayiplart minimum

olmaktadir istenilen sayida enjeksiyon yapmak da mumkuindur.
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2.5.7.5. Dedektorler

Sivi kromatografik yontemlerin geiesinde yganan en buyuk gucliklerden biri
ideal dedektor bulabilmektedir. Sivi kromatografidglanilan dedektoérler iki Bak
altinda toplanabilir:

a) Yigin Ozellikli Dedektorler: Bunlar analit tarafindauegistirilen yigin
Ozelliklerine cevap verirler. Hareketli fazin kmi& indisi, dielektrik sabiti ve

yogunlugu gibi 6zelliklerinin dgisimi sonucu 6lgum yaptlir.

b) Analit Ozellikli Dedektorler: UV absorbansi, floasssiddeti gibi analitin sahip
oldugu, fakat hareketli fazin sahip olmgdidzelliklere cevap verirler. Bu

Ozelliklerdeki dgisimler ol¢ilerek sonug elde edilir.

Tablo 2.2. Sivi Kromatografik Dedektorlerin Perfamslarinin Kagilastiriimasi

Sivi Kromatografik | Belirleme
Dedektorler Sinin
Absorbans 10 pg
Floresans 10 fg
Elektrokimyasal 100 fg
Kirma indisi 10 ng
Iletkenlik 500 fg
Kitle spektrometre 1 pg
FT-IR 100 ng
Istk sagma 500 ng
Optikce aktiflik 1ng
Element segici 10 ng
Foto iyonlama 1 pg-1ng

Bilimsel argtirmalarda en cok kullanilan dedektdr tipleri; UWsarbans, floresans,

kirma indisi, elektrokimyasal ve kitle spektromstdedektoérleridir.
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Absorbans dedektorleri: Bu tip dedektorlerde kravgedfik kolondan ¢ikan
elementlerin takip e akis hicresinin hacimleri, kolon gibant genilemesini en
aza indirmek amaciyla olabifgince diziik tutulmaktadir. Orngin; hacimler 1-1QuL
ve hicre uzunlgu 2 mm arasinda siralandiriknr. Bu tipteki hicrelerin buyik
kismi yaklgik 60 psi'den daha buylk basinglarda gahazlar ve basing glirme
dizengine gereksinim duyarlar. Absorbans dedektorlerigogunlugu cift 1sin
yolludur. Bu sinlardan birisi eluent hicresinden gecerkengedi siddetinin
azaltiimasi amaciyla bir filtreden gecirilir. Dalsonra bu iki gin siddetinin

karsilastirilmasi amaciyla birbirleriyle uyumlu fotoelelkriledektérler kullanilir.

Ayrica tek gin demetli cihazlar da vardir. Bunlarda c¢ozici esshin siddet
olcimleri bir bilgisayarin hafizasinda depolanirsemunda absorbans hesabi icin bu

deser tekrar kullanilir.

Absorbans Dedektorleri: a) Filtreli UV Absorbansdektori, b) Monokromatdrli
UV Absorbans Dedektort, éhfrared Absorbans Dedektori

Filtreli UV Absorbans Dedektorlerisin kaynai olarak civa lambasinin kullanifgi
filtreli fotometreler, en basit ultraviyole absonoen dedektdrleridir. En yaygin
olarak kullanilan filtreli UV absorbans dedekt6rle254 nm dalga boyundaksini
filtrede izole etme 6zelline sahip olanlardir. Ancak; 250, 313, 334 ve 36bdalga
boyundaki ginlari da kullanlar vardir. Bu tip dedektorlerin llamimi, kullanilan
dalga boyundakisinlardan birini absorblama 6zgline sahip analitlerle sinirhdir.
Bir kolondan elde edilen absorblayici turlerighisinde, $in kayn& olarak girsim

filtreli doteryum veya tungsten telgin kaynaklarinin da kullanimi vardir.

Monokromatorli UV Absorbans Dedektorleiyasada sadece Uyinlari kullanan
veya hem UV hem de go6runir bdlgesinlarini  kullanan optik &
spektrofotometreden alan dedektorler vardir. Bu dedektérlerde kromatognam
tamami tek bir dalga boyundan alinakildgibi, zamanla eluent pikleri birbirinden
yeterince ayrildiinda her bir pike ait madde icin uygun dalga bowgilmesi
muamkuindar. Filtre secimi @unlukla bilgisayar kontrolt ile yapilir. En guclivU

spektrofotometrik dedektoérler, fotodiyod dizisi @&tbrleridir. Bu cihazlar yakkak
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1 saniyede spektrumun tamami icgin gerekli veriteplayabilir ve t¢ boyutlu bir
grafik halinde turlerin tghis ve kantitatif tayini icin gereklsartlarin segimine

yardimci olacak bir spektrum sunar.

Infrared Absorbans Dedektorleiki tip infrared absorbans dedektorii vardir. Bunlar:
a) Dalga boyu taramasini 3 tane yari dairesekfitanatlari ile yapan ve c¢gha
araligl 2,5-14,5um veya 4000-690 crholan dedektérlerdir.

b) Digeri ise Fourier dongiimlU cihaza benzer 6zellikte olan infrared dededétiitir.
Bunlarin yapisi daha karmatir. infrared dedektor hicreler, kullanilan NaCl
pencereler hari¢, yapglibakimindan UV sinli hicrelere benzemektedirler. Hucre

uzunluklari 1-3,2 mm ve hiicre hacmi 1,5+10arasinda dasmektedir.

Infrared dedektorlerin kullanimindaki dezavantajgdk kullansh ¢ozictnin dgiik
gecirgenlgidir. Ornesin; su ve alkollerin gexi infrared absorbsiyon bantlari, bu

dedektorlerin bircok uygulamada kullanimini engaldtedir.

Floresans dedektorler: Floresans dedektorleriguigon yapisi, florometre ve
spektroflorometrelere benzeekilde tasarlanngtir. Bu tip dedektdrlerde floresans,
uyarict gina 90 derece acl ile yegteilmis bir fotoelektrik dedektor yardimiyla
gozlenir. Daha gejmis cihazlardan floresangimasini izole etmek icin optikga
monokromatoér kullanilir. Yine gunlukla uyarici gin kaynai olarak civa lambasi
ve yayilan ginlarin belli bandini izole etmek icinde filtreléullanilir. Gelgmis
cihazlarda kaynak olarak ksenon lambasi kullaniftoresans dedektorlerde
ayarlanabilir lazersin kayna&! kullanarak duyarlifii ve secicilgi artirma ¢cakmalari

yapilmaktadir.

Floresans 6zellik gosteren ya da floresans halalgbilen numunelerin ayrilmasi ve
analizinde kullanilan bir yontemdir. Floresans dedderin Ustinlukleri duyarli
olmalaridir. Bu 0zelliklerinden dolayl floresansedi@i bulunan numunelerdeki
bilesiklerin ayrilmasi ve tayini icin sivi kromatografsle de kullaniimaktadir.
Floresans Ozelije sahip ilaclar, dgal Grtnler, klinik numuneler ve petrol trunleri

gibi maddelerin analizinde oldukca fazla tercinl@diyontemlerdendir.
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Kirllma indisi dedektort: Kirilma indisi dedektdmm ¢ozicl, kolunun yolu tGzerinde
bulunan hicrenin bir yarim boélmesinden geger, elisst daha sonra ger
bdlmesinden gecer. Bu iki bélme bir cam plakaylailaystir. Bu cam plaka, iki
cozeltinin kirllma indisi birbirinden farkh ise @ sinin kirllmasini sglayacak
acida vyerlgtiriimistir. Fotoduyarl dedektérin yuzeyine gelegini demetinin
yolundan sapmasi c¢kisinyalinin dgismesine sebep olur ve bu gigklik
yukseltilerek kaydedilgiinde kromatogram elde edilir. Kirilma indisi dedakeri
hemen hemen bitin analizlenecek maddelere cevabileesi, givenilirigi ve aks
hizindan etkilenmemesi nedeniyle avantajlidir. Anchu tip dedektoérlerle
calisilirken sicaklgin sabit tutulmasi gereklidir. Sicagh oldukca duyarhdirlar ve

hassasiyetleri ger dedektorlere gore dahasditar.

Buharlgtirmali ik sagma dedektdrleri: Son yillarda HPLC icin gi@iimis olan bu
tip dedektorlerde kolondan c¢ikan ¢ozelti, sisteci denilen yapi icinden gecirilerek
azot veya hava akimi ile ince bir sis haline diinilir. Sis halindeki ¢ozicl
sicaklik kontrolli sdrukleme borusuna gonderilirra@an lazer sin demetinin
icinden gegirilir. Akg yontne dik olarak sacilagimlar bir silisyum fotoiyod dizi
dedektor yardimiyla olculur. Bu tip dedektorleringetlerine gore Ustungi
buharlgmayan bitin analitlere ayni cevabi vermesidir. égrikirilma indisi

dedektorlerine gore duyarki daha fazladir.

Elektrokimyasal dedektorlerBu tip dedektorler, polarografik, kondiktometrik,
kulometrik ve amperometrik olarak bolimlere ayrniliabBunlardan amperometrik

dedektorler daha cok kullaniimaktadirlar. Amperaiketiedektdrlerde kontrolli

potansiyelde elekrokimyasal geiklige usrayan bilgikler, elektrot ylzeyinde

oksidasyon ya da reduksiyon&radiginda, elektrottaki elektron akimi zamanin
fonksiyonu olarak kaydedilir.

Bu tip dedektorlerin  kullanilabilmesi icin hareketfazin elektrgi iletmesi
gerekmektedir. Organik coOziculer kullangohda, hareketli faza mutlaka akimi
iletmek Uzere bazi maddeler katilmalidir. Uygulanaotansiyelde c¢6zuculerin

elektrokimyasal olarak inaktif olmasi gerekir. Bedegktorde en buyidk problem
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elektrot (camsi karbon) yuzeyinin kirlenmesidir. tRpdedektorler kadar kullanimi
yaygin olmasa da duyarlilik, basitlik ve kullgpagisindan daha avantajlidir.

Kitle spektrometrik dedektorler: HPLC ile kitle kyemetriyi birbirine b&lamada
ortaya cikan temel problem, HPLC'in buyuk ¢oztcaitmeri ile calsmasi ve kutle
spektrometrisinin de vakum gerektirmesidir. Bu peotn ¢c6zmek amaciyla gdi

ara balantilar gelgtirilmistir. Bunlardan piyasada mevcut olan bir tanesinde
kolondan cikan eltat iki kisma ayrilir ve ¢cok az kisim kitle spektrometreye
gonderilir. Aks hizlart 10-50 uL/dakika olan yeni mikro gozenekli kolonlarin
kullanilmaya bglamasi ile birlikte sivi kromatografi sistemleri gtadan kutle
spektrometrik dedektére glanir. Termosprey olarak adlandirilan yeni ve (weiten

bir baglanti da,su an piyasada bulunmaktadir.

UV-gorunur bolge dedektdrler: @o ilag analizinde kullanilan UV-Gorinir Bolge
dedektorler, maddeninsigl absorplayip absorplamadn anlamak icin sik
kaynaindan gelensigin siddetinin dl¢ilmesi amaciyla kullanilan dedektédier
Bunlar iki tiptir: Sabit dalga boylu dedektorleradit bir dedektor olup, dalga
boyunun sec¢imi igin farklh interferansh filtrelekullanilir. Bu dedektorlerde
genellikle UV kayngl olarak civa lambasi kullanilir. Bunungthda alternatif gik

kaynaklari ile daha ggsik dalga boylarini gézlemekte mamktnddr.

Degisken dalga boylu dedektorler: 108-400 nm arasinda&ksiisik verebilen
doteryum lamba ya da 400-800 nm arasigdaveren bir tugsten lambaya sahip ve
istenilen dalga boyunu sec¢cmek icinde bir monokr@massiyan fotometrelerdir.
Maddenin maksimum absorpsiyonunun buluyhdwalga boyunda cama olangi
sgilayan bu dedektorler, hassasiyeti arfirdicin ve diguk dalga boyunda
calisabildigi icin son derece kullaghdir.

Diyod array dedektorler (DAD dedektorler): gygken dalga boylu UV-Goruandr
bolge dedektorleridir. Hem sabit hem de taramalgalaboylarinda incelemeye
misait olan dedektérlerdir. Diyod array dedektgrleecimlilik ve hassasiyet
acisindan daésken dalga boylu UV dedektor ile ayni avantajlarhigtér. Buna ek
olarak;
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1. Ayni anda spektrumun bitin dalga bogtiaipiklerin dlcimu yapilabilir.
2. Cok hizh spektrum taramasi yapilabilir v&enilen pikin ¢ boyutlu
kromatogrami alinabilir.
3. Birden fazla dalga boyunda kromatogramdaki piklddW-Gortntr bolge
spektrumlar alinabilir.

4. Spektrumlarin caktirilmasi yontemi ile pik safinin tespiti yapilabilir.

2.5.7.6. Kolonlar

Kolonlar genellikle i¢ci paslanmaz celik borulardatusmus sistemlerdir. Ancak

bazen kalin cidarli cam borular da kullantlir.

Analitik Kolonlar: Sivi kromatografi kolonlari, diiz veya sarmal olalat. Kolon
etkinligindeki kayip, dolayisiyla sarmal konfigurasyona aladz rastlanmaktadir.
Kolon boyu genellikle 10-30 cm arasinda olup, kolonlarin birte eklenmesi
yoluyla boylarinin uzatiimasi ganabilir. Kolonlarin i¢ ¢capi 4-10 mm, kolon dolgu
maddelerinintanecik buyuklgu ise genellikle 5-1(um oranindadir. Giinimuzde en
stk kullanilan kolon 25 cm uzurunda, 4,6 mm i¢ capinda ve \m tanecik

.....

Son yillarda hiz ve minimum ¢oziclu sarfiyati bakidan dger kolonlara gore
dstunluk sglayan daha kicguk boyutlarda yuksek hiz ve yuksefopeaansli kolon
uretimi de s6z konusudur. Bu kolonlar ile 15 saniyade 8 farkl tipte maddenin

birbirinden ayrilmasi mumkandar.

Koruyucu kolonlar (Guard): Analitik kolonu koruydralaha uzun sire kullanimini
sglayan, analitik kolonun ©nlne yegteilen kisa kolondur. Gorevi, partikil
halindeki maddeleri, ¢6ziicu icindeki yabanci maddehumune kabi icinde bulunan
ve durgun faza geri dosiimsiz olarak hdanan maddeleri tutmak, hareketli fazi
durgun faz ile doyurarak analitik kolondaki c¢ozikéaybinin en aza inmesini
saglamaktir.
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Bu emniyet kolonunun tanecik boyutu, basinglgiinii en aza indirmek amaciyla
genellikle buyuktir. Emniyet kolonundaki dolgu maddanalitik kolondaki dolgu
maddelerinin benzeridir. Emniyet kolonu kirlepidzaman yenisiyle d@stirilmek

suretiyle daha pahali olan analitik kolonun korusnsgglanir.

Kolon termostatlari: Kolonlarin sicaglni kontrol etmek gerekli olmakla birlikte
genellikle kolonlar oda sicakinda kullanilirlar. Ancak kolon sicagh sabit
tutuldusu zaman elde edilen kromatogramlarin daha iyi gidg6zlenmgtir. Buna
dayali olarak, kolonlarin sicaglnin 100-150°C’ye kadar her sicaklikta sabit
tutabilen kolon isiticilart ve kolonlarin ga bulundyu sabit sicakliktaki bir su

banyosu tarafindan beslenen su ceketi kullanimi kdiiuiir.

Kolon dolgu maddeleri ve 6zellikleri: HPLC cihazen&ullanilan kolonlar, yuksek
basinci korumak igin paslanmaz celikten yamlandir. Bunlar bgtanbga dizgun
bir ic capa sahiptirler ve ticari olarak ggk buytkliklerde mevcutturlar. Bir
kromatografik sistemin performansi, kolonda geregkilen ayirma ile yani kolon
dolgu maddesinin secilmesi ve kullanilmas: ile magdilir. Iyi bir kolon dolgu
maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz @igérine hem de 6rnek ¢ozeltilere
karsi inert olmalidir. Geni bir yluzey alanina dizgun olarakgdanis ve hareketli
fazla kolay etkilgebilen acik yapili bir yizeye sahip olmalidir. Yéksbasing ve

yuksek akg hizlarindan etkilenmemelidir.

Kolon verimi, kolon dolgu maddesi, ortalama parkagapi, kolonu doldurmak igin
kullanilan teknikler, kolonun i¢c ¢capi ve kolonunyigzeyinin geometrisi gibi pek ¢cok
faktor tarafindan tayin edilir. Paslanmaz celik daarin, malzeme 06zellikleri
acisindan en uygun kolonlar ofgluortaya ¢ikmytir. Analitik uygulamalarda 2.1, 3.2
ve 4.5 mm i¢ ¢apa sahip kolonlar 10-30 cm arasingaknluklarda kullanilirlar.

Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektdr arasknddoaglanti borularinin
uzunligunun mumkin oldgu kadar kicik tutulmasi istenir. Kolon gikia ve
dedektor sistemine BEnms borularin en iyisi, hareketli fazla dnemsiz dlgude

seyrelmeye izin veren minimum 6l hacme sahip dianBu 6rnek seyrelmesini
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engelleyen, 0,025-0,050 cm i¢ ¢capa sahip (celiktefton) balanti borularinin
kullaniimasi ile bgarilir.

HPLC calsmalarinda sabit faz olarak genellikle silikajel lanillir. icerdii SiOH
gruplari nedeniyle zayif asidik 6zelllik gosterettikajel, bazik 6zellik gosteren
bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar. Silikajel gimdan dolgu maddesi olarak
kullanildigi gibi, kati ylzeyine film halinde de kaplanabilksidik 6zellik gosteren
bilesiklerin ayrilmasini sglayan, yani bazik 6zellik tayan bir kolon dolgu maddesi
de aluminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir yuzéym halinde kaplanarak

kullanilir.

Elementel tirlendirme amaci ile kullanilan dolguddesi ise genellikle anyon ve
katyonlari tutan iyon d@stirici reginelerdir. Bu recginelerin kullanilmasi dumunda
ornekte iyon halinde bulunan turlerin birbirindeyrimasi sglanabilir. Kullanilan
iyon deistirici recinelerin, dgrudan kolona doldurulabilen kati recinelere olan
ilgilerine etki eden birgok faktér vardir. Bunlayonlarin yuka ve buydklgl, pH,
iyon siddeti, kullanilan reginenin gdzenekdij ¢ozicu cinsi, ¢ozucu demni ve
sicakliktir. Birkac bilgenden olgan bir kargimdaki her bilgen, farkh bir net yike
sahiptir ve bu ylzden kolondan ayrilmasi igin fadbir iyonik kuvvet gerektirir.
Iyonik kuvvet tamponun veya tampona eklenen tuztamatergimi ile artabilir. Bu,
ornesin kolonda alikonmasini azaltabilir ve Bilder farkll tuz dergimlerinde

kolondan daha kolay ayrilirlar.

Ornek bilgenlerinin ayrilmasi, tamponun pH’ininggtirilmesi ile salanabilir. pH,
molekllin pH'sina yakkuiginda molekil kendi yukini kaybeder ve iyon
degistiriciden kurtulur. Katyon dgistirmede, 6rnekler kendi pH derlerinin altinda
bir pH’da tutuldgunda, tamponun pH’sinin artmasiyla drnek kolondamadgcabuk

ayrilir.

Iyon degistirme, iyonik tirlerden birinin gieriyle yer dgistirmesini icerir. Sabit faz,
iyon degistirici R™ vermek igin, net pozitif yik tayan kati bir matriksten ofur.

Eger anyon iceren hareketli faz kullanilirsa, @on desistirici taraf) negatif kagi
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iyonu kendine dgru ceker, bdylece 6rnek anyonlari\Xkasr! iyonlarla (Y) yer
degistirir.
RY+X oR X +Y

Bu yontem anyon dgsimi icerdiginden, anyondegistirme olarak bilinir. Yizey,
iyon degistirici R™ vermek i¢in, net negatif yuk galigi zaman katyordegistirme
olayl meydana gelir. Kariyonlar (Y) ve 6rnek iyonlarinin (R ikisi de katyondur
ve iyon deistirme su sekilde olur.

RY " +X" o RX"+Y'

Anyon ve katyon dgstirici recinelerde gercekéen ayirma mekanizmalafekil

2.7.da gorulmektedir.

Q
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Sekil 2.7. Anyon ve katyon gstirici recinelerde gercekéen ayirirm mekanizmalari

Iyon desistirme kromatografisinde, kromatografik destek maildbareketli fazda
iyonik cozeltilerle yer dgistirme yetengine sahip iyonlar icerir. iyon

degistiricilerin iki tipi; bazik ve nétral maddeler icikatyon dgistiriciler, asidik ve
nétral maddeler igcin anyon gatiricilerdir. Iiyon degistiriciler kimyasal 6zellik ve

boyut farkhliklara kadar, yapisal farkliliklarigére de siniflandirilirlar:
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1. MikrogOzenekli veya jel yapisindaki recgineleru Begineler mikro gozenekler
iceren, capraz Igh yapisal bir gdan olymaktadir. Cok kuguk gozeneklere sahip
oldugundan polar olmayan co6zlicu sistemlerindesme c¢ok dguktir. Blyuk

hacimlerdeki iyonlarin tutunmasi yawa ve ¢c@u kez tersinmezdir.

2. Makrog6zenekli recineler: Bu recineler mikrogaekdi recinelere ek olarak, geni
blyuklukte gbdzenekler de icerir. Bunlar blyuk iczgy alanlarina ve yuksek
g6zeneklilge sahiptir. Buyuk gozenekler, farkh buyukluktekyonlarin iyon

degistirici fonksiyonel gruplara kolayca waasini sglayan kanallar igerir.

3. Pelikular recineler: Bu recineler, cam bonculdar olymus ic kisma, iyon
degistirici ince bir recine filminin kaplanmasiyla haamir. ic kismin capi cok

kiguktar ve bu yiuzden ¢ozicullerin ¢ok kiigik miktaricin uygundur.

4. Yuzeysel gozenekli recineler: Cam boncuklardagnous i¢c kisim, tzerine iyon

degistiricinin baglandg silika mikro kireciklerinin ince tabakasiyla ciivr

_, mikro gdzenek

Tl mikto gﬂ:*’lll’] T
& '\5\

makro ghzenek

i adse . o tyon de gistirict
87 My é
j e W fervins recine baglannusg
{Lamn 2 fe i stisic LA l | S :
}DDHbUhHl‘ e@firich  Yaonouk g Sthka

iﬁ“* 1 regine .'-’h;f‘?“'f

Sekil 2.8. Recine tipleri: (a) Mikrogtzenekli regler, (b) Makrogtzenekli regineler, (c) Pelikular
recineler, (d) Yilzeysel gézenekli recineleri

HPLC destek maddeleri, hem silika temelli maddeleem de tdreviendirilngi

hidrofilik ve hidrofobik polimerleri kapsar.
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a) Polimer temelli iyon dastiriciler: Polimer temelindeki iyon dgstirici recinelerin
polimerik iskeleti polistirene ¢capraz glanms divilbenzenden sentezlenir. Bu iskelet
genellikle bir stirendivinilbenzen (DVB) polimempolimetakrilat polimeri, metakrilik
asit divinilbenzen (MA-DVB) polimeri veya akrilik sit divilbenzen (A-DVB)

polimeridir.

Capraz bglanmanin miktari, divilbenzen miktari ile kontralikr. Genellikle her 11
mol stiren icin 1 mol divilbenzen kullanilir. Caprabagsli polimerik zincirlerin
olusturulmasi icin yaygin bicimde p-divinilbenzen kullamakta birlikte, divilbenzen
de ayni glevi gorur. Polistirendivilbenzen reginesinin goeklligi ve mekanik
kuvveti, capraz bdanma derecesinin bir fonksiyonudur. Yuksek deiecepraz
bagl recineler (% 8-10) yuksek basincta kullanilabifiakat kticik capli recineler (%
2-8), buyuk molekillerin matrikse gecmesine izirrivee ¢ozunurl@u arttirirlar.
Fakat mekanik kararlilhklari guiktir. Bu destek maddelerin avantaji pH=2-12

aralginda kararli olmalaridir.

Katyon deistiriciler, polimere asidik fonksiyonel gruplar eklerek, anyon
degistiriciler ise bazik fonksiyonel gruplar eklenerekle edilirler. En ¢ok kullanilan
fonksiyonel gruplar katyon d@sstiriciler icin -SOs (sulfonat), anyon dgstiriciler igin
kuarter amin (-N(CHz))3 trimetil amonyum; -N(CHas),C,H4OH (dimetil hidroksietil
amonyum) formundaki iyon destiricilerdir. Ornegin; bir stirendivinilbenzen
polimeri silfirik asitle tepkimeye girdinde, -SQH bagili katyon dgistirici

olusturur.

b) Silika temelli iyon dgistiriciler: Silika temelinde iyon d#stiren matriksler
hidrofiliktir ve polimerik tabaka olgmasi icin kullanilan capraz gayicilar
yuziunden dgiik hidrofobik tutunma gosterirler. Kiicik parcacikybklukleri ve sik
dagihmlari yuksek kaliteli bir ayirma géar. Gozenekli yuzeylerinden dolayi,
hareketli faza 6nemli bir temas yuzeygkalar. Kimyasal ve mekanik olarak kararli
olan silika matriksleri, yuksek akhizi gerektiren yiuksek basinca «aiyi direng
gOsterirler. pH=2,5-7 argindaki sulu tamponlar ve pek c¢cok organik ¢ozucller,
matrikstesisme veya buzilme olmaksizin kullanilabilirler. Buntaikro ve makro

recineler arasinda bir yerde sdiatlir ve iyon dgistirme fazi ince polimerik ga
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monomerik bglanmsg olabilir. Silika temelindeki reginenin avantajiolistiren
temelindeki iyon dgistirici recineden mL kolon hacmi kaa daha blyuk ggstirme
kapasitesine sahip olmasidir. Bununla birliktekailbazli iyon dgistiricilerin birkag
sinirlamasi vardir. Bunlarin bazik «dlar altinda kullanimlari sinirhdir ve yiksek

iyonik siddet kolon 6mrinu azaltir.

Iyon desistirici regineler, polimere hanan asidik veya bazik fonksiyonel gruplarin
kuvvetine gore de siniflandirilirlar. Bu siniflarmda kuvvetli bazik (kuvvetli anyon
degistirici), oldukca bazik, zayif bazik, kuvvetli askdi(kuvvetli katyon dgistirici)

ve zayif asidikseklindedir. Fonksiyonel grubun bazigliveya asidiklgi arttikga ters
yukli 6rnek iyonlarini cekme gicu artar. Tablo 'A®.csitli anyon ve katyon

degistirici recineler gorilmektedir.

Tablo 2.31yon desistirici recinelerin siniflandiriimasi

Siniflandirma Fonksivonel Grup Polimerik destek
Kuwvetli bazik Tetraalkil-amonyum hidroksit S-DVB
(Kuvvetli anyon degistirici)
- CH2N(CH3)z CI S-DVB
- CH;N({CH;)z OH S-DVB
Tetraalkil-amonyumkloriir S-DVB
Oldukca bazik - N(CHz)» 5-DVB
Zayif bazik - NH> S-DVB
- NH: S-DVB
Kuvvetli asidik
{(Kuvvetli katyon deistirie1) |- SO:H™ S-DVB
- SO Na~ S-DVB
Zayif asidik
- COOH™ S-DVB
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2.5.7.7. Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullaniligh sistemlerde; hareketli faz akhizi,

enjektor, kolon firini, 6rnek alma sistemi, dedekté veri kaydi sistemi merkezi bir

veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikrdemciler ve bilgisayarlarin

kullaniimasi kromatografik sistemde tekrarlanabgirarttirmakta, sistem validasyon

parametrelerinde daha glo deserler elde edilmesine olanakgtamaktadir.

2.5.8. HPLC ydnteminin avantajlari

1. Duyarli bir ydntem olmasi,

2. Dogru, kantitatif tayinlere kolayca uygulanabilir olsia

3. Ucgucu olmayan, sicaklikla kolayca bozunabilen timleyrimi icin uygun

olmasi,

4. Pek cok maddeye geniekilde uygulanabilmesi,

5. Ayni sabit faz kullanilarak farkli hareketli fazsgmleriyle ayni anda birgok

2.5.9.

maddenin duyarli olarak miktar tayininin yapilmasolanak sglamasi,
Numunedeki maddelerin, bozulma Uurunlerinin yanimditar tayinlerine
olanak sglamasi,

Biyolojik sivilardan gerek ila¢c etken maddeleringerekse metabolitlerinin

analizi icin geng bir kullanim alanina sahip olmasi.

HPLC yonteminin dezavantajlari

Ekonomik olarak pahali sabit faz ve hareketli festesnlerine gereksinimn

gOstermektedir.

. Hareketli faz sistemlerinin mutlaka pahali membsetemlerinden stizilmesi

gerekmektedir.

2.5.10. Yuksek performansli sivi kromatografisiniruygulama alanlari

HPLC, benzer yapili kimyasal maddelerin ayriimasif]atiriimasi ve belirlenmesi

islemlerinde oldukca yaygin olarak kullanilan bir y@mdir.



48

2.5.10.1. Saflgtirma

Herhangi bir kagim icerisindeki hedef bir bikgin, diger bilesiklerden ya da
safsizliklardan ayrilmasidir. Saftama sleminde, saflgtirilacak Dbilgigin
Ozelliklerine uygun hareketli faz ve kolon secimapyldginda iyi bir ayirim
gerceklatirilebilir. Ayrica yuksek saflik elde edebilmekin¢cde dger bilesiklerin
kolon icerisindeki goc¢ hizlarinin yeteri derece bbinden farkli olmasi

gerekmektedir.

2.5.10.2. Kalitatif analiz

Az sayida ve bilinen turleri iceren kamlardaki bilgenlerin varlgini tanimak
amaclyla HPLC yaygin bigekilde kullaniimaktadir. Orrign, tek bir kromatogramla,
bir peptit parcalanmasinda 30 kadar amino asitriyete kesin bigekilde gorulebilir.
Ote yandan kromatogram, kamdaki her tir icin, tutulma siresi gibi yalnizexk t
bir bilgi icerir. Bu nedenle anilan telgm bilinmeyen bilgimdeki karmaik
numunelere uygulanmasindaki shasi sinirhdir. Bunun icin HPLC kolonunun
NMR, infrared veya kutle spektrofotometrelerineglaamasiyla olgturulan ikili

cihazlar, bu sinirlamalari dGnemli él¢ctide ortadala kenistir.

2.5.10.3. Kantitatif analiz

HPLC'nin calsmalarda c¢ok kullaniimasi, onun kantitatif analideerkullanilabilir
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kantitatif analizdealit pik yluksekki veya pik
alan dgerleri dersime kagi grafige gegcirilerek kalibrasyongeisi elde edilir. Sonra
bilinmeyen maddenin dermi kalibrasyon @risi yardimiyla bulunur.



BOLUM 3. ARA STIRMA BULGULARI ve TARTI SMA

3.1. Kromatografik Sartlar

Gelistirilen HPLC yodntemi icin izokratik pompa sistemiullanilarak, DAD
dedektoruyle 200-400 nm aras! bolge taratilma Gliseril Gayakolat'in 212 nm’de
maksimum absorbans gostgidtespit edilmgtir. 212, 224, 254, 256 ve 272 nm
dalga boylarinin her birinde ayri ayri kromatogramdlinmg ve en uygun dalga
boyu olarak 212 nm’de bitin kromatogramlar kayadweidtir. HPLC sisteminde
yapilan denemeler sonucundgC ters-faz kolonu kullanilarak, 26'lik kolon firini
sicaklil, 10 uL'lik enjeksiyon hacmi ve 1 mL dklik akis hizi sistem icin en uygun
sartlar olarak secilmstir. Bu sartlarda alinan kromatogramlardan Gliseril Gayakola
ve Sibutramin i¢in alikkonma zamani igin sirasiyj@24ve 1,81 RT) dk olarak tespit
edilmistir. Mobil faz icin metanol-su, metanol-asetonijtisiu-asetonitril, asteonitril-
fosfat tamponu, metanol-fosfat tamponu gibi yizdasgili kombinasyonlar (40:60,
50:50, 20:80, 5:95 gibi) kullanilarak optimize edigtir. Farkli mobil faz denemeleri
sonucunda, en uygun izokratik mobil faz kari olarak tespit edilen 60:40 oraninda
pH=3 fosfat tamponu-metanol kgmi kullaniimstir. Kolonu temizlemek icin de,
once belli bir stre deiyonize su ile kolon yikakardaha sonra 70:30 oraninda
metanol-deiyonize su karmi ile ylkama periyodu tamamlangtir. Hazirlanan
mobil faz ve dger butiin organik ¢oziculer 0,4un’lik (nylon-47 mm) membran

filtreden vakum altinda stzildikten sonra kullamgtm
3.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Gliseril Gayakolat'in stok c¢ozeltisi, 100 mL'de 10@g olacaksekilde metanol
icerisinde 1000pug mL™* olarak hazirlanngtir. Gliseril Gayakolat'in standart
cozeltileri 10-100pg mL* konsantrasyon araliklarinda hazirlanarak, kaljmas
egrisi icin bu stoklardan 10, 20, 30, 50, 70, 80,V@0100ug mL* olacaksekilde

kisimlar alinarak metanol ile seyreltigtm. Ana stoktan hazirlanan bu stoklar
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tzerine 1'er mL (5Qug mL™) internal standart ¢ozeltisi eklenimie her biri metanol

cOzeltisi ile 25 mL’'ye tamamlansgtir.

Internal standart olarak kullarggimiz Sibutramin standardindan da 125 mg tartilarak
metanol ile 100 mL'ye tamamlangn{1250ug mL™") ve bu ¢ézeltiden 1 mL alinip,
25 mL’ye tamamlanarak, 50y mL™ lik internal standart ¢ozeltisi hazirlangtr.

Geri kazanim ¢cajmalari icin de yine ayni Gliseril Gayakolat stokefiisinden yeni
standartlar hazirlanstir (10, 12,5, 20, 25, 30, 50, 60, 70, 80, 85, 8QLOOug ML
1. Ana stoktan hazirlanan bu kisimlar tizerine iér(50 ug mL™) internal standart

cOzeltisi eklenmi ve her biri 25 mL’ye metanol ile tamamlargtm.

Hazirlanan bitiin standartlar, kullanilincaya kae4iC’'de buzdolabinda saklangni
ve kullanilmadan 6nce oda sicgkha getirilerek, vorteks ile 5-10 dk kstirilip

kullanilmaya hazir hale getiriltir.
3.3. Ticari Cozeltilerin Hazirlanmasi

Viks Vapo Ekspektoran (15 mL'de 200 mg Gliseril Gkglat iceren) ticarguruptan
2000pug mL* olacaksekilde metanol ortaminda bir stok cozelti hazirlastm Daha
sonra vorteks iyice ¢ozinen bu stok ¢ozeltidenaalibelli bir miktar kisim, 5@g
mL™ olacaksekilde 25 mL’ye metanol ile seyreltilmie aynisekilde toplam 6 ticari
surup standardi hazirlangar. Her bir ticari numuneye yine 1'er mL (5@ mL?Y)

internal standart ¢ozeltisinden ilave edgtimi
3.4. Standart Ekleme Yontemi Kullanilarak Standartlarin Hazirlanmasi

5 ayri 25 mL’lik balon joje icerisine Gliseril Gayalat stok ¢ozeltisinden 15, 20, 25,
40 ve 45 pg mL* olacaksekilde ilave edilmitir. Daha sonra ayni balon jojelere
ticari surup stok ¢ozeltisinden 5, 10, 25, 30 ve @ mL"* olacak sekilde ilave
edilmis ve hepsinin toplam 5Qg mLYlik standartlar olmasi sganmstir. Ayrica

yine ayni balon jojelerin her birine 1'er mL (5§ mL™) Sibutramin internal standart
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cOzeltisinden katilmgi ve daha sonra tim standartlar 25 mL'ye metanol ile

seyreltilmstir.

3.5. Plazmal Standart C6zeltilerin Hazirlanmasi

Salikli bir gondlliden alinan donduruliguinsan plazmasi numunesi, oda
sicaklginda cozilmesi icin bekletilgtir. Plazma numuneleri, in vitro olarak
standart ¢cozeltilerden plazma Uzerine ilave edi{speke) yontemi ile hazirlansmtir.
1’er mL insan plazmasi 6rneklerinin her birinin time (n=8) 1’er mL de internal
standart eklenngiir. Daha sonra Gliseril Gayakolat standart stokegiisinden 10,
20, 30, 50, 70, 80, 90 ve 1Q@y mL* olacak sekilde kisimlar alinarak plazma
numunelerinin Uzerine eklengnive metanol ile 25 mL’ye seyreltilgtir. Butln
plazma numuneleri 5-10 dk vorteks ile karnlmistir. Daha sonrasinda bu
numunelerden santrifilj tiplerine alinan kisimla@0® devir dk’da 20-30 dk
santrifijlenerek proteinlerin cokmesigs@anmstir. Boylece kolay bigekilde sivi-sivi

ekstraksiyonsuz bigekilde tim plazma numuneleri hazirlagtm

Plazmada geri kazanim gahalari igin de, 1’er mL plazma ornekleri Uzerine
Sibutramin stok ¢ozeltisinden 10, 12,5, 20, 25,30,60, 70, 80, 85, 90 ve 10Q
mL™ olacaksekilde ilave edilmitir. Yine bu standartlar tizerine 1'er mL (5§ mL
) internal standart cozeltisi eklenerek, her bi’e2 mL'ye metanol ile

tamamlanmytir.

3.6. Plazmaiceren Ticari Cozeltilerin Hazirlanmasi

1'er mL plazma ornekleri tzerine, Viks Vapo Eksmpeknh (120 mL'de 200 mg
Gliseril Gayakolat iceren) ticarguruptan hazirlanan stok c¢ozeltiden alinan 1'er
mLlik kisimlar eklenm§ ve her bir ticari numuneye yine 1'er mL (5@ mL?)
internal standart ¢ozeltisinden ilave edgtimi Daha sonra 25 mL’ye metanol ile

seyreltiimg ve aynisekilde toplam 6 ticari kapsil standardi hazirlagimi
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3.7. Plazma Ortaminda Standart Ekleme Yontemi Kullamilarak Standart

COzeltilerin Hazirlanmasi

5 ayrnt 25 mL’lik balon joje icerisine, 1'’er mL plamm numunesi ve Gliseril
Gayakolat stok cozeltisinden 15, 20, 25, 40 vepg5mL™ olacak sekilde ilave
edilmistir. Daha sonra ayni balon jojelere ticgurup stok ¢dzeltisinden 5, 10, 25, 30
ve 35ug mL? olacak sekilde ilave edilmj ve hepsinin toplam 5@g mL™lik
standartlar olmasi gmnmstir. Ayrica yine ayni balon jojelerin her birineet’mL
(50 ug mL?) internal standart ¢ozeltisinden katiyme daha sonra tiim standartlar 25
mL'ye metanol ile seyreltilngtir.

Hazirlanan biitiin standartlar, kullanilincaya kae4fiC’'de buzdolabinda saklangni
ve kullaniimadan 6nce de oda sicgkla getirilerek, vorteks ile 5-10 dk kstrrilip,
kullanilmaya hazir hale getiriltir.

3.8. HPLC Yontemi ile Elde Edilen Bulgular

3.8.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1000 ug /mL dersiminde Gliseril Gayakolat iceren ve 50y /mL dergiminde
internal standart iceren Sibutramin stok ctzeltieetanol icerisinde hazirlangtir.
Gliseril Gayakolat'tan belirli miktarlarda alininer biri HPLC-grade metanol ile
seyreltilerek, Gliseril Gayakolat i¢cin 10, 20, 380, 70, 80, 90, 10Qug /mL
derisimlerinde bir seri standart ¢gitna ¢ozeltileri hazirlanngtir. Her birine 1’er mL
internal standart ilave edilgtir. Hazirlanan tum co6zeltiler, 4wm capindaki

filtrelerden suzllerek viallere konulrgtur.

Olcuimler icin uygun dalga boyu olarak 212 nm seiilim Hazirlanan tim
standartlar, Diyot Array Dedektér ile kaydediktii. Elde edilen kromatogramlar ise
Sekil 3.1. veSekil 3.2.’de verilmstir.
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3.8.2. Yontemin Validasyonu

Bu calsmada, dgrudan kalibrasyon yonteminin yani sira, interndgl) (standart
yontemi ve standart ekleme yontemleri de kalibrasygontemleri olarak
kullaniimistir. Gliseril Gayakolat icin 10-10Qg mL* konsantrasyon arginda, 8
farkll standart cozeltisi kullanilarak, her bir mtarda 1'er mL (50pg mL?Y)
Sibutramin internal standart c¢ozeltisi ilavesiyliémt standart ¢odzeltiler metanol
icerisinde hazirlanmive HPLC ile analiz edilngtir. Gliseril Gayakolat / Sibutramin
pik egrileri altinda kalan alan oranlarina karstandart konsantrasyonlar grafik
edilerek, kalibrasyon gileri olusturulmustur. Bu yontem ile LOQ deeri 4,46 ve
LOD degeri ise 1,33:g mL* olarak bulunmatur.

7
E 6 - y =0,064x + 0,018
2 _
E R?=0,999
s 5 -
>
o)
7
= 4 A
o
o
<
S 34
[y]
O
= 2 -
2
S 1
<
O I 1 I I 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (pg /mL)

Sekil 3.3. Gliseril Gayakolat / Sibutramin standalenlari orani icin hazirlangkalibrasyon grisi

Bu egrilerden standart c¢ozeltiler igin regresyon analilea elde edilen dgru
denklemleri ve regresyon katsayilari hesaplaniiulaa iyi lineerlikler sgladiklar

gorulmistar (Bakiniz Tablo 3.1.).
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Tablo 3.1.internal standart analiz yontemi ile elde edilenldcabyon grisi dezerleri (1 ml internal

standart ¢ozeltisi ilavesiyle)

Dogrusal LR R
Aralik (Regresyon (Regresyon
(ng /mL) | Dogrusu Denklemi) | katsayisi)

10-100 |y =0,0645x+0,0189 0,9999

Yontemin kesinigi, konsantrasyongisi aralgindan secilen 3 farkli konsantrasyon
ile (Gliseril Gayakolat icin 20, 50 ve 90g /mL) gun-i¢i olarak belli araliklarda
toplam 6 kez (tekrarlanabilirlik icin) ve 3 gungppese belli araliklarla da gunler-
arasi kesinlik olcumleri yapilgtir.  GUn-ici ve gunler-arasi  kesinlik ve
tekrarlanabilirlik sonuclari, bulunan gerlerin ortalamasi, standart sapmasi vglba

standart sapmasi ile Tablo 3.2.'de veritmni

Tablo3.2.Gliseril Gayakolat standart ¢cozeltilerigiin-ici ve gunler-arasi kesinlik ve tekrarlanabiii

analiz sonuclari (n=6)

. Gun-igi Gunler-arasi
Derisim % %
(ng/mL) | Alan X SD Rsp | Alan X SD RSD
390231 384567
389023 389610
391230 410845
20 407628 395566| 721,02| 0,12 397651 395627|4268,42 0,72
386573 385674
408711 405420
956401 972639
960084 963298
955422 951220
50 962460 961206| 1057 ,7| 0,86 971120 962103 |3632,50 0,30
957410 952003
975462 962339
1760435 1772313
1789523 1782094
90 1770967 1776971 37830,2 2,05 |1786101 1775838 3790,2| 0,24
1783400 1769009
1776566 1762961
1780933 1782552
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Ayrica, Gliseril Gayakolat'in 10-10Qg mL* konsantrasyon ar@inda, 12 farkli
standart kullanarak her bir standarda 1’er mL S#@utin internal standart ilavesiyle
tum geri kazanim standart ¢ozeltileri, metanolhbzirlanmg ve HPLC ile analiz
edilmistir. Gliseril Gayakolat/Sibutramin pikgeileri altinda kalan alan oranlarina
karsl, geri kazanim konsantrasyonlari grafik edilergkni bir kalibrasyon gisi
olusturulmustur. Bu yéntem ile LOQ deeri 4,43 ve LOD dgeri ise 1,33ug mL™*

olarak bulunmstur.

7
£
£ 6 - y = 0,0655x + 0,0258
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Sekil 3.4. Gliseril Gayakolat /Sibutramin geri kamanalanlarinin orani icin hazirlangrkalibrasyon

egrisi

Bu eirilerden standart ¢ozeltiler igin regresyon andliielde edilen dgru denklemleri
ve regresyon katsayllari hesaplanip, oldukca iyedrlikler sgladiklari goralmigtir
(Bakiniz Tablo 3.3.).

Tablo 3.3.internal standart geri kazanim miktarlari icin eddilen kalibrasyon gisi degerleri (1 mL

internal standart ¢cozeltisi ilavesiyle) (n=6)

Dogrusal LR R
Aralik (Regresyon D@rusu | (Regresyon
(ng /mL) Denklemi) katsayisl)

10-100 y = 0,0655x+0,0258  0,9978
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Tablo 3.4’de gorildgii lzere, 10-100pg mL* aralgindaki 12 farkls
konsantrasyonda internal standart ilave edilrsiandartlardan oldukca iyi geri

kazanimlar elde edilrgir.

Tablo 3.4. Gliseril Gayakolat i¢in elde edilen gesizanim dgerleri

Gliseril Gayakolat
(ng /mL)
Eklenen Bulunan Ger Dogruluk
Kazanim* BH**
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
10 9,42 94,26 -5,8
12,5 12,64 101,12 1,12
20 21,26 106,32 1,3
25 25,48 101,94 1,92
30 30,93 103,12 31
50 51,19 102,37 2,38
60 62,08 103,48 3,46
70 74,89 106,99 6,98
80 82,02 102,53 2,525
85 89,65 105,47 5,47
90 91,72 101,90 1,91
100 103,83 103,83 3,83

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100
** Bagll Hata= Bulunan Miktar-Bilinen Miktar/Bilinen Mikdr X 100

Yontem, 100 mg Gliseril Gayakolat iceren ticari gaeatina {urup) uygulannytir.
Bu preparattan metanol icerisinde 100 mg Gliserdy&kolat ve 1 ml internal
standart icerecelgekilde, numuneler (6 kez tekrar edilerek) hazirlagum Bu

numunelerden elde edilen sonuclar Tablo 3.5. véda @osterilmgtir.

Tablo 3.5. Ticari preparatlarda Gliseril Gayakoiain elde edilen tekrarlanabilirlik gerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat (ng /mL)
Eklenen (ug/mL) Bulunan (pg/mL)

50 54,62

50 53,45

50 54,75

50 54,52

50 54,25

50 54,52

SD 3,70
RSD 3,78
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Tablo 3.6. Ticari preparatlarda Gliseril Gayakaté elde edilen geri kazanim gerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat
(rg /mL) _

Eklenen | Bulunan Geri N DOgrliLUK

(ng/mL) | (ng/mL) Kazanim BH

(%) (%)
50 54,62 109,23 9,24
50 53,45 106,89 6,9
50 54,75 109,51 9,5
50 54,52 109,04 9,04
50 54,25 108,51 8,5
50 54,52 109,04 9,04

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100
** Bagll Hata= Bulunan Miktar-Bilinen Miktar/Bilinen Mildr X 100

Gliseril Gayakolat stok cozeltisinden 15, 20, 26, v 45 pg mL* olacaksekilde
ilave edilmitir. Daha sonra ayni balon jojelere ticgurup stok ¢ozeltisinden 5, 10,
25, 30 ve 3519 mL* olacaksekilde ilave edilmi ve hepsinin toplam 50g mL"lik
standartlar olmasi gemnmstir. Ayrica yine ayni balon jojelerin her birineet’mL
(50 pg mL™Y) Sibutramin internal standart ¢ozeltisinden katylnae elde edilen

sonuclar Tablo 3.7 'de gorilmektedir.

Tablo 3.7. Standart ekleme ydntemi ile elde edilemuclar

Gliseril Gayakolat
(ng /mL)
Eklenen
Miktar
(ng /mL)
Surup Standart Bu'lunan
Cozeltisi Cozelt Miktar
(ng /mL)
35 15 48,27
30 20 49,12
25 25 48,97
10 40 50,80
5 45 49,34
Ortalama Geri Kazanim
(%) 98,60
Bulunan Ortalama
Konsantrasyon (g /mL) 49,12
Standart Sapma (SD) 2,32
Bagil Standart Sapma
(% RSD) 2,18
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3.9. Plazma Ortaminda Elde Edilen Bulgular

3.9.1. Yontemin validasyon

10-100 ug mL* konsantrasyon arainda, 8 farkli standart kullanilarak, ins
plazmasinda (in vitro olarak) her bir standardar Ird. Sibutramin internal stande
ilavesiyle tim Gliseril Gayakolat standart c¢ozeliil metanol icerisinde hazirlang
(spike yontemi ile) & HPLC ile analiz edilmgtir. Gliseril Gayakolat/Sibutramin pi
egrileri altinda kalan alan oranlarina karkonsantrasyonlar grafik edilerek, kalibras)
egrisi olusturulmuwtur. Bu yontem ile LOQ 4,21 ve LOD ise 1,.ug mL* olarak

bulunmutur.

y =0,070x - 0,079
R? = 0,997

A(Gliseril gayakolat/Sibutramin)
SN

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.5. Plazma ortaminda Gliseril Gayakolat / tramin standart alanlari oraigin hazirlanmyg

kalibrasyon grisi

Bu egrilerden standart c¢ozeltiler igin regresyon analila elde edilen dgru
denklemleri ve regresyon katsayilari hesaplaniiulaia iyilineerlikler sgladiklai

gorulmistar (Bakiniz Tablo 3.9).
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Tablo 3.8. Plazma ortaminda internal standart awélntemi ile elde edilen kalibrasyoprisi

degerleri (1 ml internal standart ¢ozeltisi ilavesiyle

Dogrusal LR R
Aralik (Regresyon (Regresyon
(ng /mL) | Dogrusu Denklemi) | katsayisi)

10-100 | y=10,0708x-0,0795 0,9977

Plazma ortaminda yontemin kesfnli konsantrasyon gisi aralgindan secilen 3
farkli konsantrasyon ile (Gliseril Gayakolat i¢i,50 ve 9Qug /mL) giin-igi olarak
belli araliklarda toplam 6 kez (tekrarlanabilirligin) ve 3 gin pg pee belli
araliklarla da gunler-arasi kesinlik olcimleri yapstir. GUn-i¢ci ve gunler-arasi
kesinlik ve tekrarlanabilirlik sonuglari, bulunaregérlerin ortalamasi, standart
sapmasi ve [@al standart sapmasi ile Tablo 3.9 ‘de veritini

Tablo 3.9. Gliseril Gayakolat standart cozeltileringln-ici ve ginler-arasi kesinlik ve

tekrarlanabilirlik analiz sonuclari (n=6)

. Gun-igi Gunler-arasi
Derisim % %
(ng/mL) | Alan X SD rRsp | Alan X SD | rep
394001 391927
394566 381071
380340 391294| 389096|1711,32 0,26
20 399811 391155| 862,18 | 0,14 388001
380653 397748
397563 384537
940030 956553
946239 940101
951123 946520| 945032 0,68
50 943440 944515|7520,10 | 0,62 940155 7403,52
940992 941404
945267 945463
1802341 1808045
1803201 1794575
90 1795463 1802077 37262,13 1,98 |1795404 1797678 32456,5 1,27
1805463 1794223
1807624 1803498
1798369 1790324
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10-100 pg mL* konsantrasyon arginda, 12 farkh standart kullanilarak, ins
plazmasinda her bir standarda 1'er mL Sibutramiarival standart ilavesiyle Glise
Gayakolat tim geri kazanim standart ¢ozeltilerianet icerisinde hazirlangve HPLC
ile analiz edilmgtir. Gliseril Gayakolat/Sibutramin pik geleri altinda kalan ala
oranlarina kay, konsantrasyonlar grafik edilerek, kalibrasy@ns olusturulmustur. Bu
yontem ile LOQ 4,2%e LOD ise 5,28 g mL*olarak bulunmgtur.

6 - y =0,0609x - 0,0689
R?=0,998

A(Gliseril Gayakolat/Sibutramin)

O 1 I 1 T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (g /mL )

Sekil 3.6.Plazma ortamindgeri kazanimlar icin Gliseril Gayakolat standartidan hazirlanngi

kalibrasyon grisi

Bu eirilerden standart geri kazanim ¢ozeltileri igin neegyon analizi ile elde edile
dogru denklemleri ve regresyon katsayilar hesaplaolgukca iyi lineerlikler

sgzladiklari gortlmgtir (Bkz. Tablo 3.10).

Tablo 3.10. Plazma ortaminda internal standartiangbntemi ile elde edilen geri kazan

kalibrasyon grisi degerleri (1 mL internal standart ¢ozeltisi ilaves)

Dogrusal LR R
Aralik (Regresyon (Regresyon
(ung /mL) | Dogrusu Denklemi) | katsayisi)

10-10C y = 0,0609x+0,0189 0,998
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Tablo 3.11'de de gorilgii tzere, 10-10Qg mL*aralgindaki 12 farkli konsantrasyonda
internal standart ilave edilmiGliseril Gayakolat standartlarindan oldukca iyirige

kazanimlar elde edilrgir.

Tablo 3.11.Plazma ortaminda Gliseril Gayakolat &late edilen geri kazanim gierleri

Gliseril Gayakolat
(ng /mL)
Eklenen Bulunan Ger Dogruluk
Kazanim* BH**
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
10 11,96 119,60 19,60
12,5 13,60 108,80 8,80
20 22,30 111,50 11,50
25 26,13 105,52 4,52
30 31,83 106,10 6,10
50 51,80 103,60 3,60
60 62,50 104,16 4,16
70 75,10 107,28 7,26
80 82,48 103,10 3,10
85 89,10 104,83 4,82
90 92,45 102,72 2,72
100 104,15 104,15 4,15

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100
** Bagll Hata= Bulunan Miktar-Bilinen Miktar/Bilinen Mikdr X 100

Yontem, plazma ortaminda 100 mg Gliseril Gayakotaren ticari preparatina
(surup) uygulanmtir. Bu preparattan metanol icerisinde 100 mg Glisgayakolat
ve 1 mL internal standart icerecelekilde, numuneler (6 kez tekrar edilerek)
hazirlanmgtir. Bu numunelerden elde edilen sonuglar Tablo23ve 3.13 'de
gOsterilmitir.

Tablo 3.12. Plazma ortaminda ticari preparatlartise@ Gayakolat icin elde edilen tekrarlanabikrl
degerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat (ng /mL)
Eklenen (ug/mL) Bulunan (pg/mL)
50 56,04
50 56,15
50 55,96
50 55,59
50 55,79
50 56,08
SD 2,90
RSD 2,60
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Tablo 3.13. Plazma ortaminda ticari preparatlardiae@ Gayakolat icin elde edilen geri kazanim

degerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat

(ng /mL)

Eklenen | Bulunan Ger Dogruluk

Kazanim* BH**

(ng/mL) | (ng/mL) (%) %)
50 56,04 112,07 12,08
50 56,15 112,31 12,3
50 55,96 111,92 11,92
50 55,59 111,20 11,18
50 55,79 111,58 11,58
50 56,08 110,12 12,16

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100
** Bagll Hata= Bulunan Miktar-Bilinen Miktar/Bilinen Mikdr X 100

Plazma ortaminda Gliseril Gayakolat stok cozeltism15, 20, 25, 40 ve 4pg mL*

olacak sekilde ilave edilmitir. Daha sonra ayni balon jojelere ticarirup stok
cozeltisinden 5, 10, 25, 30 ve 3§ mL* olacaksekilde ilave edilmj ve hepsinin
toplam 50 pg mLYlik standartlar olmasi Sganmstir. Ayrica yine ayni balon
jojelerin her birine 1’er mL (5Qg mL™") Sibutramin internal standart ¢ozeltisinden

katilmis ve elde edilen sonuglar 3.14 'de gorilmektedir.

Tablo 3.14.Plazma ortaminda standart ekleme ydritereide edilen sonuglar

Gliseril Gayakolat
(ng /mL)
Eklenen
Miktar
(ng /mL)
Surup Standart Bu_Iunan
Cozeltisi Cozelti Miktar
(ng /mL)
35 15 53,68
30 20 53,21
25 25 52,01
10 40 53,43
5 45 54,11
Ortalama Geri Kazanim
(%) 106,70
Bulunan Ortalama
Konsantrasyon (g /mL) 53,29
Standart Sapma (SD) 2,30
Bagil Standart Sapma 216
(% RSD) '
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Tablo 3.15 'de goruldgii Uzere, metanol ve plazma ortaminda hazirlartroari
preparatlar icin (10@g/mL’lik Gliseril Gayakolat) elde edilen verilerustent t-testi
ile kasilastirilmistir. Bu sonuclara gore;abio deseri, thesaplanandegerinden buyuk
oldugu icin iki yontem arasinda bir fark olmg@dsonucuna varilngtir (¢=0,05, % 95

glvenle) (n=6).

Tablo 3.15. Standartlar icerisinde ve plazma onaaihazirlanmiticari preparatlar icin (10Qg/mL
Gliseril Gayakolat) elde edilen t-testi verilea=0,05, % 95 guvenle) (n=6)

Deneme Gliseril
Sayis! (n=6) Gayakolat
Istatistiksel Metanol Plazma
Degerler ortaminda Ortaminda
Ortalama
Deger 108,71 111,62
(X)
Standart
Sapma 0,94 0,76
(SD)
Bagil Standart
Sapma 0,87 0,68
(RSD, %)
Standart
Hata 0,39 0,31

t-testi
thesaplanan (ttablo)

2,02 (2,57)

Ayrica Tablo 3.16 ’'de ise metanol ve plazma icadski hazirlanm ticari
preparatlar icin (10Qug/mL Gliseril Gayakolat i¢in) elde edilen verilertésti ile
karsilastiriimistir.  Bu sonuglara gore, thpio degeri, Fyesaplanandegerinden buyuk
oldugu icin kesinlikler arasinda onemli bir fark olmadisonucuna varilngtr
(0=0,05, % 95 guvenle) (n=6).



Tablo 3.16. Standartlar icerisinde ve plazma ortamimazirlanngiticari preparatlar icin (100
ug/mL Gliseril Gayakolat ) elde edilen F-testi veril(0=0,05, % 95 glvenle) (n=6)

Deneme
Sayis! (n=6)

Gliseril
Gayakolat

Istatistiksel
Degerler

Metanol
ortaminda

Plazma
Ortaminda

65

Ortalama
Deger
(X)
Standart
Sapma
(SD)
Bagil Standart
Sapma
(RSD, %)

Standart
Hata 0,39 0,31

108,71 111,62

0,94 0,76

0,87 0,68

F-testi

I:hesaplanan(Ftablo) 1,27 (5'05)

Ayrica Tablo 3.17 'de ise metanol ve plazma icadsi hazirlanmiticari preparatlar
icin (100 pg/mL Gliseril Gayakolat icin) elde edilen verilerN®OVA testi ile

karstlastirimistir. ANOVA testine gore, P deri < 0,05 oldgundan grup

ortalamalari @t degildir, yani metanol ¢Oziclisu ve plazma ortamlariritari

numuneler icin elde edilgimiktar analizi caymasi sonuglari birbirinden farklidir,
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Tablo 3.17. Standartlar icerisinde ve plazma ortamimazirlanngiticari preparatlar igin (10@g/mL
Gliseril Gayakolat ) elde edilen ANOVA testi veril¢o=0,05, % 95 guivenle) (n=12)

ANOVA: TEK
ETKEN
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 12 760,94 108,70 0,74
Situn 2 12 781,38 111,63 0,58
ANOVA
Varyans .. -
Kaynag| SS df MS F P-degeri F olgutl
Gruplar 29 1 29,84 45,09 2150 | 474
Arasinda
Gruplar icinde 7,94 12 0,66
Toplam 37,78 13




BOLUM 4. SONUCLAR

Farmasotik preparatlarda bulunan etken maddelerivesit, en hizli ve en ekonomik
bir sekilde miktar analizlerini gercekigrmek, ila¢ sanayisi icin son derece
Oonemlidir. Bu analizler yarutulirken, en yaygekilde kullanilan yontemler Yuksek
Performansli Sivi Kromatografisi ile yapigmolanlaridir. Genel olarak ng veya pg
duzeyindeki tayinlerde, etken maddelerin taninmasiekonomik, hizli ve kolay
uygulanabilen bir ydntem olmasi dolayisiyla, YuksdRerformanslh Sivi

Kromatografisi ile yapilan ¢gimalar son derece talep gérmektedir.

Yapilan literattir taramasi sonucunda [8-12], Giis@éayakolat’l tek bana iceren
bir farmasottik preparat icin yapilgnitherhangi bir miktar analizi yontemine
rastlanilmangtir. Ancak birden ¢ok farkli etken maddelerin bia@a bulundgu ilag

preparat kagimlari icerisinde yapilngimiktar tayini ¢algmalari mevcuttur.

Literatiirde mevcut bulunan bu gahalardan farkli olarak, hem ticari preparatlarda
hem de insan plazmasinda (in-vitro olarak) Glis&alyakolat iceren ticari bir ilacin
(200 mg/15 mL Gliseril Gayakolat iceren Vapo ekdpedn surup) analizinin
yapilabilmesi icin kolay, hizli, pratik ve ekonomikr ters-faz DAD dedektorli
HPLC yontemi geltirilmistir. Bu calsma, hem farmasotik preparatlarda hem de
insan plazmasinda Gliseril Gayakolat'in HPLC-DADhaiktar tayinine yonelik
yapiims ilk calismadir. Ayni zamanda, bu ¢gha daha 6nce gercekiedigimiz
Gliseril Gayakolat etken maddesinin biska etken madde ile (Efedrin HCI) kam
halinde bulundgu baka bir ticari preparatin miktar analizi gahasinin devami
halinde olan bir cagmadir. Plazma c¢aimalarinda, ayni kromatografikartlarda,
ayni yontem ile sivi-sivi ekstraksiyoglemine gerek kalmaksizin kisa zaman
icerisinde, oldukca yuksek geri kazanimlar elddnedtir. Bu yontemin rutin klinik
kullanimda kantitatif amaclh plazma cgahalar icin kolaylikla kullanilabilecek
olmasi ve ayrica kolay, ekonomik, hassas yeni ditgm olmasi tercih edilmesine

olanak sglayacaktir.
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Bu calsmalarimiz esnasinda, yine Gliseril Gayakolat etkeaddesinin ticari bir
preparatta tek ana miktar analizi i¢in uygun bir GC-FID yontemi dienenmy,
ancak su anda elimizde bulunan FID dedektoriinin yeterincéisiik
konsantrasyonlari algilayamamasi yiziunden, HPLC teydiyle kagilastirma
yapmayi! dgundigumuz calmamizin bu kismi eksik kalgtir ve sonuclar burada

verilmemutir.

Gelistirilen yontemin plazma duzeylerinin istatistiksa@larak kagilastirilarak
deserlendiriimesi icin de, spesifiklik, hassaslik, kéi&, tutarhlik, dogruluk ve
tekrarlanabilirlik gibi butin validasyon parameél uygulanarak, biyoanalitik
yontem validasyonu camasi yapilmy ve ayrica biyoistatistik yoninden de

deserlendirilmistir.
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EKLER

EK 1. istatiksel Katsayilarin Hesaplanmasi
Baglil standart sapmanin hesaplanmasi

Bagil standart sapma (BSS)%XlOO

SS: standart sapma
X: Aritmetik ortalama

% Bagil Hata Hesaplanmasi

{(Olmas: gereken miktar —Bulunan miktar']x

% Bagil hata (% BH) =

100

Olmas: gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi
58
Standart hata (SH) =—
Vn

SS: standart sapma
n : 6lguim sayisi

% Geri Kazanim Hesaplanmasi

. Bulunan miktar
% Geri Kazanim = x100

Olmas1 gereken miktar

Evren Ortalamasinin Given Araliginin Hesaplanmasi

p=X=x St veya X-SKu=<X+ S

M : Evren ortalamasi

X : Orneklem ortalamasi

S« Standart sapma

t : Secilen yanilma diuzeyi (1) ve (n-1) serbeslikecesindeki t tablosunda bulunan
deger.

LOQ ve LOD Hesaplanmasi
LOD=10*SS/m
LOQ=3*SS/m

SS : Standart sapma
m : Ezim
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EK 2. Tez icinde Kullanilan istatiksel Testler

Korrelasyon Katsayisi Onem Kontrolii
Bu test ile bulunan katsayisinin 6nemli bir katsayyoksa tesadiife gl bir katsayi
mi oldusu anlgilmaktadir.

1. Ho: Korelasyon katsayisi tesadufesbdir degerdir (r=0).

2. Test istatginin hesaplanmasi:

r x-q-rz
- Sr=
ar n—2

T

T = Test istatisfi,
r = Korrelasyon katsayisi,
Sr = Korrelasyon katsayisinin standart hatasi.

3. Yanilma olasikgl o = 0,05 secilmtir.
4. Serbestlik derecesi = n-2 (n:6lgiim sayisi)

5. o = 0,05yanilma diizeyinde ve n=2 serbestlik derecesinddlott dgerine
bakilir.

6. Karsilastirma: Hesapla bulunan t gleri tablo t dgerinden buylkse
reddedilir.

Karar: a) Korrelasyon katsayisi énemli birgdedir, tesadifen bulunmatbir deser
degildir (tp= hesaplanan ger, p<0,05).

b) Korrelasyon katsayisi 6nemli bir @ desildir, tesadtfen bulunmubir deserdir
(t~=hesaplanan ger, p>0,05).
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Dogrusalliktan Ayrili s Onem Kontrolii

1. Kareler toplami bulunur:
a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):

Y¥x)(Ey

]2

sz_@
Il

b) Y Ortalamadan AyrgiKareler Toplami (YOAKT):

3 2
YOAKT =L y2- Ey)

n
c) Regresyondan AyrglKareler Toplami (RAKT):
RAKT = YOAKT — RKT
2. Serbestlik derecesi bulunur:

a) Regresyon Serbestlik Derecesi (RSD) = 1
b) Y Ortalamadan Ayriy Serbestlik Derecesi (YOASD) = n-1
c) Regresyondan AyrgiSerbestlik Derecesi (RASD) = YOASD - RSD
3. Kareler ortamalari bulunur:
a) Regresyon Kareler OrtalanmaRKT / RSD
b) Regresyon AysilKareler Ortalamasi (RAKO) = RAKT / RASD
4. Hy= Derisim ile dedektor cevabi arasindakski dogrusal deildir.
5. Yanilma olasifil a = 0,05 secilmtir.
6. F = RKO / RAKO
7. p = 0,05 duzeyinde RSD ve RASD serbestlik desiadeki tablo F dgerleri
bulunur.
8. Kasllastirma: Hesapla bulunan F gkxi tablo F dgerinden buyikse hipotezi
reddedilir, ki¢uikse kabul edilir.
9. Karar: a) Degim ile dedektdr cevabi arasindakiski dogrusaldir. (=
Hesaplanan der, p<0,05).
b) Dersim ile dedektor cevabi arasindakskil dogrusal degildir. (F,.= Hesaplanan
deger, p>0,05).
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t-Testi

iki ortalama arasindaki fark olup olmagh test eder.
§=[(nm-1) 8+ (- 1) $°]/ (N + - 2)
t=MX—x%) /sy (1/n + 1/n,)

ny: 1. yontemin élglim sayisi A2, yontemin 6lclim sayisi
s 1. ydntemin standart sapmasi 2S2. yontemin standart sapmasi
X1: 1. yOntemin ortalamasi 2X2. yontemin ortalamasi

Serbestlik derecesi =1 ft np-2
1. Hh=1Iki ortalama arasinda fark yoktur.
2.0 = 0,05 yanilma diizeyinde ve-+tin- 2 serbestiik derecesindeki tablogastime bakilir.
3. Kagllastrma: Hesapla bulunan tgga tablo t dgerinden biyiikse, dipotezi reddedilir, kiigtikse
kabul edilir.
4.Karar. a) Ortalamalar arasinda fark yoktasgéglanan ger, p >0,05).
b) Ortalamalar arasinda fauthyéHesaplanan ger, p < 0,05).
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Tek YOnlu Varyans Analizi
1. Kareler toplamlari bulunur.

a) Genel kareler toplami (GnKT)
(29

n

GnKT 22 -

b) Gruplar arasi kareler topld GAKT)

(Zx))*, ()
nj n

GAKT &

c) Denekler arasi karelgami (DAKT)

(Her bir satir toplami)? EEX}Z

Her bir satirdaki élciim sayis: n

DAKT Z|

d) Etkilgm (hata) kareler toplam» HKT = GnKT — GAKT — DAKT
2. Serbestlik derecesi bulunmasi
a) Genel serbestlik derecesi GnSD =n. k -1
b) Gruplar arasi serbestlik derecesiGASD =k -1
c) Denekler arasi serbestlik derecesDASD =n -1
d) Hata serbestlik derecesi HSD = (n— 1)(k -1)

3. Kareler ortalamasinin bulunmasi
a) Gruplar arasli kareler ortalamasiIGAKO = GAKT / GASD
b) Denekler arasi kareler ortalamasIDAKO = DAKT / DASD
c) Hata kareler ortalamast HKO = HKT / HSD

4. Hy = Yontemler arasinda fark yoktur.

H = En az bir 6lcim gkerlerinden farklidir.
5. Yanilma olag a = 0,05 secilmytir.
6. F = GAKO / HKO
7. 0 = 0,05 duzeyinde GASD ve HSD serbestlik derecatietki tablo F dgerleri
bulunur.
8. Kagilastirma: Hesaplanan ger F (k) deseri tablo F (Fr) degerinden buytkse ¢
reddedilir, kicuikse kabul edilir.
9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hdésapn dger, p > 0,05) veya
yontemlerden en az biri farkhdir (F = Hesaplanamged, p < 0,05).
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