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TESEKKUR

Yiksek lisans  tezimdeki calismalarin  planlanmasi,  yiiriitiilmesi  ve
sonuglandirilmasinda yakin ilgi ve destegini gordiigiim Danisman Hocam Sayin Yrd.

Dog. Dr. Aysel KUCUK ’e tesekkiir eder saygilarimi sunarim.

Bolimiimiizdeki arastirma laboratuarimizda bulunan Shimadzu Marka HPLC’yi
caligmalarimizin bitimine kadar kullanmamiza olanak saglayan Prof. Dr. Ahmet

TUTAR’a ve Dog. Dr. Abdil OZDEMIR e tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuar ¢aligmalar1 sirasinda, her tiirlii konuda yardimlarina bagvurdugum ve
benden yardimlarimi esirgemeyen Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Bolimi 6gretim liyeleri ve arastirma gorevlilerine de tesekkiirii bir borg

bilirim.

Ayrica, tez konumu olusturan Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCl etken madde
standartlarin1 ve Pedrin ticari ilacin1 temin etmem konusundaki yardimlarindan

dolay1 Aroma Ila¢ A.S.’ye de tesekkiir etmek isterim.

Bu giinlere gelmemi sagladiklar1 i¢in sevgi ve desteklerini hep arkamda hissettigim

sevgili aileme de en igten tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

TESEKKUR . ....ouiiiiiii e
ICINDEKILER . . ...ttt
SIMGELER KISALTMALAR ..ottt
SEKILLER LISTESI. ..ottt
TABLOLAR LISTESI. ..ottt

1.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.....................cooil,
1.1.2. Gliseril gayakolatin farmakolojik 6zellikleri........................
1.1.3. Endikasyonlari............ocooiiiiiiiiiiii e
1.1.4. Kontrendikasyonlart............ccccoeveercieencieeeniee e
1.1.5. Yan etkileri ve ila¢ etkilesimleri..........................ooe.

1.2, Bfedrin HCl. ... oo

1.2.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri...................cooiiiiii.n.
1.2.2. Efedrin hidrokloriiriin farmakolojik 6zellikleri...................
123, Yan etkileri.....o.ooeiii e

1.3. Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI................cooie,
1.3.1. Gliseril gayakolat/efedrin’in yan etkileri.............................
1.4. Literatiirde Yapilan Calismalarin Ozeti.................cccooviviinniin.

O o0 o0 I O U W i b i AW W



BOLUM 2.

MATERYAL ve YONTEM. .....ccvtiiiiiiiniineieeinseneieissesseensie e ssssesesessessesenees
2.1. Biyoyararlanim ve Biyoesdegerlik ................coooiiiiiiiiiiiii
2.2, ValldasyOn. . ...ouuieet ittt
2.3. Analitik Yontem Validasyonu............ccoooeviiiiiiiiiiiii e,

2.3.1. Analitik yontem validasyonunda kapsam ............................
2.3.2. Analitik yontem validasyon asamalart ................cooooiiinine.
2.3.3. Analitik yontem validasyon parametreleri ............................
2.3.3.1. Secicilik/Spesifiklik..............cooiiiiiii
2.3.3.2. Dogruluk ve geri kazanabilirlik.........................o
2.3.3.3.KesinliK..oeoueii
2.33.4.TutarliliK. ..o
2.3.3.5. Nitel tayin Hmith.......ccccveeeeieeeiiieeiieecieeeeee e
2.3.3.6. Nicel tayin Hmiti........ccocceerieiiiieniiiieieeeeceeee e,
2.3.3.7. Guivenilirlik. .. ...
24, Materyallar.........ooieiiniii s
2.4.1. Kullanilan kimyasal maddeler...................oooiiiiiiiiiiii e,
2.4.2. Kullanilan cihazlar..............ooooiiii
2.5. Kromatografik Yontemler.............ooooeiiiiiiiiiniieiecieeeeceeee e
2.5.1. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmast................c........e.
2.5.1.1. Partisyon kromatografisi.............coevvriiiiiiniiiiineennnnnn.
2.5.1.2. Adsorpsiyon kromatografisi..............ceeiuiiiiiiiiiiii..
2.5.1.3. Boyut eleme kromatografisi ..............cocceiiiiiiiiiiiiinnn..
2.5.1.4. Tyon-degisim kromatografisi..................ccccevueiiniiiin..
2.5.1.5. Kagit ve ince tabaka kromatografisi............................
2.5.1.6. Kolon kromatografisi...........cccceviiiiiiiiiiiniininn..
2.5.1.7. Gaz kromatografisi.............coooeiiiiiiiiiiiiiie
2.5.1.8. S1vi kromatografisi..........c.cooveiiiiiniiiiiii e
2.5.2. Yiiksek performansli s1vi kromatografisi..................ooviiiiieenns
2.5.3. Siv1 kromatografisinin dayandig1 temel parametreler....................
2.5.3.1. Dagilma (Partisyon) katsayisi............ccovviiiiiiiiininnnnnn

2.5.3.2. Alikonma (Retensiyon) zamani..................oeeveeeenenann.n.

iv



2.5.3.3. Analitin go¢ hiz1 ve kapasite faktorii...........................

2.5.3.4. Segicilik faktorii ve farkl gé¢ hizlari..........................
2.5.3.5. Ayirim giicii (Rezoltisyon, RS)..........c.ooooiiat,
2.5.3.6. Kolon VErimi ........oouvuivimiiiiiinii i
2.5.3.7. Kuyruklanma Faktorii (T) ve Asimetri Faktord...............
2.5.4. Kolon performansinin optimiZasyonu .........c..eeveeereeaninennnnnnn.
2.5.5. Kolon performansina etki eden degiskenler..........................
2.5.6. Yiiksek performanslt stvi kromatografisi (HPLC) cihazi ..........
2.5.6.1. Hareketli (Mobil) faz haznesi ........ccccccoovvviiniininn.....
2.5.6.2. POmpalar .......oouiiiiiii s
2.5.6.3. Akis kontrolii ve programlama sistemleri.....................
2.5.6.4. Enjektorler.......ooooiiiiiiii e,
2.5.6.5. DedektOrler.........ooueiiiii
2.5.6.6. Kolonlar. ..o,
2.5.6.7. KaydediCl....oovviiiiiii i
2.5.7. HPLC yonteminin avantajlart ..............oooviiiiiiiiiininniennnnnnn.
2.5.8. HPLC yonteminin dezavantajlart................c.ooiiiininnn.e

2.5.9. Yiiksek performanslt s1vi kromatografisinin uygulama alanlari.
2.5.9.1. Saflagtirma ... ...cccoeeei i
2.5.9.2. Kalitatif analiz ..o
2.5.9.3. Kantitatif analiz ..............coooiiiiiiiiiii

BOLUM 3.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA. ..o,
3.1. Kromatografik Sartlar................oiiiee e
3.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi. ...........ccooevveiieiiiiniiniiciecieeee
3.3. Ticari Cozeltilerin Hazirlanmasi................coooiiiiiiii i,
3.4. Standart Ekleme Y Ontemi Kullanilarak Standart Cozeltilerinin

Hazirlanmasi. ...

3.5. Plazmal1 Standart Cozeltilerin Hazirlanmast......................... ...

3.6. Plazma Iceren Ticari Cozeltilerin Hazirlanmasi...........................

40
40
41
43
46
46
47
47
48
49
50
50
51
56
63
63
64
64
64
65
65

66
66
66
67

67
68
68



3.7. Plazmada Standart Ekleme Yontemi Kullanilarak Standart Cozeltilerinin

Hazirlanmasit ................

3.8. HPLC Yontemi ile Elde Edilen Bulgular ....................c.ci.

3.8.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmast.....................coooiiin,

3.8.2. Yontemin validasyonu .............ooeiiuiiiiiiiiiiiii e

3.8.2.1. Dogrusallik aralig1 ve kalibrasyon egrileri .................

3.8.2.2. Kesinlik ve tekrarlanabilithik .........coooviiiiiiiiiie ..

3.8.2.3. Geri kazanim

3.8.2.4. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi.................

3.8.2.5. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar..........

3.8.3. Plazma caligsmalart ..

3.8.3.1. Plazma standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi ..................

3.8.4. Plazmada yontem validasyonu .................ocoviiiiiiiiiinnnnt,

3.8.4.1. Dogrusallik aralig1 ve kalibrasyon egrileri ....................
3.8.4.2. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik ...........................o

3.8.4.3. Geri kazanim

3.8.4.4. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi..................

3.8.4.5. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar..............

BOLUM 4.
SONUCLAR......cconiieiai.

Vi

69
69
71
71
72
74
75
76
77
77
79
79
80
82
83
84

88



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

% BH
ng

LOD
LOQ
mg
mL
mM

ng
NMR

: % Bagil Hata

: Mikrogram

: Coklu akis yollar1 ve Eddy diflizyonu
: Boyuna diflizyon

: Konsantrasyon

: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi

: Diyot Array Dedektor

: Dakika

: femtogram

: Iyi Imalat Uygulamalar1

: Tabaka yiiksekligi (cm)

: Yiiksek Performansli S1ivi Kromatografisi
: Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi
: Kapasite faktorii

: Dagilma (partisyon) katsayisi

: Kolon dolgusunun uzunlugu (cm)

: Litre

: S1v1 Kromatografisi

: Gozlenebilirlik sinirt

: Alt tayin sinir1

: Miligram

: Mililitre

: Milimolar

: Deneme sayisi

: Teorik tabaka say1s1

: Nanogram

: Niikleer Manyetik Rezonans

vii



pg

Rs
RSD

=]

: Pikogram

: Korelasyon katsayisi

: Rezoliisyon

: Bagil Standart Sapma

: Alikonma zamani

: Mutlak standart sapma

: Standart Hata

: Standart Sapma

: Regresyon dogrusu egiminin standart sapmast
: Regresyon dogrusundaki kaymanin standart sapmasi
: Cizgisel hiz

: Ortalama go¢ hiz1

: Pik taban genisligi

: Secicilik katsayisi

viii



TABLOLAR LISTESI

Tablo 2.1.

Tablo 2.2.
Tablo 2.3.
Tablo 2.4.

Tablo 2.5.

Tablo 2.6.
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.

flag analizlerinde yontemlere gore degisen parametreler............... 19
Normal faz ve ters faz sivi kromatografisinin karsilastirilmast...... 28
7t faz kars1 iyon tipleri ve uygulamalart..........cccooveveeeiienienieennnn. 30
Ayrilan madde tipine gore hareketli faz pH secimi........................ 31

S1vi Kromatografik Dedektdrlerin Performanslarinin
Karstlastirtlmasl...........oooooiuiiiiieiiiiee e 52
Iyon degistirici reginelerin siniflandirilmast................ccccevruevennnn 63
HPLC-DAD sisteminde Gliseril Gayakolat standart ¢cozeltileri igin
elde edilmis istatiksel analiz sonuglar1 (212 nm’de) (n=6).............. 72
HPLC-DAD sisteminde Efedrin HCI’{in standart ¢6zeltilerinin
istatiksel analiz sonuglar1 (212nm’de) (n=6)..........cccceeevvreeereeennnenn. 72
Gliseril Gayakolat standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve gilinler-arasi
kesinlik ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglar1 (n=6)......................... 73
Efedrin HCI standart ¢ozeltilerinin giin-igi ve giinler-aras1 kesinlik

ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglart (n=6)............ccccceeevvreecrereennennn. 73

Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI i¢in elde edilen geri kazanim

4 (515453 4 (<) o DRSPS 75
Farmasotik preparatlarda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCl i¢in
elde edilen tekrarlanabilirlik degerleri (n=6).........c.ccccuervverirenenen. 75
Farmasotik preparatlarda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI igin
elde edilen geri kazanim degerleri (n=06)..........cccccveevvvrercreeenieeennnen. 76
Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar...........c..ccccceueeeee. 77

HPLC-DAD sisteminde plazmali Gliseril Gayakolat standart

cozeltileri i¢in elde edilmis istatiksel analiz sonuglar1 (212 nm’de)

HPLC-DAD sisteminde plazmali Efedrin HCI’{lin standart

iX



Tablo 3.11.

Tablo 3.12.

Tablo 3.13.

Tablo 3.14.

Tablo 3.15.

Tablo 3.16.
Tablo 3.17.

Tablo 3.18.

Tablo 3.19.

coOzeltilerinin istatiksel analiz sonuglar1 (212nm’de) (n=6).............. 80
Plazma igerisindeki Gliseril Gayakolat standart ¢ozeltilerinin giin-

ici ve giinler-arasi kesinlik ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglari

Plazma igerisindeki Efedin HCI standart ¢ozeltilerinin giin-igi ve
giinler-arasi kesinlik ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglar1 (n=6).... 81
Plazmali ortamda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCl i¢in elde

edilen geri kazanim degerleri........cccevuiiniieniienieniieieeeeee &3
Plazma igerisindeki farmasdtik preparatlarda Gliseril Gayakolat

ve Efedrin HCl i¢in elde edilen tekrarlanabilirlik degerleri (n=6)... 84
Plazma igerisindeki farmasoétik preparatlarda Gliseril Gayakolat

ve Efedrin HCl i¢in elde edilen geri kazanim degerleri (n=60)......... 84
Plazmada standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar............ 85
Standartlar igerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmis ticari
preparatlar i¢in (100pg/mL Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL
Efedrin HCI) elde edilen t-testi verileri (0=0,05, % 95 giivenle)

Standartlar igerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmis ticari
preparatlar i¢in (100 pg/mL Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL
Efedrin HCI) elde edilen F-testi verileri (0=0,05, % 95 giivenle)

Standartlar icerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmis ticari
preparatlar icin (100 pg/mL Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL
Efedrin HCI) elde edilen ANOVA testi verileri (a=0,05, % 95
giivenle) (N=12). ..o 87



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1.
Sekil 1.2.

Sekil 1.3.
Sekil 1.4.

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 2.9.

Sekil 2.10.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Gliseril Gayakolat’in agik formiilii..........c..ccceevevieriiniiienieniieienne, 4
Gliseril Gayakolat’in su icerisindeki 100 pg/mL’lik ¢ozeltisinin 4
UV SPEKIIUMUL ...ttt

Efedrin Hidrokloriir’tin agik formuilii.............cccueeevuieeeiieiniiieeeneen, 6

Efedrin HCI’iin su igerisindeki 50 pg/mL’lik ¢6zeltisinin UV

] 0113 411011 SRS PRT 6

Hareketli ve sabit fazlara gore siiflandirma............c.ccoeoeenienie. 26
Adsorpsiyon kromatografisi dengesi..............coeeiiiiiiin. 32
Tek bilesenli bir karisim i¢in tipik bir kromatogram................. 39
Rezoliisyon faktoriiniin kromatogramlara gore degisimi............. 42
Kapasite faktoriiniin ayiricilik iizerine etkisi.................ocoeiaie. 43
Teorik tabaka sayis1 hesabini gosterir kromatogram................. 44

Pik asimetri faktorii ve kuyruklanma faktorii hesabini gdsteren
Kromato@ram........c.oviuii it 46
HPLC cihazinin sematik gosterimi.............ooevuiviinennineinennn 47
Anyon ve katyon degistirici recinelerde gergeklesen ayirim
mekanizmalart............oooiiii 60
Recine tipleri: (a) Mikrogozenekli recineler, (b) Makrogozenekli

recineler, (c) Pelikular recineler, (d) Yiizeysel gozenekli

111151 (5§ D 61
90 ng /mL’lik Gliseril Gayakolat’a ait kromatogram................. 70
20 pg /mL’lik Efedrin HCI’e ait kromatogram....................... 70

47,5 ng /mL’lik Efedrin HCI ve 35 pg /mL’lik Gliseril Gayakolat
ait Kromatogram...........ooviiiiiiii i 70
HPLC-DAD sisteminde Gliseril Gayakolat’in standart

cozeltilerinin kalibrasyon €grisi........ccccveeeeeeerciveeniieeeniieesree e, 71

Xi



Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 3.10.

HPLC-DAD sisteminde Efedrin HCI’in standart ¢ozeltilerinin
Kalibrasyon €8IiST. .. .uovuueeeie it
Plazmali ortamda 80 pg /mL’lik Gliseril Gayakolat’a ait

Kromatogram. ... ....ouviuiiiiit it

Plazmali ortamda 40 pg /mL’lik Efedrin HCI’e ait kromatogram..

Plazmali ortamda 17,5 pug /mL Efedrin HCI ve 75 pg /mL’lik
Gliseril Gayakolat’a ait kromatogram.................c.cooviiinine..
HPLC-DAD sisteminde plazmali ortamda hazirlanan Gliseril
Gayakolat ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi...........................
HPLC-DAD sisteminde plazmali ortamda hazirlanan Efedrin

HCI ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi...........ocveveviiiiiiinnin...

Xii



OZET

Anahtar kelimeler: Gliseril Gayakolat, Efedrin HCI, Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi

Bu calismada, soguk alginligi ilaglarinda yaygin olarak kullanilan Gliseril Gayakolat
ve Efedrin HCI etken maddelerinin hem farmasotik preparatlarda hem de insan
plazmasinda RP-HPLC-DAD (ters faz-yiiksek performansli sivi kromatogrfisi-Diyod
siral1 dedektorle) teknigiyle bir tayin yontemi gelistirilmesi planlanmistir. Bu amacla,
bu iki etken maddeyi igeren ticari bir ilacin (Pedrin surup, 100 mg Gliseril Gayakolat
ve 15 mg Efedrin HCI/5 mL) in-vitro olarak insan plazmasindaki miktar tayini i¢in
basit, hizli, tekrarlanabilir, hassas ve ekonomik bir DAD (Diyod Array Detector)
dedektorli  HPLC (Yiikksek Performansli Sivi  Kromatografisi) yoOntemi
gelistirilmistir.

Her iki etken maddeyi ayn1 anda analiz edebilen bu miktar tayini yonteminin hem
farmasotik preparatlarda ve hem de sivi-sivi ekstraksiyonuna gerek kalmadan insan
plazmasindaki uygunlugu belirlendikten sonra, validasyon islemi yapilmistir.
Validasyon sirasinda 6zgiinliik, secicilik, dogruluk, geri kazanim, tekrarlanabilirlik
gibi parametreler belirlenmis ve sonugclar istatiksel olarak hesaplanmistir.
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SYRUP DOSAGE FORMS OF A BINARY MIXTURE AS THE
QUANTITY AND CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF
HUMAN PLASMA

SUMMARY

Key Words: Ephedrine HCI, Guaifenesin, High Performance Liquid
Chromatography

In this study, the development of a new quantitative determination method with RP-
HPLC-DAD (reverse phase-high performance liquid chromatography-Diyod array
detector) technique was planned both in pharmaceutical preparations and human
plasma for Ephedrine HCI and Guaifenesin active ingredients widely used in cold
medicines. For this purpose, simple, rapid, reproducible, sensitive and economical
with a DAD (Diyod Array Detector) detector-HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) method was developed for the quantitative determination as in-
vitro in human plasma of a commercial drug.

At the same time, analytical method validation process was made after development
of analysis both in pharmaceutical preparations and in human plasma without the
need for liquid-liquid extraction of this quantitative determination method that could
be analyzed simultaneously both active substances. During the validation, all the
parameters were determined such as selectivity, specificity, accuracy, recovery,
repeatability and the results were evaluated statistically.
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BOLUM 1. GIRIS

Ilag, tipta kullanilan ve biyolojik etkinligi olan (biyoaktif) saf bir kimyasal maddeyi
ya da ona esdeger olan bitkisel veya hayvansal kaynakli, standart miktarda aktif
madde iceren bir karisimi ifade eder [1]. Ilaglar her ne kadar 1zdiraplar1 dindiren,
hastalik belirtilerini ortadan kaldiran bir arag¢ ve tedavinin vazgecilmez bir unsuru
olsalar da, organizma icin disaridan verilen yabanci bir madde olduklarim
unutmamak gerekir. Unlii bilgin Paracelsus (1493-1541)’un dedigi gibi: ‘Her ilag
zehirdir, higbir madde yoktur ki zehir olmasin; ilact zehirden ayiran dozdur.” Onemli
olan bu zehirin ne 6l¢iide, nasil bir denetimle ve ne amagla kullanildigidir. flag dogru
ve yerinde kullanildiginda yararli olabilmekte, aksi takdirde sagliga oldugu kadar,

sosyal ve ekonomik zararlara da yol acabilmektedir [2].

[laglarin siiflandirilmasi, kimyasal yapi, etki yeri ve kullanim amaci gibi kriterlere
gore yapilmaktadir. Mesela, agr1 kesmek i¢in kullanilan analjezik ilaglar (analjezi ya
da agr1 duyumsamama) veya cerrahi girisime elverigli tam bir duyusuzluk durumu
olusturmak i¢in kullanilan anestezik ilaglar bunlara 6rnek olarak verilebilir. Ayrica
bunlarin disinda, soguk alginligi, grip gibi ¢esitli iist solunum sistemi hastaliklarinin

tedavisi i¢in kullanilan ilaglar da bulunmaktadir.

Ust solunum yollarinda gériilen hastaliklarin biiyiik bir béliimiinde oldugu gibi,
soguk alginliginda da hastalik viriisler tarafindan olusur [3]. Soguk alginligi hafif
kirginlik, burun akintisi, hapsirma gibi belirtileri ile kendini gdsteren, cok fazla
halsizlige yol agmadigindan dolay: yatak istirahati gerektirmeyen bir hastaliktir ve
grip ile kesinlikle karigtirlmamalidir. Grip ise, influenza adi verilen bir viriis
tarafindan olusturulan, ani olarak 39°C iizerinde ates, siddetli kas ve eklem agrilari,
halsizlik, bitkinlik, titreme, bas agris1 ve kuru oksiirlik gibi belirtiler ile baglayan bir
enfeksiyon hastaligidir. Daha sonra hastalik tablosuna bogaz agrisi, burun akintisi,

hapsirma, gozlerin akmasi ve kanlanmasi gibi belirtiler de eklenir ve baz1 vakalarda



da karin agrisi, bulanti, kusma goriilebilir. Atesin 39°C’nin iizerinde olmasi, siddetli
kas agrilar1 ve halsizlik nedeniyle hastaligi ayakta ge¢irmek olanaksizlasmakta ve
hastalar1 mutlaka 3-7 giin yataga mahkum etmektedir. Yaklasik bir hafta i¢inde
belirtiler kaybolmakta, ancak halsizlik belirtilerin kaybolmasindan sonra da devam

etmekte, hatta 2 hafta kadar siirebilmektedir [4].

Soguk algmlig1 ve grip virlisleri, insanlara baglica iki yol ile bulasirlar. Bunlardan
birincisi ‘damlacik enfeksiyonu’ adi verdigimiz yoldur. Toplum i¢indeki bulaglarda
en ¢ok bu yol ile insanlarin hastalik etkenlerine maruz kaldiklarin1 gérmekteyiz.
Damlacik enfeksiyonu tipindeki bulas seklinde, viriis kaynagi, basta burun olmak
iizere, hasta insanlarin st solunum yollaridir. Bu kisilerin bogaz ve burun
salgilarinda bulunan viriisler, konusma, nefes alip-verme, 6zellikle de Oksiirme ve
aksirma sirasinda ¢evreye yayilir. Bu sekilde havaya gegen ve gozle goriillemeyecek
kadar kiiciik olan damlaciklar, tasimakta olduklar1 viriisleri saglam kisilere
bulastirirlar. Hastalik etkenleri tasiyan bu damlaciklarin 6nemli bir 6zelligi; kapal
ortamlarda (0rn; tiyatro, sinema salonlari, dershane gibi) yaklagik 3 saat kadar
havada asili kalabilmeleri ve bu sayede dolayli yoldan, yani hasta kisiyle dogrudan
temas olmaksizin {ist solunum yolu enfeksiyonlarinin bulasmasinda rol

oynamalaridir.

Ikinci bulasma yolu, hasta kisilerin burun ve bogaz salgilariyla temas sonucu
gerceklesir. Bu durumda hastalik etkenlerinin yayilmasinda, hasta kisilerin ellerine
bulagsmis solunum yolu salgilarina temas 6nem kazanir. El sikismak, hastalara ait
mendil vb. gibi maddelere dokunmak veya hastalarin dokunduklar1 kapit kollarina

temas gibi fiiller, hastaligin dolayli yoldan bulasmasina 6rnek olarak verilebilir.

Oksiiriik hava yollarinin temizlenmesine yonelik refleks bir davranistir. Cogunlukla
rahatsiz bir sesin ¢ikmasina neden olacak havanin sert ve siddetli bir sekilde disari
verilmesiyle sonuglanir. Hava yollarindaki tikanikliga toz, duman, gaz, g¢esitli
yiyecekler ya da bagka bir yabanci cisim sebep olabilir veya bunlar viral enfeksiyona
da (hava yollarimin iltihabina) yol acabilir ki bu sorunu daha da kotiilestirir.
Oksiiriigiin ¢ok cesitleri vardir, ama iki kategoride toplanir; prodiiktif (balgaml

oOksiiriik) veya nonprodiiktif (kuru oksiiriik). Prodiiktif bir oksiirigli akcigerlerdeki



sivi sekresyonlarini uyuyarak gevseten bir ekspektoranla tedavi edebilirsiniz.
Nonprodiiktif bir oksiiriik i¢in ise beyindeki oksiiriik refleksine etkili bir baskilayici
(supressan) ajan kullanmak gerekebilir. Basitge Oksiirme gereksinimine direnmek
faydali olabilir. Cikartilacak balgam varmis gibi hissetmenize yol agan yanilgi
nonprodiiktif oksiirige, agrili nefes borusuna ve ileri rahatsizlia neden olabilir [3].
Sikca rastlanilan hastaliklardan biri olan soguk alginligini tedavi etmek maksadiyla
glinlimiize kadar pek ¢ok farkli tiirde (kapsiil, tablet, enjeksiyon, surup v.b.) ilag
iretilmistir. Bugiin i¢in piyasada bulunan ve kullanilan ticari ilaglardan bazilarini ve

ozellikle de oksiirlik surubu olan cinslerini siralamak gerekirse:

— Brodil surup

— Pedrin surup

— Benil Ekspektoran Oksiiriik Surubu
— Gayaben Surup

— Bromeksin Surup

— Bronkoflu Surup

— Antipeksin Surubu siralayabiliriz [5].

Bunlarin i¢inde Ozellikle soguk alginliginda ¢ok¢a kullanilan etken madde

karigimlarindan ikisi Gliseril gayakolat ve Efedrin hidrokloriir’diir.

1. 1. Gliseril Gayakolat

1.1.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

3-(2-metoksi-fenoksi)-propan-1,2-diol; gayakol gliseril eter, gaifenezin ve
guaifenesin, gliseril gayakolat’in diger adlaridir. Kapali formiilii ise C;oH;404’dur.
Molekiil agirlg: ise 198,22 dir. Erime noktas1 ise 77-81°C iken, kaynama noktas1 215
°C (19 mmHg)’dir [10]. Gliseril gayakolat’in yapisal formiilii ise Sekil 1.3.’de

goriilmektedir.
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Sekil 1.1. Gliseril Gayakolat’in agik formiili

Gliseril gayakolat’in su igerisinde UV spektrumu alindiginda, 272 nm’de bir

maksimum verdigi goriilmektedir (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.2. Gliseril Gayakolat’in su igerisindeki 100 pg/mL’lik ¢dzeltisinin UV spektrumu

1.1.2. Gliseril gayakolatin farmakolojik etkisi

Gayakol’un gliserolla yaptig1 esterdir. Brons salgisini, bezler tizerindeki direkt etkisi
ile stimiile eder. Ekspektoran olarak eriskinlerde giinde 4 kez 200 mg dozunda
verilmesi tavsiye edilir. Gliseril gayakolat, solunum yolundaki mukoza salgisini
arttirmak suretiyle birikmis balgami sulandirip yapiskanligini azaltarak disartya
atilmasinmi kolaylastirir. Yiiksek dozda bulanti, kusma ve uyusukluga neden olabilir
ve santral kas gevsetici etkisi de vardir. On iki yasindan kiiciiklerde kullanilmasi
tavsiye edilmez. Bu ilaci alanlarda idrarda 5-HIAA ve VMA testleri yanlis pozitif

sonu¢ verir. Gayakol da aymi dozda ekspektoran olarak kullanilir. Potasyum



gayasulfonat (tiokol) ekspektoran olarak kullanilirsa da insanlarda yapilan

denemeler, belirgin bir etkisinin olmadigini1 géstermistir.

1.1.3. Endikasyonlari

Bogmaca, kizamik, iisiitme ve gripal ¢ocuk Oksiiriikleri; akut ve kronik bronsit,
anfizem ve bronkospstik solunum yolu hastaliklar1 ile olusan reversibl
bronkospazmalarin septomatik tedavisi; pndmoni, bronkopndmoni, bronsit, trakeit,
anfizem, brongektazi, akciger sklerozu gibi solunum yolu hastaliklar1 6kstirtiklerinin
tedavisinde yardimci olarak; siddetli olmayan astma bronsialde kronik sekilde akut
ndbetlerde Onleyici olarak; sigara icenlerde, tozlu yerlerde calisanlarda goriilen tahris

okstirtiklerinde endikedir.

1.1.4. Kontrendikasyonlari

Koroner arter hastalii, kardiyak aritmisi gibi ciddi kalp hastaligi olanlar, ileri
derecede prostat hipertrofililer, hipertansiyonlui treotoksikozlu, dar acili glokomlu
hastalar, serebrovaskiiler yetmezligi olanlar bu ilac1 kullanmamalidir.

1.1.5. Yan etkileri ve ilac etkilesimleri

Yiiksek dozlarda mide bulantisi, kusma, terleme, tasikardi, idrar zorlugu, yorgunluk
hissi ve uykusuzluk yapabilir. Kan basincinda yiikselme yapabilir. Ergomtrin,
metiergometrin ve oksitosin ile birlikte kullanilmasi ile hipertansiyon, digitalis

glikozitleri ve halotan ile birlikte alindiginda kalp ritmi bozukluklar1 ortaya ¢ikabilir
(2, 8].

1.2. Efedrin HCI1

1.2.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

(1S,25)-2-metillamino- 1-fenilpropan-1-ol ~ hidrokloriir’iin ~ kimyasal  formiilii

CsHsCH[CH(NHCH3)CH3]OH-HCI, molekiil agirhg ise 201,70’dir [6]. Efedrin



Hidrokloriir’tin (C;oH;sNO) yapisal formiilii ise Sekil 1.1.’de gosterilmistir. Renksiz,
kokusuz ya da sadece amin kokusunda, aci lezzetli beyaz billuri bir bilesiktir.
Karakteristik reaksiyonlar gostermektedir. Efedrin suda az; etanol, eter ve
kloroformda ise ¢ok c¢oziiniirken, Efedrin Hidrokloriir ise suda kolay ¢oziiniir.

Efedrin hidrokloriir’iin erime noktasi 182-186 °C’dir [7].

CH,
HiC .. NH

iZiH

Sekil 1.3. Efedrin Hidrokloriir’{in agik formiilii

Efedrin HCI’in su igerisinde UV spektrumu alindiginda, 256 nm’de bir maksimum

verdigi goriillmektedir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.4. Efedrin HCI’iin su igerisindeki 50 pg/mL’lik ¢ozeltisinin UV spektrumu

1.2.2. Efedrin Hidrokloriiriin farmakolojik ozellikleri

Cin’de en az iki bin yildan beri halk ilaci olarak kullanilan Ephedra tiirii bir bitkiden

elde edilmistir. Periferik etkinliginin niteligi bakimindan adrenaline benzer; ancak



gravimetrik etki giicii adrenaline gore diisiiktiir; fakat etki siiresi daha uzundur. ilk
olarak 1920’lerde elde edilmis olan bir alkaloiddir. Bronkodilatérler sinifina girer.
Bronkodilator ilaclar, brons ve bronsiyollerin diiz kaslarini gevsetmek suretiyle hava
yollarinin  resistansin1 ~ diisliren ilaglardir. Bronkodilatorlerin  tiimiine yakini
feniletilenamin tlirevidirler. 3,4-dihidroksifeniletilenamin tiirevleri veya diger adiyla

katekolaminler sadece direkt etki gosterirler.

Efedrin, spinal anesteziye veya epidural anesteziye bagli hipotansiyonun diizeltilmesi
icin mL’de 3 mg ilag iceren seyreltilmis soliisyonu yavas i.v. injeksiyonla 9 mg’a
kadar wverilir ve gerekirse 3-4 dakikada bir tekrarlanir (maksimum 30 mg).
Nazaldekonjestan sprey veya burun damlas: seklinde % 0,5’lik (bebeklerde ve kiiglik
cocuklarda % 0,25’lik) soliisyonu olarak kullanilir. Akut bronsit olgularinda
kullanilan antitusif formiilasyonlara katilabilir. Ila¢ olarak siilfat veya hidrokloriir
tuzu kullanilir. Psikomotor stimiilan etkisi nedeniyle keyif verici olarak kotiiye

kullanilabilir.

Efedrin HCI, bronglardaki beta reseptorlerinin sitimilasyonu sonucu astim, bronsit,
amfizem ve bronsektazi gibi hastaliklarda brong diiz adalesini gevsetmek suretiyle
gosterdigi bronkodilator etkiyle hastalarin daha rahat nefes almasini saglar. Ayrica

solunum yolu konjestiyonunu giderir [8].

1.2.3. Yan etKkileri

Pseudoephedrin ve Fenilpropanolamin oral yolla verilir ve hem o-1 hem de a-2
adrenoseptor agonist aktiviteleri bulunur. Ephedrin'in ayrica B adrenoseptorler
iizerine etkisi de vardir. Fenilefedrin topikal olarak kullanilir ve a-1 adrenerjik
reseptor aktivitesi vardir. Kasinti, aksirik veya nazal sekresyon iizerine etkisi yoktur.
Fenilefedrin, fenilpropanolamin ve guaifenesin'in kombinasyonu plasebo ile
karsilastirildiginda minimal yan etki ile beraber énemli 6l¢lide nazal semptomlari
azalttigi gosterilmistir. Acrivastine ile beraber psodoefedrinin kombinasyonu
mevsimsel allerjik rinitte plaseboya ve yalniz ps6doefedrin kullanimina oranla ¢ok

daha etkili oldugu gozlenmistir.



Adrenoseptor agonistlerinin sistemik kullanimi sonucu; yorgunluk hali, ajitasyon,
uyku bozukluklari, tasikardi, angina pektoris, hipertansiyon, bas agrist ve stk mixion
gibi yan etkilerle sonuglanabilir. Oral adrenoseptdr agonistleri koroner kalp hastaligi,

tirotoksikozis, glokom ve diabetli hastalarda kullanilmamalidir [2, 9].

1.3. Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI

Guaifenesin (Gliseril Gayakolat)/Efedrin balgam soktiiriicii ve bronglar1 genisletici
bir kombinasyondur. Efedrin brong kaslarini gevseterek bronslart genisletir. Ayrica
burun koridorlarindaki damarlar1 sikar ve sismeyi azaltir. Guaifenesin ise hava
yollarindaki mukusu (siimiik) gevsetir, yapiskanligin1 azaltir ve disar1 daha kolay
atilmasin1 saglar. Guaifenesin/Efedrin bdylece daha rahat nefes almayi saglar ve
oOkstirtikleri daha verimli hale getirir.

Guaifenesin/Efedrin kombinasyonu asagidaki durumlar ile ilgili bir ilagtir:

— Sigara i¢enlerde ve tozlu yerlerde ¢alisanlarda goriilen oksiiriik,

— Soguk alginligi, grip, bogmaca ve kizamik ile birlikte goriilen oksiiriik,

Bazi solunum yolu rahatsizliklar1 ile birlikte goriilen Oksiirik ve solunum
yollarinda tikanma (zatiirre, bronsit ve diger solunum yolu rahatsizliklar1),

— Siddetli olmayan nefes darli§inda goriilen ndbetleri 6nleme.

1.3.1. Gliseril Gayakolat /Efedrin’in yan etkileri

Alerjik reaksiyon belirtileri olan su sikintilardan herhangi bir ya da birkagina
sahipseniz acil saglik yardimi aliniz: iirtiker (kurdesen); nefes almada zorluk; yiizde,
dudaklarda, dil ya da bogazda siskinlik gibi. Su sekilde ciddi durumlar da goriilebilir
ki bunlar; idrar yapma zorlugu, hizli veya diizensiz kalp atislari, ani hastalik nobeti
(sara gibi), titreme. Daha hafif yan etkiler de goriilebilir ki bunlar; bulanti, kusma,

karin agrisi, istah kaybi, basagrisi, sinirlilik, uykusuzluk [5].



1.4. Literatiirde Yapilan Calismalarin Ozeti

Adnan Manassra et. al. [11] tarafindan sivi dozaj formlarinda bulunan psedoefedrin
HCI, kodein fosfat ve triprolidin HCI tgli karistmimin HPLC UV ile bir arada
belirlenmesi i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Sabit faz olarak C,s kolon ve mobil
faz olarak metanol:asetat tamponu (pH=6,9) ve asetonitril karigiminin (85:5:10, v/v)
kullanildigi bu yontemde, akis hiz1 1,5 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 5 pL alinmis ve
254 nm dalga boyunda tiim kromatogramlar alinmistir. Kisa zamanda, hizli ve basit

bir izokratik eliisyon gergeklestirilmistir.

M.R.Louhaichi et. al. [12] tarafindan psddoefedrin, feniramin, guaifenesin, prilamin,
klorfeniramin ve dekstrometorfan karisimini i¢eren grip ve soguk alginligi ilaglarinin
kantitatif tayini icin gelistirilen yontemde HPLC kullanilmistir. Bu bilesiklerin Cig
kolonda ayrilmast 13 dk’da gergeklestirilmistir. Metanol-dihidrojenfosfat
tamponundan (pH=3) (45:55, v/v) olusan izokratik mobil faz sistemi ile ¢alisiimis ve
220 nm de, 1 mL/dk akis hizinda tiim Slgiimler alinmistir. Kalibrasyon iglemleri igin
elde edilen kalibrasyon dogrular1 0,998’den daha iyi korelasyon katsayilari
gostermistir. Bu bilesiklerin farkli formlardaki grip ve soguk algmlhig: ilaclarinda
(surup, kapsiil, tablet ve sase v.b.) rutin analizleri i¢in bu ydntem basar1 ile

uygulanmuistir.

Habib Bagheri et. al. [13] tarafindan idrar numunelerinde efedrin’in HPLC-UV ile
belirlenmesi i¢in sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Toluen/benzen
(50:50, v/v) karisimi iginde ilk ekstraksiyon yapilmis, analit organik fazda asili
kalmis asidik mikrodamla ¢ozeltisi (pH=2) i¢ine geri ekstrakte edilmistir. Daha sonra
ekstrakt HPLC sistemine direk olarak enjekte edilmistir. 0,01-50 mg/L araligindaki
kalibrasyon egrisi i¢cin 0,998 regresyon katsayisi elde edilmistir. LOD ve LOQ
sirastyla 5 ve 10 ug/mL olarak bulunmustur. Yontem, 5 mg’lik tek bir oral ilag dozu

tatbikinden sonra idrar numunelerindeki efedrin’in belirlenmesi i¢in uygulanmustir.

Alaa El-Gindy et. al. [14] guanifenesin, desktro metofan HBr, sodyum benzoat, fenil
efedrin HCI, klor fenilamin maleat, butil parapen (karisim 1) efedrin HCl ve

difenhidramin HCI (karisim 2) igeren ¢oklu karisimhi iki farkli ilacin HPLC ve
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spektrofotometrik metotlarla belirlenmesi i¢in yeni bir metot gelistirilmislerdir.
Karigim 1, asetonitril: 10 mM potasyum dihidrojen fosfat (pH=2,7) (40:60, v/v)
iceren mobil faz karisimi bir ODS kolonu kullanilarak 214 nm’de UV detection ile
belirlenmistir. Karisim 2 ise siyanopropil kolon kullanilarak asetonitril: 12 mM
amonyum asetat (pH=5) (40:60, v/v) iceren mobil faz karisimi ile HPLC’de analiz
edilmistir. Sonuclar, MATLAB 5 kullanilarak PLS-1, PCR kemometrik metotlari ile
analiz edilmistir. Ayrica ¢ift 151l UV-visible spektrofotometrede 2 nm’lik spekral
bant genisligi ile 280 nm/dk tarama hizinda spektrumlar alinmistir.

Mehdi Ansari et. al. [15] tarafindan teofilin ve guaifenesin igeren bir surup ig¢in
HPLC, tiirev spektrofotometrik ve tilirev ratio spektrofotometrik metotlar
gelistirilmistir. C;g bir kolonda izokratik ters-faz sivi kromatografisi ile metanol:su
(40:60, v/v) (pH=3,0) mobil fazi igerisinde biitiin aymrimlar gerceklestirilmistir.
Kafein internal standarti kullanilarak, 280 nm’de biitiin maddeler belirlenmistir.
Kalibrasyon caligmalar1 i¢in 6,9-20,1 pg/mL araliginda teofilin ve 3,7-11,1 pg/mL
araliginda guaifenesinin kalibrasyon dogrulart olusturulmustur. En az % 99,5
oraninda geri kazanim degerleri elde edilmistir. Spektroskopik c¢aligmalar igin de
biitlin Olgtimler 2. Tiirev spektrofotometrisi ile ve 1. ve 2. tiirev ratio

spektrofotometresi ile alinmustir.

Martha L. Gay. et. al. [16] efedrin alkaloidleri ve sinefedrinin belirlenmesi i¢in sivi
kromatografisi-tandem mass spektrometresi metodunu kullanmiglardir. Sinefedrin ve
efedrin alkaloitleri tirtinlerden ekstrakte edilerek Slgiilmiistiir. Sinefedrin, efedrin ve
psodoefedrin belirlenerek mukayese edilmistir. % 2 asetik asit 4 mM amonyum

asetat ve % 3 asetonitril den olugan mobil faz siv1 kromatografi sistemine verilmistir.

Xiaoyan Chen, et. al. [17] tarafindan insan plazmasinda parasetamol ve guaifenesinin
bir arada belirlenmesi i¢in hassas bir LC-TMS metodu gelistirilmistir. Dietileter-
diklorometan (3:2, v/v) karisimi ile plazma numuneleri ekstrakte edilmis ve internal
standart olarak ozalmid kullanilarak, C;g kolonda numuneler analiz edilmistir. 0,05-
20 pg/mL parasetamol icin ve 5-2000 ng/mL ise guaifenesin olarak konsantrasyon
araligr igin secilmistir. Metot basarili olarak c¢oklu karisim bir oral tablette

uygulandiktan sonra farmakokinetik bir ¢aligma gergeklestirilmistir.



11

Darryl J . Hood. et. al. [18] tarafindan kodein fosfat, efedrin HCI ve klorfenilamin
maleat iceren bir sofuk alginligi surubu formiilasyonu i¢in hizli bir LC
kromatografik metot gelistirilmistir. Zorbaks XDB Cs kolon kullanilarak, metanol-
glasiyal asetik asit- trietilamin (980:15:6, v/v) ve su-glasiyal asetik asit- trietilamin
(980:15:6, v/v) iceren iki ayr1 mobil faz sisteminde gradiyent eliisyon ile ayirim
gerceklestirilmistir. UV absorbas dedektorii ile 254 nm’ de biitiin 6l¢iimler alinmustir.

Daha sonra metot valide edilmistir.

Ziihre Sentiirk. et. al. [19] tabletlerdeki teofilin ve efedrin HCl miktarlarini ratio-
spektro spektrofotmetresi ve LC kromatografisi ile analiz etmislerdir. Bu ikili
karisimin absorpsiyon spektrumlari sirasiyla 231,8 ve 250,3 nm’de alinmistir. Tiirev
spektrofotometresi g¢aligmalart ig¢in 1. tiirev metodu kullanilmistir. Bir ters-faz
kolonunda metanol:su (40:60, v/v) (pH=3) mobil faz karigimi kullanilarak 217 nm’de
sivi kromatografi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Teofilin i¢in 5-150 ug/mL efedrin
icin ise 15-75 pg/mL  konsantrasyon araliklarinda lineerlik caligmalar

gerceklestirilmistir.

Nevin Erk, [20] efedrin HCI ve teofilinin farmasotik formiillerde diferansiyel tiirev
spektroskopisi ile belirlenmesini gerceklestirmistir. Tiirev spektrofotometresi metodu
bu ikili karisim i¢in sifir ¢aprazlama ol¢iim teknigi ile yapilmustir. 1. tiirev degerleri
sirastyla 262,4 nm ve 256,3 nm’de Ol¢iilmistiir. Bu ¢alisma, ikili karigimin ¢oziicii

ekstraksiyonsuz belirlenmesini saglamistir.

Dragana Boberic -Borojevic et. al. [21] tarafindan efedrin HCI, teofilin, papaverin
HCI ve hidrokzin HCI tabletlerindeki ¢oklu karisim RP-LC’de analiz edilmistir.
Nukleosil C;s kolonda gradiyent eliisyon ile 220 nm ve 240 nm’de ayirimlar
gergeklestirilmistir.  Asetonitril-su (5:95, v/v) (pH=2,40) mobil faz karisim

kullanilarak 1,5 mL/dk akis hizinda tiim lglimler alinmustir.

Nobuyuki Okamura, et. al. [22] tarafindan efedrin, psddoefedrin, norefedrin ve
metilefedrin karistmini igeren kampo ilaglarinin HPLC ile analizi yapilmistir.

Analizler, Wakosil C;3 kolonda su, asetonitril ve sodyum dodesil siilfat (65:34:0,4)
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mobil faz karisimi ile izokratik eliisyon yapilarak, 1 mL/dk akis hizinda ve 210
nm‘de UV belirlemesi ile 25 dk’da gerceklestirilmistir.

Feyyaz Onur ve Nevin Acar, efedrin HCI'lin farmasétik preparatlarda dordiincii tiirev
UV spektrofotometresi ile miktar tayinini gergeklestirmislerdir. Numuneler 0,1 N

HCl igerisinde ¢oziilmiistiir. 200-280 nm arasinda biitiin spektrumlar alinmistir [23].

Bu calisma ile literatiirde mevcut bulunan g¢alismalardan farkli olarak, Gliseril
Gayakolat (Guaifenesin) ve Efedrin HCIlin ikisinin bir arada miktar tayini
gerceklestirilmistir. Bu maksatla, Gliseril Gayakolat ve Efedrin Hidrokloriir igeren
ticari bir ilacin (Pedrin surup, 100 mg Gliseril Gayakolat/SmL ve 15 mg/5mL Efedrin
Hidrokloriir), metanol ¢oziicii ortaminda stok c¢ozeltileri hazirlanarak, bu stok
cozeltilerden bir seri standartlar hazirlanmig ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
Farmasotik preparatlarda (surup dozaj sekillerinde) ve ayn1 zamanda insan plazmasi
numunelerinde, in-vitro olarak (canli disinda) numuneler iizerlerine spike edilerek
(siringa ile iizerine katarak) yapilan bu yeni miktar analizi c¢aligmasi ile basit,
ekonomik, hizli, kesin, spesifik, tekrarlanabilir ve hassas bir DAD dedektorlii ters
faz-HPLC (Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi) metodu gelistirilmistir. Daha
sonra, gelistirilen bu yontemin plazma diizeylerinin istatistiksel olarak
karsilastirilarak ~ degerlendirmesi i¢in de, biyoanalitik yontem validasyonu
yapilmistir. Gelistirilen metot, Efedrin HCI ve Gliseril Gayakolat’in ikisinin bir arada
bulunarak, ayni anda analizinin RP-HPLC-DAD metodu ile gergeklestirildigi
literatlirdeki ilk ¢aligmadir. Ayrica literatiirde bugiline kadar, sadece bu iki etken
maddenin bir arada HPLC ile analiz edildigine ve plazma ortaminda sivi-sivi

ekstraksiyonsuz bir miktar analizi calismasi yapildigina rastlanilmamaistir.



BOLUM 2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Biyoyararlanim ve Biyoesdegerlik

Biyoyararlanim, sistematik etki yapmasi acisindan bir ilagtan viicudun ne kadar
yararlandiginin somut bir 6l¢iisiidiir [8]. Ayn1 zamanda, biyoyararlanim bir ilacin
uygulanan dozaj seklinden, genel dolasima gecis hiz ve derecesi olarak da ifade
edilebilir.. Biyoyararlanim standartlarinin ve testlerinin temel amaci, 6nerilen ilaci
alan bir hastanin, gercekten Onerilen ilaci, Onerilen dozda ve Onerilen sinirlar

icerisinde aldigindan emin olmaktir [24].

Biyoesdegerlik ise ayni etken maddeyi veya maddeleri iceren iki farkli miistahzarin,
bu madde veya maddelerin ayni miktarini, ayni tiirden farmasotik sekil icinde veya
karsilastirilabilir standartlara uyan farmasoétik sekil tiirleri iginde igermeleri kosuluna
baghdir [25]. Biyoesdeger ilag, ayn1 deneysel kosullarda, tek doz veya cok doz
olarak, ayn1 molar dozda uygulandiginda, biyoyararlanimlar1 (absorbsiyon hiz ve
derecesi) arasinda anlamli bir fark olmayan farmasotik esdeger ve farmasotik
alternatif dozaj sekilleridir. Absorbsiyon dereceleri ayn1 veya kiyaslanabilir olmasina
karsin absorpsiyon hizlar1 farkli olan ilaglarda, absorbsiyon hizlarindaki farklar
terapotik yonden maksatli yapilmis ve 6nemli degil ise, etiketinde de bu konuda

aciklama bulunmasi kosulu ile terapdtik olarak esdeger kabul edilebilirler [24].

Amerika ve Avrupa’nin hemen her {iilkesinde, gerek yeni buluslarin ve gerekse
bunlarin jeneriklerinin biyoyararlilik ve biyoesdegerlik bakimindan kontrol edilmesi
gerekliligini kabul edilmistir. Bu dogaldir, ¢iinkii yeni buluslarin tedavi edici
miidahaleleri ve dozajlari, bu ilaglarin biyoyararliliklar: {izerine insa edilmekte ve

jenerik ilaclarin ayni tedavi edici etkiyi gostermeleri beklenmekte ve aranmaktadir.
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Biyoesdegerlik bilindigi gibi tedavinin orjinal ilagtaki gibi olmasinmi belirlemek i¢in
uygulanir. Burada iki unsur vardir: Birincisi jenerik ilag piyasaya verildiginde,
orjinal ilagla biyoesdeger olmalidir. ikincisi ise jenerik ila¢ émrii bitinceye kadar,
yani son kullanma tarihine kadar orjinal ilacla biyoesdegerligini devam ettirmelidir.
Bunun tespiti i¢in genis bir literatiir taramasi yapilmali, klinik bulgular toplanmali,
teknik gelistirme yapilmali, iiretim, kalite kontrol v.b. gibi orjinal firmanin veya
referans etken maddelerin veya kullanilacak etken maddenin karsilagtirmasi

yapilmali ve bu maksatla fiziksel, kimyasal ve biyolojik denemeler yapilmalidir [25].

2.2. Validasyon

Validasyon, iiriin kalitesine etki edebilecek tiim imkan ve islemlerin 6nceden
belirlenmis spesifikasyonlar1 saglayacak sekilde islendigini garanti altina almak

amaciyla yiiriitiilen caligmalardir [26].

Validasyon;

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

— Kaliteyi giivence altina alir, degiskenligi en aza indirger.

— lyi kontrol edilmis, giivenilir prosesler olusmasin1 saglar. Ciinkii kimyasal
sonuglardan elde edilen bilgiler giivenilir olmalidir.

— Cihaz ve prosesler hakkinda daha iyi bilgi sahibi olunmasini saglar.

— Bozuk ¢ikan malin imhasi, yeniden islem goérmesi, yeniden numune alinmasi,
ekstradan analiz yapilmasi gibi olaylardan dolay1 maliyeti azaltir.

— Verimliligi arttirir.

— Organizasyon i¢inde bulunan birimlerdeki koordinasyon, iletisim ve bilgi

akisini arttirir.

Validasyonun temel islemleri, aslinda yapilan tiim isi tanimlamaktir. Ayni zamanda,
tanimlanan islemi kanitlamak ve bu kanitlanan bulgulart tekrarlayip, sonuglari
yorumlamaktir. Validasyon islemi, tiim {riinlerin kalite kontrollerine uygulanabilir.
Ulkemizde validasyon islemi genellikle ilag sektoriinde genis uygulama alam

bulmaktadir.
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[lag endiistrisinde uygulanan validasyon gesitleri:
— Temizlik yontemleri validasyonu
— Analitik yontem validasyonu
— Makine / Cihaz validasyonu

— Proses validasyonu

Temizlik isleri validasyonu; imalat alaninda bulunan tiim imalatla ilgili cihazlarin

temizlenmesinde uygulanacak olan validasyon iglemleridir.

Analitik yontem validasyonu; analitik prosediiriin kalitatif ve kantitatif olarak dogru

sonuclar verdigini belirleyen ¢aligmalardir.

Cihaz validasyonu; cihazin dogru bir sekilde calisip ¢alismadigini, fonksiyonlarin
dogru bir sekilde yerine getirip getirmedigini goézlemlemek amaciyla yapilan

calismalardir.

[lag proses validasyonu; spesifik olarak bir iiriiniin arastirma kademesinden son iiriin

haline gelene kadar gecen siirede yapilan validasyondur [27].

2.3. Analitik Yontem Validasyonu

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

kullanilacak olan tiim parametreleri ve yapilacak tiim islemleri tanimlar [26].

Y ontem validasyonu hazirlanirken dikkat edilmesi gereken hususlar sunlardir.;

a. Yontem validasyonu, rutin ¢alismalarda kullanilan Ornek, reaktif veya
standartlarin laboratuardaki deneyimlerini gostermeli,

b. Kullanilan reaktifler ve standartlar, bilesenin saflif1 ve dogrulugu icin kontrol
edilmeli,

c. Bir validasyon plani hazirlanmali ve adim adim hangi asamalarin yapilacagi

belirtilmeli,
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Ozel bir yontemin validasyonu; drnekler ya da bilinmeyen drnek ile aym 6zellik
gosteren standartlarla laboratuar deneylerinde ¢alisiimali, hazirlik ve yiiriitme ve
validasyon protokolii izlenmeli,

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

Her validasyon ¢aligmasi sirasinda yontem anahtar parametreleri belirlenmeli ve
sonra gelen biitlin validasyon adimlarinda bu parametreler kullanilmali, her
defasinda tekrarlanan g¢aligmalart minimuma indirgemeli ve yontem kosullar
saglandiktan sonra bir sonraki ¢aligmalara gecilmeli,

Yukaridaki tiim kosullarla birlikte validasyon kriterlerinin belirlenmesinin

gerekliligi de ortaya ¢ikmustir.

Bu kriterler ise;

NS A -

Etken madde (ler),

Matriks (kat1 maddeleri),

Yontemin kalitatif veya kantitatif olmasi,
Tamima ve miktar limitleri,

(Caligma araligi,

Kesinlik ve tekrarlanabilirlik 6zellikleri,

Cihaz tipi ve konumudur.

2.3.1. Analitik yontem validasyonunda kapsam

Analitik Yontem Validasyonu, yontemin belirlenen amag i¢in uygun oldugunu ve

yontemin kapsamini  gostermelidir. Aym1  zamanda ydntemin performans

ozelliklerinide igermelidir. Yontemin kabul edilebilir limitlerini igceren bir planda

izlemelidir. Farkl tiplerde donanim ve yontemin yiiriitiilecegi yerin farkli kosullarda

oldugunu da belirtmelidir.
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Farmakopede kayith olan validasyon yontemleri 3 grupta toplanir:

1. Etken madde analiz yontemi; hammadde veya bitmis iiriin i¢indeki koruyucu
maddeler dahil aktif maddenin tayininde kullanilan yontemlerdir.

2. Safsizlik yontemi; hammaddedeki safsizliklart veya bitmis tirlindeki par¢alanma
iirlinlerini tayin etmeye yarayan yontemlerdir.

3. Bitmis iirlin analiz yoOntemi; performans 06zelliklerini tayin i¢in kullanilan

yontemlerdir.

Yontemin performans 6zellikleri, tasarlanmig yontemin kullannmina gére olmalidir.
Ornegin; yontem Kkalitatif ise cihazm tiim dinamik alanini kapsayan yontemin
dogrusalliginin kontroliine ve validasyonuna gerek olmadigr goriilmiistiir. Eger
validasyon verileri uygun goéziikmiiyorsa, ya yontemin kendisi, ya donanimi, ya
analiz teknigi ya da kabul edilebilir limitleri degistirilmelidir. Sonugta y&ntem
gelisimi ve validasyonu tekrarlanabilen bir siiregtir. Ornegin; yontem kantitatif ise
Olgtimlerde iki pik arasindaki ayirma gilicii 2,5 (rezoliisyon) yada daha fazla
olmalidir. Eger daha az ise s1vi kromatografisindeki mobil faz bilesimleri i¢in daha
fazla optimizasyona gerek duyulur. Validasyonda tatmin edici sonuglar, iyi
performans saglayan cihazlarla saglanabilir. Bir aleti yontemin validasyonunda
kullanilmadan o©nce, aletin performansi, genel Ozellikleri belli olan standartlar
kullanilarak dogrulanmalidir. Yonteme ait kritik ozellikler i¢in 6zel bakim ve ilgi
gosterilmelidir. Validasyon parametrelerinde kullanilan materyal, belirte¢ ve

referanslar, diizen ve temizligi i¢in siirekli olarak kontrol edilmelidir.

2.3.2. Analitik yontem validasyon asamalari

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

gergeklestirilmesi gerekmektedir:

1. 1lk olarak bir validasyon protokolii segilir.
2. Uygulama ve amag belirlenir, yontemin kapsami ve onun validasyon kriterleri

belirlenir. Bu validasyon kriterleri onceden dikkat edilmesi gereken noktalar
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boéliimiinde belirtilen bilesenler, matriksler, analizin kalitatif yada kantitatif olusu,
tanima ve miktar limitleri, calisma araligi, kesinlik ve dogruluk, donanim tipi ve
analiz ortamdir.

Validasyon deneyleri belirlenir.

Yontem parametreleri ve kabul edilebilir limitler belirlenir.

Standart ve belirte¢ gibi materyaller belirlenir.

A

Yontem parametreleri ve/veya kabul edilebilir kriterleri ayarlanir ve artik
validasyon deneyleri uygulanmalidir.

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

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

9. Son olarak validasyon deneyleri raporlandirilir.

2.3.3. Analitik yontem validasyon parametreleri

Validasyon deneylerinin siras1 hakkinda resmi bir yonerge yoktur ve en uygun sira
yontemin kendi o6zelligine baglhidir. Yontem validasyonu i¢in parametreler, farkl
kuruluslarda, uluslararasi komitelerde ve literatiirlerde c¢esitli  sekillerde
tanimlanmistir. Maalesef bazi tanimlar farkli organizasyonlar arasinda farkl
sekildedir. ~Farmasotik uygulamalar icin  International Conferance on
Harmonanization gibi bazi organizasyonlar tarafindan belirlenen agagida sirasiyla

verilen parametreler izlenmelidir [28]:

Secicilik (spesifiklik)
Dogrusallik
Calisma aralig1

Dogruluk ve geri kazanabilirlik

Kesinlik (tekrarlanabilirlik)

A e

a) Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik

b) Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik
6. Tutarlilhik
7. Nitel tayin limiti (LOD)
8. Nicel tayini limiti (LOQ)



9. Guvenilirlik

[lag analizlerinde genel olarak 3 yontem kullanilir:

1.

tayininde kullanilan yontemler,

etmeye yarayan yontemler,

Uriiniin performans 6zeliklerinin tayini i¢in kullanilan yéntemler.

19

Hammadde veya bitmis {irlin i¢indeki koruyucular dahil aktif maddenin

Hammaddedeki safsizliklar1 veya bitmis iirlindeki parcalanma iirlinlerini tayin

Bu 3 yontemin amacina gore valide edilecek parametreler de farklilik

gostermektedir. Tablo 2.1.’de bu yonteme gore degisen
gosterilmektedir.
Tablo 2.1. Ilag analizlerinde yontemlere gore degisen parametreler
2. Yontem
= Kantitatif .
Parametreler 1. Yontem . | Limit 3. yontem
tayin testi
Secicilik + + + -
Dogrusallik + + - +
1
Caligma N N . .
araligi
Dogruluk ve
+ + - *
Geri kazanim
Kesinlik + + * +
Tutarlilik + + + +
Tanima limiti + + + *
Miktar tayini
+ + + *
limiti

(*) Spesifik testlere bagli olarak gerekilirse yapilir.

parametreler
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2.3.3.1. Secicilik/Spesifiklik

Spesifiklik, genellikle tek bir analit i¢in iiretilen yonteme karsiliktir. Secicilik ise
birbirinden ayirt edilen ya da edilemeyen kimyasal igerikler icin kullanilmustir.
Kisacasi; katki maddeleri, degisik interferanslar varliginda analitin dogru olarak
Olcebilen seciciligini tanimlar. Sivi kromatografisinde segicilik optimum ayirma ve
kolon kosullarinin se¢imiyle elde edilmistir. Segiciligin iistiinliigii, kullanilan analiz
yonteminde sadece o etken maddeye 6zgii ve spesifik oldugunu ifade etmelidir.
Bizim yoOntemimiz sadece etken maddeyi Olgebilmeli ve digerleri ile reaksiyon
vermemelidir. Burada amag, ilacin i¢indeki yardimc1 maddeler ile etken maddenin ve
bilinen bozunma {riinleri veya safsizliklarin birbirinden ayr1 bir sekilde
tanimlanabilir olmasidir. Bunun i¢in 6zellikle LC‘de (S1vi Kromatografisi) uygun
kolon ve kromatografi kosullar1 (mobil faz bilesimi, kolon sicakligi ve dedektor

dalga boyu gibi) se¢ilmelidir [29].

2.3.3.2. Dogruluk ve geri kazanabilirlik

Dogruluk, yontem ile elde edilen test sonuglarinin gercek degerde uygunlugunun bir

Ol¢iisiidiir. Dogruluk degerlendirilmesi ise bir¢ok yolla elde edilebilir.

1. Referans yontemi ile numune ydnteminin karsilagtirilmasi bir yoldur. Bu
yaklasimda, referans yonteminin belirsizligi bilinmektedir.

2. Dogruluk, konsantrasyonlar1 bilinen bir numunenin analizi yolu ile de tayin
edilebilir. Ornegin; bir sertifikali numune ve 8l¢iilmiis dogru deger kiyaslanir. %
geri kazanim, bulunan sonuglarin ger¢ek degere yakinliginin oSlgiilmesidir.
Elimizde sertifikali 6rnek  bulunmuyorsa, bos numune matriksine
konsantrasyonu bilinen hacimde ve agirlikta analit eklenir. Sonra matriksten,
analitin ekstraksiyonu sonucu elde edilen analitin standart ¢ozeltilere gore geri
kazanimlar1 hesaplanir. Bu sayede plaseboya ilave edilen etken maddenin tam
olarak geri kazanip kazanilmadig1 anlagilir. Elde edilen geri kazanim degerleri %
100+3 limitleri i¢inde olmalidir. Ama analit konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugu

zaman bu smir genisler. Beklenen geri kazanim, numune matriksine, isleme
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konulan ornege ve analit konsantrasyonuna baghdir. Bu dogruluk

degerlendirilmesi numune preparatin etkinligini 6lgmektedir [27].

2.3.3.3. Kesinlik

Bir yontemin kesinligi, birka¢ kez enjeksiyon yapildiginda sonuglarin birbirine
uygunluk derecesidir. Yani homojen bir karigimdan, kisa araliklarla birden fazla
numune alindiginda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir yontemin
kesinligi genellikle test sonuglarinin RSD (Bagil Standart Sapma)‘si ile 6l¢iilmiistiir.

Bu standart sapmalar 3 kategoride toplanmustir.

1. Tekrarlanabilirlik
2. Laboratuar igi tekrarlanabilirlik

3. Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik : Bir analistin laboratuarda bir cihaz ile kisa zamanda analizi
gergeklestirdiginde elde edilen sonug tutarliligidir. En azindan 5 yada 6 saptama, 3
farkli matriks, 2 yada 3 farkli konsantrasyon ile analiz gerceklestirilmeli ve % RSD
hesaplanmalidir. Kesinlik i¢in kabul edilebilir kriter, yapilan bir ¢ok tip analizin
tiiriine baghdir. Farmasotik analizlerde kalite kontrolde % 2 RSD kolayca basarilir.
Oysa biyolojik numunelerde duyarlilik konsantrasyon limitlerinde yaklasik % 15 ve
diger konsantrasyon diizeylerinde % 10’dur. Cevresel ve gida numunelerinde
kesinlik matrikse, analit konsantrasyonuna ve analiz tekniklerine baglidir. RSD % 2-

20 arasinda degismektedir.

Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik : Laboratuar ici tekrarlanabilirlik, haftalar boyunca
ayni laboratuarda yapilan bir yontemin karsilastirilmasi ile belirlenmistir. Ayni
laboratuarda farkli analistlerle, farkli cihazlarla, farkli standartlar, farkli kolonlar
kullanilarak veya bunlarin kombinasyonlar1 yapilarak ayni analiz farkli giinlerde
yapilmistir. Bir yontemin laboratuar i¢i tekrarlanabilirligi, farkli operatorler, farkli
firmalar, farkli aletler, farkli standartlar, farkli belirtecler ya da bunlarin farkh

kombinasyonlar ile elde edilen sonuglarda uyumsuzluk gdsterebilmistir. Laboratuar
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i¢i tekrarlanabilirlik validasyonunun amaci; analiz sona erdiginde ayni laboratuarda,

yontemin ayni sonuglari dogrulamis olmasidir.

Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik : Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik, farkli
laboratuardan elde edilen kesinlik sonuglarini gdstermektedir. Amaci farklh
laboratuarlardan elde edilecek sonuglar1 saglayacak yontemleri dogrulamaktir. Bir
analitik yontemin laboratuarlar arasi tekrarlanabilirligi, farkli laboratuarlarda, farkl
analistlerle, farkli islevsel ve cevresel sartlar altinda ama aynmi belirli yontem
parametreleri ile analiz edilerek belirlenmistir. Eger yontem farkli laboratuarlarda
kullanilacaksa  validasyonu oOnemlidir. Bir yOntemin laboratuarlar arasi

tekrarlanabilirligini etkileyen faktorler:

— Oda i¢indeki sicaklik ve nem farkliliklari,

— Farkl tecriibe ve farkli gayretteki analistler,

— Farkl 6zellikteki donanim (Ornegin; HPLC’deki alikonma hacmi)

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

— Farkl sirketlerin kolonlar1

— Coziiciiler, belirtecler ve farkli kalitedeki aletler olarak belirlenmistir [29].

2.3.3.4. Tutarhhk

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

laboratuarda elde edilen sonuglarin 6l¢iilmesidir.

2.3.3.5. Nitel tayin limiti

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

edilemedigi goriilmiistiir. Kromatografi igin 2 ya da 3 kat1 gerektigi saptanmustir.



23

2.3.3.6. Nicel tayin limiti

Bir maddenin % 95 giivenirlilik sinir1 ig¢inde tayin edilebilen minimum miktar1 olarak
tanimlanmistir. Yani bu miktar, analiz kosullarina, kabul edilebilir kesinlik ve
dogruluk degerlerine sahip olan tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyondaki
madde miktaridir da denilebilir. Bu parametre, 6zellikle hammadde veya bitmis
iiriindeki safsizlik, parcalanma {iriinii gibi diisiik miktarlardaki maddelerin analizinde
onem tagimaktadir. Kromatografide kesin 6l¢iim veren minimum enjeksiyon miktari
oldugu belirlenmistir. Aym1 zamanda kromatografide tipik olarak zemin

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

2.3.3.7. Giivenilirlik

Giivenirlirlik testleri, yontemde ufak degisiklikler yapildigi zaman sonuclarin yine de
uygun oldugunu géstermek igin yapilmistir. Ornegin; s1vi kromatografisinde akis
hiz1, dedektor dalga boyu veya mobil faz bilesiminin gergek degerinden toleranslar
Olciistinde sapmasi sonucu analizlerin bu sapmalardan ne kadar etkilenip
etkilenmedigi tespit edilmistir. Kromatografik parametrelerde giivenilirlik
belirlenmesi i¢in akis hizi, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi, dedektor dalga boyu ya
da mobil faz bilesimi yani ¢alisma araliginin i¢indeki degisken veya degiskenlerin
kantitatif etkisi belirlenmistir. E§er parametrenin etkisi 6nceden belirlenmis tolerans
icinde ise, bu parametrenin yontemin giivenirlik araliginda oldugu saptanmistir. Bu
etkilerle karsilasildigi zaman yontemin yeniden validasyonunun gerekliliginin olup
olmadigi belirlenmigtir. ICH dokiimanlarina (Uluslararast Harmonizasyon
Konferansi) gore ilag gelistirme asamalar1 sirasinda yontem {iizerinde gilivenirlik

degerlendirilmesinin diisiiniilmesi tavsiye edilmistir [30].
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2.4. Materyaller

2.4.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Tiim testleri yapilmis (saflik, erime noktasi, ¢oziiniirliik v.s.) sertifikali saf Gliseril
Gayakolat ve Efedrin HCI standartlar1 ve Gliseril Gayakolat (100 mg/5 mL) ve
Efedrin HCI (15 mg/5 mL) ikili etken madde karigimini igeren ticari Pedrin surup
Tiirkiye’deki Aroma Ilag A.S.’den temin edilmistir.

Kromatografik yontem i¢in HPLC grade-Merck metanol, KH,PO, (Sigma-Aldrich),
H;PO, ve deiyonize su kullanilmistir. Plazma ¢aligsmalarinda kullanilan dondurulmus

insan plazmasi ise saglikli bir goniilliiden temin edilmistir.

2.4.2. Kullanilan cihazlar

HPLC galigmalar1 i¢in bir Samsung Computer’e, FCM gii¢ kaynagina bagli, SIL-20A
HT Prominence Auto Sampler, SPD-M20A Prominence DAD dedektér, LC-20 AD
Prominence Liquid Chromatography, DGU-20 AS Prominence degazer, CTO-10AS
VP Kolon firinindan ve LC Solution programindan olusan SHIMADZU marka
HPLC sistemi kullanilmustir.

Biitiin bu cihazlarin yani sira, buzdolab1 (Argelik), hassas terazi (AND GR-200),
vorteks karistirict (Votex 2 GENIE), vakum pompast (Rocker 300), 0,45 um seliiloz
nitrat membran filtre (Sartorius Stedim Biotech), pHmetre (HANNA), santrifiij
(niive-NF200, ROTINA 420-Hettich), otomatik pipet (BIOHIT PROLINE), etiiv
(niive-FN 120), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex), 12x32 mm 2 mL silikon
septum kapakli autosampler cam vial kiti (National Scientific CERT4000), Inertsil
ODS-2 GL Sciences Inc. 5 um (4,6x250 mm) ;3C ters-faz kolonu ve plastik vial
filtreleri (CHROMACOL) kullanilmistir.
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2.5. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, kimyasal bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini i¢in yaygin olarak
kullanilan analitik bir yontemdir. Biitiin kromatografik yontemlerde ortak olarak bir
sabit faz ve bir de hareketli faz vardir. Akis halinde gaz veya sivi bir fazla birlikte
karisimdaki bilesenler, sabit faz lizerinden gegirilir ve bilesenlerin go¢ hizlarina baglh

olarak ayirma gergeklesir [31].

1892°de Reed tarafindan ortaya atilmig olan ilk teoride, kolon yardimi ile bir
karigimin ayrilabilecegi soylenmistir. 1906 yilinda ise, Tswett adl1 aragtirmaci kolon
kromatografisini kullanarak klorofili pigmentlerine ayirmistir. Adsorban olarak
CaCOy’in kullanildig1 bu ayirim ile ilk kez kati-sivi kromatografisi kullanilmistir.
1938’de Tiirk asilli Rus arastirict olan Izmailov ince tabaka kromatografisini
kesfetmis ve bu yontem 1950 yilinda Stahl tarafindan pratikte kullanilis sekli olarak
tanitilmistir. 1941°de Martin-Synge kolon dagilma kromatografisi esaslarindan
bahsetmis ve bdylelikle sivi-sivi kromatografisi ortaya ¢ikmistir. 1952°de Martin-
James gaz-sivi kromatografisini geligtirmis ve diger yontemlerden farkli olarak
hareketli fazda gaz kullanmis ve bu ¢alisma Nobel odiiliine layik goriilmiistiir. 1967
yilinda Huber ve Hulsman adli arastiricilar, kolon teknolojisini gelistirerek yiiksek
performansli pompa sistemleri ve duyarli dedektorlerin kullanilmas: ile yiiksek

performansli sivi kromatografisinin temellerini ortaya atmiglardir [32].

2.5.1. Kromatografik yontemlerinin siniflandirilmasi

Kolon kromatografisinde sabit faz, dar bir kolona doldurulur ve hareketli faz basing
yardimiyla bu sabit faz i¢erisinden gegmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografide ise,
sabit faz diiz bir plaka iizerine tutturulur ve hareketli faz sabit fazin {izerinden kapiler
ve yer ¢ekimi etkisi yardimiyla hareket eder. Bunun disinda kromatografik yontemler

ayirma islemlerinin farkliligina gére ¢ok daha degisik sekillerde siniflandirilabilir:

1. Teorik Siiflandirma
a) Partisyon Kromatografisisi

b) Adsorpsiyon Kromatografisi
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¢) Boyut Eleme Kromatografisi

d) Iyon Degisim Kromatografisi
2. Pratik Smiflandirma

a) Kagit Kromatografisi

b) ince Tabaka Kromatografisi

¢) Kolon Kromatografisi

d) Gaz Kromatografisi

e) Sivi Kromatografisi

Kromatografi
Gaz Kromatografisi St Krom atografisi
¥ ¥
¥ ¥ l
Gaz-aw K. Gaz-Katt K. )
(GLC) (GSC) Diirlemsel B
ITE(TLO) KE.
Eolon K.
v ' T ' '
Stvi-Kat K. S1vi-S1v EL Bagh Faz K. IyonDegisim K. Bovut eleme K.
(L5C) (LLC) (BPC) (IEC veIC)
Jel Gegirgenlik K. Tel Filtrasyon K.
(GPC) (GFC)

Sekil 2.1. Hareketli ve sabit fazlara gore siniflandirma

2.5.1.1. Partisyon (dagilma) kromatografisi

Dagilma kromatografisi, eylemsiz (inert) bir destek malzemesine tutturulmus veya
destek katiya kimyasal olarak baglanmis sivi bir sabit faz ile sivi hareketli faz
arasinda maddelerin dagilmasi esasina dayanir. Ayrilacak maddeler sabit ve hareketli
faz arasinda dagilma katsayilarina gore dagilirlar. Bu dagilma sonucunda farkli
hizlarda gocerler ve ayirma gergeklesir. Coziinen madde kolonda sadece hareketli
fazla tagindigindan, ortalama go¢ hizi, ¢6ziinen maddelerin hareketli fazda gegirdigi

zamanin sabit fazda ge¢irdigi zamana oranina baglidir. Sabit faz tarafindan kuvvetli
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tutulan tlirler i¢in bu oran kiiciik, hareketli fazda tutulma biiylik ise ayni oran

bilyiiktiir [33].

Bu teknik s1vi-siv1 ve sivi-bagl faz kromatografi olmak iizere iki alt sinifa ayrilabilir.
Iki teknik arasindaki fark, kat1 parcaciklar yiizeyine sabit fazin tutturulmasindaki
metot farkindan kaynaklanir. Sivi-sivi tekniginde, sabit faz kati1 ylizeyine fiziksel
adsorpsiyonla; bagl faz tekniginde ise kovalent kimyasal baglarla tutunur. Bagh faz
dolgu maddeleri, fiziksel olarak yiizeye tutturulmus dolgulara gére daha kararli olma
gibi bir istiinliige sahiptir. Yiizeye fiziksel olarak tutturulan fonksiyonel gruplar,
zamanla hareketli fazda c¢oziinerek siiriiklenebilir ve etkisizlestirilebilir. Bagh faz
dolgu maddelerinin sakincasi ise; biraz daha smirli numune kapasitesine sahip

olmalaridir [32].

Sabit faz ile hareketli fazin polaritelerine goére normal faz ve ters faz sivi

kromatografisi olmak iizere iki tip dagilma kromatografisinden s6z edilebilir:

Normal faz sivi kromatografisi : Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha
yiksek oldugu durumda sivi kromatografisi normal faz olarak tanimlanir. Normal faz
HPLC’de siklikla kullanilan kolon dolgu maddeleri silika veya alumina, kullanilan
hareketli fazlar ise daha diisiik polariteli hekzan, izo-propil, metilen kloriir, metil
butil eter, kloroform ve bunlarin karisimlari olabilir [25]. Silika iizerine farkl
polaritelerdeki —CN, -NO, ve —NH; gibi gruplar baglanarak, farkli sabit fazlar elde
edilebilir. Normal faz s1vi kromatografisi ile polarlig1 en az olan madde kolondan en

once elue olur [32].

Ters faz sivi kromatografisi : Sabit faz polaritesinin hareketli faz polaritesinden
diisiik oldugu bu yontemde polarligi en ¢ok olan madde kolondan 6nce elue olur. Bu
yontem apolar sabit fazda tutunmayi tercih eden maddeleri ayirmada basarilidir.
Alkil zincirlerinin kimyasal olarak baglanmasiyla olusturulan sabit fazlardan en sik
kullanilam1 oktil veya oktadesil silan bagli dolgu maddeleridir. Bu tiir dolgu
maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon gruplar1 parcacik yilizeyine dik ve birbirine
paralel sekilde yerlestirilerek apolar bir ylizey elde edilmis olur. Cg veya daha kisa

zincirli hidrokarbonlar, siklohekzil ve fenil bagl sabit fazlar da kullanilmaktadir.
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Fenil gruplan alkil gruplarina goére daha polardir [34]. Hareketli faz ise cesitli
derisimlerde metanol, asetonitril veya terahidrofuran gibi ¢oziiciileri igeren sulu

cOzeltilerdir.

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

olan maddeler kolonu 6nce terk eder (Bakiniz Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Normal faz ve ters faz sivi kromatografisinin karsilagtirilmasi

Sabit Faz Polaritesi Yiiksek Diistik

Hareketli Faz Polaritesi | Ortadan diisiige | Ortadan yiiksege

Eliisyon sirasi Azpolar 6nce Polar 6nce

HPLC ile ila¢ analizi yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilma kromatografisi
uygulanir. Bu kromatografi tiirlinde uygun bir analiz yapabilmek i¢in maddenin belli
bir ¢oziiclide ¢oziinmiis olmasi gerekir. Maddenin apolar veya polar olmasina gore
maddenin polaritesine yakin bir sabit faz segilir. Ornegi olusturan bilesenlerin iyi
ayrilabilmesi icin sabit faz ile hareketli faz polaritesi farkli olmalidir. Ilag
analizlerinde ilaclarin genellikle kismen apolar maddeler olmalarindan dolay1 ters faz

s1vi kromatografisi tercih edilir.

Iyon ¢ifti (veya eslesmis iyon) kromatografi, iyonik tiirlerin ayrilmas: ve tayini igin
kullanilan bir tiir ters faz dagilma kromatografisidir. Hareketli faz metanol,
asetonitril gibi bir organik ¢oziicii iceren sulu tampon ve tayin edilecek bilesik ile zit
yiikli karsit iyon igeren bir iyonik bilesikten meydana gelmistir [31, 32]. Karsit iyon
analitle birleserek ters faz dolgu maddesi ile alikonulabilen nétral iyon ¢ifti olugturan
bir iyondur. Karst iyonlar numune iyonlarmmin polar olamayan sabit fazda
alikonmasini arttiracak alkil gruplari igerirler. Iyonize olabilen maddelerin dagilma
kromatografisiyle iyi bir ayirimi genellikle sorunludur. Hareketli faz pH’inin
denetlenmesiyle sulu ortamda iyonlasabilen bu maddelerin ters faz kolonla ayrim
saglanabilir. Bu isleme iyon bastirma denir ve hareketli faz pH’1 analitin pKa

degerine yakin oldugunda pH’da yapilan kiiclik degisiklikler alikonma suresinde
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bityiik degisikliklere yol acabilir. Iyon bastirma teknigi, analitin kuvvetli asidik
(pKa < 3) ve kuvvetli bazik (pKa > 8) oldugu kosullarda uygulanir. Ancak asir1 pH
degerleri celik kolonda korozyona, baglanmis sabit fazin ayrilmasina veya silika
destek maddesinin ¢oziilmesine neden olabilir. Boyle durumlarda, hareketli faza,
kars1 iyon adi verilen maddeler eklenerek kromatografik ayirim iyilestirebilir.
Hareketli faza eklenen iyon; ya iyon ¢ifti olusturarak ya da ayrilan madde ile
kromatografik etkilesme i¢in yarisarak veya dolgu maddesindeki silanol uglarinm
dinamik olarak kapatarak kromatografik aymrimi gergeklestirebilirler. Bazi
durumlarda, hareketli faza iyon c¢ifti olusturucu madde eklemek kromatografik

ayrimi saglayacak tek yoldur.

Iyon ¢ifti olusumunda esas olarak iic model vardir. Bunlar;

1. Iyon-cifti modeli: Tyon ¢ifti olusum modelinde, iyon ¢ifti olusumu sulu hareketli
fazda meydana gelir ve daha sonra olusan yiiksliz iyon ¢ifti ters faz kolona
tutunur. Alikonma iyon ciftinin polaritesine baghdir. Eger iyon ¢ifti olusturucu
uzun zincirli bir alkilden olusuyorsa, olusan iyon ¢ifti daha az polardir ve sabit
faza daha fazla egilim gostereceginden alikonma artar.

2. Dinamik iyon degistirme modeli: Dinamik iyon degistirici modelinde, iyon ¢ifti
olusturucunun hidrofobik kismui hidrofobik sabit faza adsorblanir ve kolonun bir
iyon degistirici olarak davranmasma neden olur. Iyon cifti olusturucunun zincir
uzunlugu ne kadar fazla olursa, kolonun iyon degistirici olarak davranmasi da o
kadar fazla olur ve iyonik bilesiklerin alikonmasi gelisir.

3. lyon etkilesme modeli: Kars1 iyonun hareketli faz ile sabit faz arasinda ikincil bir
tabaka olusturdugu ve bu tabakanin ylizeyindeki ylik yogunlugundan dolay1
iyonik etkilesimler ve apolar ylizeye tutunma kuvvetleri araciligiyla ayrilan
madde ile etkilestigi ileri stiriilmektedir. Hareketli faza eklenebilecek karsi iyonlar

ve bazi uygulamalar1 asagida 6zetlenmistir (Tablo 2.3.) [33].
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Tablo 2.3. Z1t faz kars1 iyon tipleri ve uygulamalari

Kars1 iyon tipi Uygulamasi
Kuaterner aminler (tetraetil, tetrametil, Kuvvetli asitler, sulfolanmis boyalar,
trimetilamonyum) karboksilik asitler, hidrokortizon ve tuzlar
Bis-(2-etilhekzil) fosfat Fenoller
Tersiyer aminler (trietilamin) Sulfonatlar, karboksilik asitler
Alkil sulfonik asitler (metan, pentan, Kuvvetli ve zayif bazlar, benzalkonyum

hekzan, heptan veya hekzan siilfonik tuzlari, katekolaminler, peptidler, opium

asit) alkoloidleri
Genis bir pH araliginda aminler, peptidlerle
Perklorik asit
giiclu iyon ¢ifti olusumu
Alkil sulfonatlar (oktil, desil, dodesil) Sulfonik asit benzeri etki

Iyon ¢ifti olusturucu maddeler sabit faz yiizeyindeki artik silanol gruplarini da
orterek pik kuyruklanmasini engeller ve pik keskinligini arttirirlar. Iyon gifti
olusturucu maddeler genel olarak, kuaterner aminler, tersiyer aminler, alkil siilfonik
asitler, alkil siilfonatlardir. Iyon ¢ifti kromatografisi ile iyonik veya iyonize olabilen

maddeler ayrilabilir.

Iyon ¢ifti olusumuna etki eden faktorler:
1. Kars1 iyon tipi ve ayrilan maddeyle etkilesme derecesi,
Kars1 iyonun boyutu,
Kars1 iyon derisimi,
Ortamin pH’1,
Hareketli fazdaki organik ¢6ziicii tipi ve miktari,

Sicaklik,

A R

Sabit faz ylizeyinin karsi iyonla kaplanma derecesidir.

Iyon gifti olusturucu maddenin derisimi, hareketli fazda yeterli miktarda karsi1 iyon
bulunabilmesi ve sabit faz yiizeyindeki artik silanol gruplarinin tamamen

kaplanabilmesi icin énemlidir. Ozellikle pik simetrisi bozuk olan maddeler igin sabit
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fazin tamamen kaplanmasi istenir. Kars1 iyonun zincir uzunlugu ve hareketli fazdaki
derisimi yeterliyse bagh fazin ¢ok yiiksek oranda kaplanmasi beklenir. Karsi iyon
derisimindeki degisim, alikonma suresini ve buna bagl olarak kapasite faktGrunu

degistirirken, secicilik bu degisimden belirgin olarak etkilenmez.

Iyonize olmay1p yiik kazanmayan maddeler kisa zincirli (sC—C) iyon gifti olusturucu
maddelerle etkilesmeye girmez. Bunlarin alikonma sureleri ve pik simetrileri
degismez. Bu nedenle hareketli fazin pH’1 hem ayrilan maddenin hem de kars
iyonun en fazla iyonlastig1 degerde tutulmalidir. En yiiksek alikonma suresi, ayrilan
madde ve iyon ¢ifti olusturucu madde tamamen iyonlastiginda elde edilir. Iyon gifti
olusturucu maddenin iyonlagsma hiz1 yiiksekse, alikonmay1 maddenin iyonlagsma hiz1
denetler. Ayrilan madde tipine gore uygun hareketli faz pH araliklar1 Tablo 2.4’de
verilmigtir [35].

Tablo 2.4. Ayrilan madde tipine gore hareketli faz pH se¢imi

Hareketli faz
Ayrilan madde tipi Sonug
pH arahg:
Kuvvetli asitler (pKa < 2) 2-74 Bu pH araliginda madde iyonlasir.
' 6-7.4 Bu pH araliginda madde iyonlagir.
Zayif asitler (pKa > 2)
2-5 Maddenin iyonlagmasi bastirilir.
Kuvvetli bazlar (pKa > 8) 2-8 Bu pH araliginda madde iyonlasir.
2-5 Bu pH araliginda madde iyonlasir.
Zayif bazlar (pKa < 8)
6-7,4 Maddenin iyonlagsmasi bastirilir.

Hareketli faza ilave edilen iyon ciftleri polaritesi diisiik olan sabit faz tarafindan
absorplanir. Iyonize olmus maddeler bu iyon ciftleri ile iyonik etkilesime girerek
kolonda tutunurlar. Maddelerin alikonmalar1 ilave edilen iyon ¢ifti reaktifinin
derisimi ile degisir. Iyon ¢ifti reaktiflerinin gC ve 3C sabit fazlari ile etkilesimi giiglii

oldugundan bu teknikle en ¢ok kullanilan sabit fazlardir.
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2.5.1.2. Adsorpsiyon kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisi, bir sivi/gaz—kat1 kromatografisidir. Ayirim, sivi veya
gaz olan hareketli bir faz ile ayrilacak molekiilleri tersinir olarak adsorblayan kati bir
sabit faz arasinda gerceklesir. Ayrilacak madde molekiilleri hareketli fazdaki ¢oziicti
molekiilleri ile sabit faz (adsorban) iizerindeki tutunma yerleri i¢in yarisirlar. Bu

siireg, bir dizi dengeyi i¢ine alir (Sekil 2.2.).

RN

Coziicii molekiilleri ' Ornek molekiilleri
4—

Sekil 2.2. Adsorpsiyon kromatografisi dengesi

Bir 6rnek molekiiliiniin, sabit bir faz tarafindan adsorplanmasi i¢in bir ¢oziicii
molekiiliiniin yiizeyden uzaklasmasi gerekir. Eger adsorban polar bir madde ise
(silika veya aliimina gibi) apolar molekiiller yiizeye az egilim gosterirler ve sabit
fazda alikonmazlar. Polar fonksiyonel gruplara veya hidrojen bag1 yapma
kapasitesine sahip molekiiller yiizeyle gii¢lii etkilesim gosterirler ve daha uzun siire
alikonulurlar. Polar maddeler hidrojen bagi olusturabilirken, apolar maddelerin
ayrilmasinda baskin olan London dagilma kuvvetleridir. Polar maddelerin
ayrilmasinda polar sabit fazlar, apolar maddelerin ayrilmasinda apolar sabit fazlar

kullanilmaktadir [33, 36].
2.5.1.3. Boyut eleme kromatografisi

Jel gecirgenlik veya jel siizme kromatografi adi da verilen bu kromatografi ¢esidi,
ozellikle yiiksek mol kiitleli tiirlere uygulanabilen giiclii bir tekniktir. Dolgu
maddeleri, ¢6zlinen madde ve ¢oziicli molekiillerinin i¢ine diffiizlenebilecegi diizgiin
bir gbézenek agi iceren kiiciikk boyutlu silis veya polimer partikiillerden meydana
gelmistir. Gozenekler icinde molekiiller etkin bir sekilde yakalanir ve hareketli faz
akimu ile uzaklastirilir. G6zenek icinde ortalama kalma siiresi, analit molekiiliiniin

etkin bliyiikliigiine baghdir.
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Jel siizme kromatografisinde, sulu c¢oziiciler ve hidrofilik dolgu maddeleri
kullanilirken, jel slizme kromatografisinde polar olmayan organik coziiciiler ve
hidrofobik dolgu maddeleri kullanilir. Eleme sinir1 birkag bin olan bir jel, proteinleri,
amino asitlerden ve diisilk mol kiitleli peptitlerden kolayca ayirabilir. Diger
uygulamalar1 ise, homologlarin ve oligomerlerin ayrilmasi, biiyiilk polimer veya
dogal triinlerin mol kiitlelerinin veya mol kiitlesi dagilimimin hizli bir sekilde tayin

edilmesidir.

2.5.1.4. iyon—degisim kromatografisi

(Cogu zaman iyon kromatografi olarak da adlandirilan bu kromatografi cesidi, iyon
degistirici reginelerin kullanimina dayanan iyonlarin ayrilmasi ve tayini i¢in modern
ve etkili bir yontemdir. Daha Onceden bu teknikte kullanilan stiren ve
divinilbenzenin kopolimerizasyonu ile olusan gézenekli polimerik taneciklerin, analit
molekiillerin mikro gbézeneklerden ge¢mesi, polimer matriksindeki diflizyonun yavas
olmast ve matriksin sikistirilabilmesinden dolayr yeni tip dolgu maddeleri
gelistirilmistir. Bunlardan biri ylizeyi bagil olarak biiyiik, gézenekli olmayan kiiresel
sentetik iyon degistirici recine ile kaplanmis cam veya polimer tanelerden meydana
gelen zar kaplamal yatak dolgusudur. ikinci bir tipteki dolgu maddesi, adsorbsiyon
kromatografide kullanilan silisten ibaret gozenekli mikropartikiillerin, iyon
degistiricinin ince bir filmi ile kaplanmasiyla hazirlanir. Iyon degistirme
kromatografinin inorganik uygulamalar1 eliient baskilayici kolonlu iyon—degistirme
kromatografi ve tek kolonlu iyon kromatografi kullanilarak gerceklestirilir. Bu
kromatografi c¢esidi ilaglar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida koruyucu
maddeler, vitamin karigimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi ¢ok farkl

organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanmaktadir.

Iyon eleme kromatografi, iyonlardan ¢ok nétral tiirlerin ayrilmasindan dolay1 tam bir
iyon kromatografisi ¢esidi olmamasina ragmen, iyon—degistirici kolonlar
kullanilmaktadir. Bu kromatografi cesidi, siit, kahve, sarap ve diger ticari gida

iirlinleri gibi ¢ok sayidaki maddenin teshisi ve tayini i¢in kullanilabilir.
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2.5.1.5. Kagit ve ince tabaka kromatografisi

Diizlemsel kromatografi yontemleri, ince tabaka kromatografi, kagit kromatografi ve
elektro kromatografiyi icermektedir. Bunlarin her biri diizglin, ya kendi kendini
destekleyen ya da bir cam, plastik veya metal yilizeye kaplanmis sabit bir fazin ince
bir tabakasini kullanir. Hareketli faz ise, sabit faz i¢inde kapiler etkisi ile hareket eder
ve bazen yer ¢ekimi bazen de elektriksel potansiyel bu harekete yardim eder. Tipik
ince tabaka ayirmalari, iyice 6giitlilmiis partikiillerden meydana gelen ince ve yapisik
bir tabaka ile kaplanmis diizgiin bir cam veya plastikten yapilmig plakalarda
gerceklestirilir. Numune plakalara uygulandiktan sonra, hareketli faz ile doyurulmus
bir yiirlitme kab1 igerisinde, mobil faza daldirilmis plakalar iizerinde yiiriitiiliir.
Yiirtitme sivisi, kiigiik partikiiller arasinda kapiler etkilesme olayi ile yukar1 tirmanir.
Yiiriitiicli ¢oziicii, plaka uzunlugunun yarisini veya tigte ikisini gectikten sonra plaka
cikartilir ve kurutulur. Daha sonra bu plaka iizerine iyot ya da siilfiirik asit ¢ozeltileri
sprey halinde piiskiirtiilerek veya sabit faza floresan 6zellikli bir madde emdirildikten
sonra plakalarin ultraviyole 15181 altina tutulmasiyla numune bilesenlerinin yeri

saptanir.

Kalitatif uygulamalar, baslangi¢ noktasindan itibaren lekenin uzakliginin, sivi 6n
cephesinin uzakligina oran1i olan geciktirme faktérii ya da Ry degerinin
hesaplanmasiyla gergeklestirilir. Bilinmeyen madde ve standart i¢in elde edilen Ry
degerlerinin karsilagtirilmasi, numunedeki bir bilesenin belirlenmesi i¢in kuvvetli
deliller ortaya koyar. Kantitatif uygulamalar ise, plaka iizerindeki lekenin kazinmasi,
analitin sabit fazdan ekstraksiyonu ve analitin uygun fiziksel veya kimyasal bir
yontemle Ol¢iilmesiyle, tarayici bir dansitometrenin, lekenin yaydigi floresans veya
yansima 1sinlarinin 6l¢iilmesiyle ya da lekelerin alaninin standarda ait lekenin alani

ile karsilastirilmasiyla gergeklestirilebilir [31].
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2.5.1.6. Kolon kromatografisi

Kromatografik metotlardan olan kolon kromatografik yontemler ise; sivi, gaz ve
siiper kritik akigskanli olmak iizere iic kisimda siniflandirilabilir. Boyle bir
siiflandirma; hareketli ve sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettikleri esas
alinarak, hareketli ve sabit fazlarin cinsine ve bilesenlerin iki faz arasindaki
dengesine dayanir. Birinci kromatografi tiliriinde hareketli faz s1vi, ikincisinde gaz ve
ticlinciistindeyse stiper kritik bir akigkandir. Kolon kromatografisinde, sabit faz ince
bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing altinda bu sabit fazin arasindan gegcmeye

zorlanir.

Eliisyon islemi, bir kolondan siirekli taze ¢oziicii gegirildikten sonra, ¢oziinmiis
bilesenin sabit faz boyunca hareket ettirilerek ayrilmasi ve kolon sonunda
toplanmasidir. Kolona katilan hareketli faz, numunenin bir boliimiinii igeren
coziicliyli kolonda ilerlemeye zorlar ve bu arada hareketli fazla sabit fazin yeni
boliimleri arasinda numune tekrar bolisiiliir. Kolona siirekli ¢oziiciiniin verilmesi,
hareketli ve sabit faz arasinda siirekli madde aktarimi yaparak, ¢6zlinen madde
molekiillerini kolondan asagiya tasir. Fakat ¢oziinen madde hareketi sadece hareketli
fazda oldugu icin, ¢dzlinen maddelerin kolonda go¢ ettigi ortalama hizi, onun
hareketli fazda gecirdigi zaman ile orantilidir. Sabit fazin kuvvetle tuttugu maddeler

kolondan daha geg eliie olurlar [33].

2.5.1.7. Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi de, oteki kromatografi dallar1 gibi bir karisimda bulunan
maddeleri ayirmaya yarar. Bu kromatografi dalinda da, sabit ve hareketli olmak
iizere iki faz mevcuttur. Bu teknikte He, N», Ne ve Ar gibi inert gazlar tastyic1 gaz
olarak kullanilmaktadir. Bundan dolay1, 6teki kromatografi dallarinda olanin aksine
bu kromatografi dalinda ayrilmalari istenen maddelerle sabit faz arasinda higbir
etkilesme olmaz. Hareketli fazin gorevi sadece maddeleri tasimaktir. Bu bilgiler
1s18inda gaz kromatografisini tanimlayacak olursak, ugucu olan veya ugucu hale
getirilebilen maddelerin belirli bir sicaklikta, bir tagiyic1 gaz yardimiyla, sabit bir faz

icinde ayrilmalar1 esasina dayanan kromatografik bir yontemdir. Maddelerin
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ayrilmasinda gaz kromatografisini uygulayabilmek i¢in maddelerin gaz halinde ya da

kolaylikla gazlastirilabilmesi gerekmektedir.

Sabit faz, bir kat1 veya bir kat1 ylizeyine adsorplanmis (katiya emdirilmis) bir sivi

olabilir. Buna gore gaz kromatografisi ikiye ayrilir:

1. Sabit faz1 s1v1 olan gaz-sivi kromatografisi (GLC)
2. Sabit faz1 kat1 olan gaz-kat1 kromatografisi (GSC)

Gaz-sivi kromatografisi, gozenekli inert bir yiizeye sivi polimer veya siloksan
bilesiginin emdirilerek, genis yiizey alani olusturmasi ile meydana getirilen siv1 sabit
faz ve hareketli faz1 gaz olan, temeli dagilim dengesine dayanan bir kromatografi
tiiriidiir. Gaz-s1vi kromatografisi daha ¢ok kullanilir. Bu kromatografi tekniginde 0,3-

0,5 mm ¢apinda kapiler kolonlarin kullanilmas1 da miimkiindiir.

Gaz-kat1 kromatografisinde ise, maddeler kati faz iizerinde ve belirli sicakliklarda
adsorpsiyon-desorpsiyon esasina dayanarak ayrilirlar. Bu yontemle elde edilen pikler
genelde kuyrukludur. Kuyruklu piklerin genelde birbirlerinden ayrilmasi oldukga
giictiir. Bundan dolay1 gaz-kati kromatografisi genellikle ¢ok az kullanilir.
Kullanilmas1 da daha ¢ok kiiclik molekiillii maddelerin ayrilmasinda etkili olur [37-

39].

2.5.1.8. Sivi kromatografisi

Yukarida anlatildigi gibi, hareketli fazi sivi olan kromatografi gesitleri; dagilma
kromatografisi, adsorpsiyon kromatografisi veya sivi-kati kromatografisi, iyon

degisimi kromatografisi ve boyut eleme ve jel kromatografisidir.

Tswett’in orjinal ¢aligmalar1 da dahil ilk sivi kromatografisi, ¢apt 1-5 cm ve
uzunlugu 50-500 cm olan cam kolonlarda uygulanmistir. Uygun akis hizlar1 temin
etmek icin, kati sabit fazi olusturan partikiillerin ¢api, genellikle 100-150 pm
araligindaydi. Bu durumda bile, akis hizlar1 diisiiktii. Ayirma zamanlar1 ¢ok uzundu

ve ¢ogu zaman birkag saat aliyordu. Bu klasik kromatografik islemleri hizlandirmak
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icin vakum veya basing uygulama girisimleri de ayirma veriminin diismesinden
dolay1 yararli olamadi. Sivi kromatografinin gelistigi ilk yillarda, bilim adamlari,
kolon veriminin, dolguda kullanilan tanecik boyutunun azatilmasi ile dnemli 6l¢iide
artacagin1  gostermislerdir. Bu  teknoloji, klasik yer ¢ekimi-akigli sivi
kromatografisinin basit cam kolonlardaki durumunun aksine, yiiksek basingta
calisan, gelismis cihazlara ihtiya¢ gostermekteydi. Boylece YPSK ya da HPLC
(Yiksek Performansli (Basingli) Sivi Kromatografisi-High Performance Liquid
Chromatography) ismi, preparatif amagla kullanilan temel yontemlerden, daha yeni

islemleri ayirt etmek i¢in kullanilmaya baglandi.

HPLC, biitiin analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir. Yo6ntemin
bu kadar yaygin olmasmin sebepleri, duyarliligi, kantitatif tayinlere uygulanabilir
olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozulabilen tiirlerin
ayrilmasina uygun olmasi ve sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci
derecede ilgilendigi ilaglar ve gida bilesenleri gibi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir [31].

2.5.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Tanecik biiyilikligii ve polaritesi gibi Ozellikleri farkli ve ¢oziiciiniin ig¢inden
kolaylikla gecebilecegi gozenek biiyiikliigiine sahip olan kati bir destek maddesine
sahip bir kolon igerisinden hareket kabiliyetlerine bagli olarak bir karisimdaki
maddeleri birbirinden ayirmak miimkiin olabilmektedir. Kolon destek maddesinin
tanecik boyutu kiiciildiikge, ¢oziiclinlin hareket edebilecegi gozenek biiyiikliigiide
kiictilmektedir. Hareketli fazin kati1 destek maddesi tlizerinden kolaylikla hareketini
saglayabilmek icin uygun basincin uygulanmasi gerekmektedir. Bu ihtiyagtan dolay1
Yiiksek Performans Sivi  Kromatografisi (HPLC) gelistirilmigtir.  Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisinde hareketli faz sivi, durgun faz ise kati veya kati

destek maddesi iizerine tutturulmus sivi fazdir.

Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografi yontemi, biitiin analitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygin olarak kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin

sebepleri, duyarliligi, dogrulugu, kesinligi ve seciciliginin yiiksek olmasi, kantitatif
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analizlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla
kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasinda uygun olmasi ve hepsinden de onemlisi
sanayinin, bir¢cok bilim dalinin ve halkin birinci derece ilgilendigi maddelere genis
bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; amino asitler,
proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler,
pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tiirler, cesitli organik bilesikler
sayilabilir. Kisacasi, uygun dedektdr, uygun kolon ve uygun hareketli faz oldugu

stirece biitiin kimyasal maddelerin ayrilmasinda ve analizinde HPLC kullanilabilir.

2.5.3. Siv1 kromatografisinin dayandig1 temel parametreler

2.5.3.1. Dagilma (Partisyon) katsayisi

Dagilma kromatografisiyle bir karisimdaki maddelerin farkli iki faz (hareketli faz ve
durgun faz) arasindaki farkli ¢oziinmelerinden yararlanilarak birbirlerinden ayrilmasi
gerceklestirilebilmektedir. Biitlin bu ayirima islemlerinde etkili olan parametre,
cozlinenlerin hareketli ve durgun sivi faz arasindaki dagilma (partisyon) derecesini

temel alir. A ¢oziineni i¢in s6z konusu denge, asagidaki esitlikle gdsterilebilir:

A hareketli <> A sabit (2.1)

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

(partisyon) katsayis1 ad1 verilir ve;

K=Cs/Cn (2.2)

seklinde gosterilir. Burada Cs, analitin durgun faz icindeki molar derisimi, Cy, ise
analitin hareketli faz igindeki molar derisimidir. Ideal olarak ¢oziinen madde
derigimlerinin genis aralikta dagilma orani sabittir. Diger bir deyisle; Cs dogrudan C,,

ile orantilidir [31, 40].
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2.5.3.2. Alikonma (Retensiyon) zamam

Sekil 2.3.’de tek bir analit iceren numune i¢in tipik bir kromatogram verilmistir.
Kromatogram, donistiiriilmiis iki sinyalin oranimin logaritmasinin zamana karsi
cizilen grafiginden meydana gelmistir [33]. Numune enjeksiyonundan sonra gelen
pik icin, pik siiresi 6lii zaman olarak adlandirilir ve ty ile gosterilir. Olii zaman,
hareketli fazin ortalama go¢ hizini verir ve analit piklerinin taninmasinda énemli rol
oynar. Numune i¢inde veya hareketli fazda ¢ogu zaman kolonda tutulmayan bir tiir
olabilir. Yoksa bile diger piklerin taninmasia yardimci olmak igin bdyle bir tiir
ortama katilabilir. Sekilde sag taraftaki pik bir analit tiirline aittir. Numunenin
enjeksiyonu ile bu pikin dedektoére ulagsmasi i¢in gecen siireye alikonma (tutulma)

zamani denir ve tg simgesiyle gosterilir.

tg

=

Sekil 2.3. Tek bilesenli bir karisim igin tipik bir kromatogram

Analitin kolon igerisinde hareketi esnasinda ortalama go¢ hiz1 V;

V=L/t (2.3)

olarak verilir; L kolon dolgusunun uzunlugudur. Benzer sekilde hareketli faz

molekiillerinin ortalama dogrusal hiz1 U, soyle verilir;

U=L/ty (2.4)
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2.5.3.3. Analitin go¢ hiz1 ve kapasite faktorii

Kapasite faktorii k’ ¢oziinen maddelerin kolonda gd¢ hizlarini tanimlamakta yaygin

olarak kullanilan 6nemli bir parametredir:

k= (tR - tM)/tM (25)

tr ve ty degerleri kromatogramlardan kolayca bulunur. Cozlinen bir madde igin
kapasite faktorii birden ¢ok kiiciik ise, ayrilma hizli gergeklesir ve alikonma
zamaninin dogru olarak belirlenmesi zor olur. Ote yandan kapasite faktdrii 20-30 gibi
bir sayidan daha biiyiik olursa, ayrilma zamam gereksiz bir sekilde uzun olur. ideal
bir ayirma da kapasite faktorii degerinin 1-5 arasinda olmasi gerekmektedir. Kapasite
faktort, hareketli faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Her

maddenin kendine 6zgii bir kapasite faktor degeri vardir.

2.5.3.4. Secicilik faktorii ve farkh go¢ hizlari

Bir karisimdaki analitlerin kapasite faktorlerinin orani, segicilik veya ayirim faktorii
olarak adlandirilir. Bir kolondaki analitlerin segicilik katsayisi, bir kolonun soz
konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin bir dlciisiidiir. Bir karisimda bulunan A
ve B maddeleri bir kolonda ayrilmaya ¢alisilsin. Bu sistem igin segicilik faktorii a, su

sekilde tanimlanir:

o=Kg / Ka (26)

Ka: Daha az kuvvetle tutunan veya daha hizli olarak kolondan elue edilen A maddesi
icin dagilma katsayisi, Kg: Daha kuvvetli tutunan B maddesi i¢in dagilma
katsayisidir. Bu esitlik ile o, daima birden biiyiiktiir. Deneysel bir kromatogramdan

a’y1 belirlemek i¢in asagidaki esitlik kullanilmaktadir:

o= [(tr)B - tm] / [(tR)A- tm ] (2.7
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2.5.3.5. Ayirim giicii (Rezoliisyon, RS)

Ayirim, kantitatif kromatografi ¢aligmalarimin baslica gerekliligidir. Genellikle 5
veya daha az madde igeren numunelerde bu degerin 1,5’dan biiylik olmas1 kolaylikla
saglayabilir. Bu sonug, maksimum kesinligin gostergesidir. Ayirim giicii, bir kolonun

eskiligini, giinler arasi ayirim sartlarindaki degisiklikleri gosterir.

R, =2t —L) (2.8)
W, +W,

t;: 1. maddenin alikonma zamani

to: 2. maddenin alikonma zamani

Wi: 1. maddenin taban genisligi

W,: 2. maddenin taban genisligi

Genel ayirimlarda bu deger 2’nin, miktar tayini ¢alismalarinda 1,5’un, biyolojik
stivilardan yapilan calismalarda ise 1,2’nin istiinde olmasit kabul edilebilir

degerlerdir.



42

e —— ia el £ 11 Y

IJHI..H*IKT()I_{ CEVABI

ZAMAN (dakika)

Sekil 2.4. Rezoliisyon faktoriiniin kromatogramlara gore degisimi

Nicel analizler i¢in pikler arasindaki ayiriciligin (rezoliisyon) 1,5’den biiylk (R

>1,5) olmasi Onerilir.

Esitlik 2.9’a gore ayiricihign etkileyen li¢ faktor; secicilik (o), tabaka sayisit (N) ve
kapasite faktorii (k) diir.

3 (a—1) k'
RS_1/4.[ ” H(k'ﬂ)}/ﬁ (2.9)

Etkinligin ayiricilik {izerine etkisi; etkinlik faktorii, akis hizi, kolon uzunlugu veya

dolgu maddesinin tanecik boyutu ile degisir. Ayiricilik, N’nin karekdkiinlin bir
fonksiyonu oldugu i¢in N’deki biiyiik artiglar ayiricilikta kiiclik degisiklikler
meydana getirir. Etkinlik arttik¢a ayiricilik artar ve dar pikler elde edilir.
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Kapasite faktoriiniin (k'), aymricihiga etkisi Sekil 2.5°de verilmistir. Grafikten de
anlasilacagi gibi k' = 0 oldugunda ayirim yoktur, ayrica k' degeri arttikca, k' / (k'+1)
— 1’e yaklasir ve kapasite faktoriindeki artigin ayiricilia etkisi kalmaz. k' degerini

daha fazla arttirmak, sadece alikonma zamanini arttirir. Optimum k" degerleri 1-10

arasindadir [35, 41].

Aymahik (Rs)

Kapasite Faktorii (k)

Sekil 2.5. Kapasite faktoriiniin ayiricilik {izerine etkisi

2.5.3.6. Kolon verimi

Basaril1 bir kromotagrafinin amact verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik bant
elde etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinin kantitatif 6l¢iimiinde birbiriyle
bagintili iki terim sik¢a kullanilir:

1. Tabaka yiiksekligi, H (Plate Height)

2. Teorik tabaka sayisi, N (Number of Theoretical Plate)

Bu ikisi arasindaki bagint1 asagidaki esitlikle verilir:
N=L/H (2.10)
Burada L, kolon dolgusunun uzunlugudur (cm). Bir kolonda tabaka ytiksekliginin

azalmasi ve teorik tabaka sayisinin artmasiyla kolon verimliligi artar. Hareketli ve

durgun fazlarin bilesimi, kolon dolgu maddesinin tanecik biiyiikliigii ve kolon ¢apina
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bagli olarak kolonun tipi kolon verimliligine etki etmektedir. Kolon dolgu
maddesinin tanecik c¢ap1 kiiciildiik¢e, kolon tabaka sayisi artmakta ve bu da kolon

verimliligini artirmaktadir.

t

Alikonma zamam

(1.
N=16 &

|". H y

[~
| W
Pik genislig

Sekil 2.6. Teorik tabaka sayis1 hesabini gosterir kromatogram

Martin ve Synge, kromatografik bir kolonun bir¢ok ayr1 fakat bitisik dar
tabakalardan meydana geldigini diislinerek, teorik bir calismayla tabaka yiiksekligi
ve teorik tabaka sayisi terimlerinin ortaya ¢ikisina onciiliik etmislerdir. Her tabakada
maddenin hareketli ve durgun faz arasinda kurdugu dengenin, yeniden meydana
geldigi kabul edilmistir. Analitin kolon igerisinde hareketi, dengedeki mobil fazin bir
tabakadan digerine gecisi olarak kabul edilmigtir. Teorik tabaka sayist su sekilde

hesaplanir:

2 2
N :16.(\%‘j veya N :54,4{\/\tlR j (2.11)

1/2

Burada W, pik taban genisligidir. Teorik tabaka sayis1 N ve tabaka yiiksekligi H,
literatiirlerde ve kromatografik cihaz iireticileri tarafindan, kolon performansinin bir

Ol¢iimii olarak kullanilir [31].
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Kromatografik kolondaki ayirma olaylarina matematiksel bir yaklasim, 1950’1
yillarda Hollandali kimya miihendisi Van Deemter’in kendi adi ile anilan esitligin

bulunmasi ile sonuglanan incelemeleri ile baslamistir (Esitlik 2.12).

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

H: Teorik tabaka yiiksekligi (cm)

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

C,: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi

u: Cizgisel hiz

Bir kromatografi kolonunun verimli ¢alismasi i¢in 6dnce bu kolon i¢in kullanilacak
optimum akis hizinin saptanmasi gerekir. H degerinin kiigiiltiilmesi i¢in bir dizi
onlem alinarak kolonun etkinligi arttirilabilir. Esitlik 2.12°deki akis hizindan
bagimsiz olan A degeri, madde molekiillerinin kolonda ilerlerken farkli yollar
izlemesi nedeniyle biiylir. Farkli uzunluktaki yollar1 izleyen madde molekiillerinin
kolonda hizlar1 da farkli olur. Biitiin molekiillerin kolonun sonuna ulagsmasinda
bantta genisleme gozlenir. Bu olaya Eddy Difiizyonu denir. Kolon dolgu maddesinin
cok kiiclik tanecikli olarak alinmasi ile A’nin degeri kiiciiltiilebilir. Formiildeki ikinci
terim boyuna diflizyon terimi olup, 6zellikle diisiik akis hizlarinda 6nem kazanir. Bu
terimin katkisi, bilesenlerin hareketli faz i¢cindeki difiizyon katsayilarinin degerleri ile
dogru orantili olarak artar. B’nin degeri kolon sicakliginin azaltilmasi ile kiigiiliir.
Kolona basing uygulayarak da B’nin degerinin kiigiiltiilmesi miimkiindiir. Formiiliin
ticlincii terimi yiiksek akis hizlarinda 6nem kazanan kiitle aktarimi terimidir. Akis
hiz1 arttikga, bilesenlerin iki faz arasinda dagilma dengelerine ulasabilmeleri igin
gereken silire azalir ve dolayisi ile dagilma dengesine tam olarak erisilemez. Bu
terimdeki C degerinin kiigiiltiilebilmesi i¢in hareketli sivi fazin viskozitesinin az
olmasi, kolon sicakliginin arttirilmasi, sabit faz ince bir sivi film ile kapliysa, bu

filmin kalinliginin ¢ok kiiclik bir degere sahip olmasi gerekir [35, 41].
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2.5.3.7. Kuyruklanma faktorii (T) ve asimetri faktorii (AS)

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

secilmelidir. Simetrik olmayan piklerde;

1. Dogru olmayan tabaka sayis1 ve ayirim giicii sonuglari
Kararli olmayan miktar tayinleri

Gozlemlenemeyen pik kuyruklanmalar

> »w D

Alikonmanin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi gibi sorunlarla karsilagilabilir.

Pik asimetrisi taban yiiksekliginin % 10’u civarinda, kuyruklanma faktorii ise % 5’1
civarinda ol¢tliir. Uygun degerler pik asimetrisi i¢in 0,95-1,2 arasinda, kuyruklanma

faktorii i¢in ise 2’nin altinda olmalidir.

Pik
kuyrugu

Pik

Pik maksimumu

Sekil 2.7. Pik asimetri faktorii ve kuyruklanma faktorii hesabini gésteren kromatogram

2.5.4. Kolon performansinin optimizasyonu

Kromatografik calismalarda deney kosullari, bir karisimin bilesenlerini en kisa
siirede net bir sekilde ayiracak bigimde optimize edilerek belirlenir. Optimizasyon

deneyleri:

1. Bant genislemesini azaltmak,

2. Bilesigin rolatif go¢ hizin1 degistirmek amaciyla yapilir.
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Bant genislemesi ve dolayisiyla kolon verimliliginin kaybi, ¢oziinen bilesenlerin
kolon igerisinde gdgleri sirasinda yeralan ¢ok sayida kiitle-aktarim islemlerinin belli
hizlara sahip olusunun bir sonucudur. Bu hizlar etkileyen bazi degiskenler

denetlenebilir ve ayirmalari iyilestirmek i¢in kullanilabilir.
2.5.5. Kolon performansina etki eden degiskenler

Istenilen ayirmay1 saglamak icin optimum kosullar arastirilirken o, k* ve N (veya H)
gibi temel parametrelerin az ya da c¢ok birbirinden bagimsiz olarak ayarlanabilecegi
unutulmamalidir. Boylece a ve k’, en kolay sicaklik ve hareketli fazin bilesimindeki
oynamalar ya da degisik bir kolon dolgusu kullanilarak degistirilebilir. Herhangi bir
caligmada, teorik tabaka sayisi, kolon boyunun degistirilmesi, tabaka yliksekligi,
hareketli fazin akis hizi, kolon dolgu maddesi tane bilyiikliigii, hareketli fazin
viskozitesi ve sabit fazi olusturan absorbe edilmis sivi filmin kalinligr gibi

parametreler degistirilerek iyi bir ayirim gergeklestirilebilir [31, 40, 42].
2.5.6. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) cihaz

Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi, kendine 6zgii islevlere sahip olan
pompa, enjektor, kolon, dedektor, ve kaydedici olmak iizere bes ana boliimden

olusan bir sistemdir.

Eolon F
' s Dedeltér
Eolon

e
Nurnune !

St Yl B, Pompa  enjeksiyonu
al ol &7|| & u U

Mobd faz

Sekil 2.8. HPLC cihazinin sematik gosterimi
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2.5.6.1. Hareketli (Mobil) faz haznesi

Bir HPLC cihaz, bir veya daha fazla sayida, her biri 200-1000 mL arasinda ¢oziicii
iceren camdan veya ¢elikten yapilmis hareketli faz haznesi igerir. Bu hazneler ¢cogu
zaman kolonda veya dedektor sisteminde bozucu etkilere neden olan ¢oziinmiis
gazlarin (Ozellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir boliim (gaz giderici) ile
donatilmistir. Hareketli fazin cihaza verilmeden Once siiziilmesi ve ¢oziinmiis
gazlarin giderilmesi germektedir. Siizme islemi i¢in 0,45-0,6 pm ¢apinda membran
veya teflon filtreler kullanilir. Bu uygulama, siispansiyon halindeki maddeleri
uzaklastirmanin yani sira gazlari da giderir. Sistemde gaz giderici yoksa hareketli
fazdaki gazlar1 uzaklastirmak amaciyla ultrasonik banyoda (ultrasonikatdr) bekletme

veya ¢oziicliden inert bir gaz gegirme islemleri uygulanabilir.

Sabit bilesimde tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirma izokratik eliisyon olarak
adlandirilir. Sisteme gonderilen hareketli faz bilesiminin veya akis hizinin zamanla
stirekli veya kesikli olarak degistirilmesi ile yapilan ayirma islemine ise gradient
elisyon denir. Eliisyon basladiktan sonra belli bir programa gore, bazen siirekli
olarak, bazen de bir seri basamaklar seklinde ¢oziiciilerin oran1 degistirilir. Ayirma
etkinligi izokraktik eliisyona gore daha fazla olan bu yontemde, iki veya ii¢ ¢oziicli
kullanilmaktadir ve bu ¢oziciilerin polariteleri birbirinden farklidir. Ayirim
basladiktan sonra ¢oziicililerin orani ve cinsleri belli bir programa gore degistirilir.
Boylece karisim halinde bulunan maddelerin birbirlerinden kolayca ayrilmalari
saglanmis olur.

Modern HPLC cihazlari, ¢oziiciilerin hacimsel oran1 zamanla dogrusal olarak veya
iistel olarak degistirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldig1 ¢oziictileri
bir karistirma odasinda siirekli olarak degisen oranlarda bir araya getiren sistemlerle
donatilmistir. Izokratik eliisyon ile ayrilamayan maddeler gradient eliisyonla
ayrilabilmekte, farkli kapasite faktoriine sahip madde karigimlarinin alikonma

zamanlari kisaltilabilmektedir.

Hareketli faz su ve/veya sulu tampon iceriyorsa, kimyasal bozunmanin yani sira
mikrobiyolojik iireme sonucunda kolonu tikayabilir. Bu nedenle, HPLC analizleri

sirasinda taze hazirlanmis hareketli faz kullanilir [31, 34, 35].
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2.5.6.2. Pompalar

Pompalar, sikica doldurulmus kolon i¢inden hareketli fazin akisim1 saglayan

aletlerdir. HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir:

1. 400 atm’e kadar basing tliretimi,

Puls igermeyen basing ¢ikisi,

0.1-10 mL dk™' araliginda akig hizlari,

% 0.5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii,

A I S

Korozyona dayanikli parcalar (paslanmaz ¢elik veya teflondan yapilmis

sizdirmazlik) sartlarinin saglanmis olmasi gerekmektedir.

Ayrica HPLC pompalari tarafindan iiretilen basincin patlama tehlikesi olusturmamasi
da 6nemlidir. Boylece sistemin parcalarindan herhangi birinde meydana gelebilecek
catlak, ¢Oziicliniin disar1 sizmasindan ibaret kalacaktir. Bu gibi kagaklarin yangin

tehlikesi olusturma riskinden dolay1 dikkatli olunmalidir.

HPLC’de kullanilan pompa ¢esitleri:

1. Pistonlu Pompalar
2. Siirgiilii Pompalar

3. Pnomatik Pompalar

Pistonlu pompalar : En yaygin olarak kullanilan pompa sistemidir. Motor kontrollii
bir pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢oziiciiniin pompalandigi kiigiik bir silindirden
olusmustur. Sirasiyla acilip kapanan iki kiiresel motor muslugu ¢oziiciinilin silindir

icine giris ¢ikis1 kontrol eden parcadir.

Stirgiilii pompalar : Vizkoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akis iireten siirgiilii
pompalar, bir kademeli motordan gii¢ alan vidali glidiim mekanizmasi ile kumanda

edilen s1izdirmaz bir siirgiisii olan silindirik kaptan ibarettir. Sinirl1 ¢oziicli kapasitesi
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(~ 250 mL) ve ¢oziicii degistirilmesi gerektiginde karsilasilan giicliikler sakincali

olan taraflardir.

Pnomatik pompalar : Pahali olmayan, pulssuz, ancak kapasitesi sinirli olan bu tiir
pompalarda ¢ikis basinci diistik olup, ¢ikis hiz1 ¢oziicii viskozitesine ve kolon geri

basincina baglidir ve gradiyent eliisyona uygun degildirler.

2.5.6.3. Akis kontrolii ve programlama sistemleri

HPLC cihazlarinda, bilgisayarla kontrol edilip, pompa c¢ikisina yerlestirilmis geri
tepme tikact boyunca basing diismesini belirlemek suretiyle akis hizini tespit eden
sistemler de mevcuttur. Ayrica cihazlar ¢6ziicli bilesimini siirekli ya da basamakli

olarak degistiren sistemlere de sahiptir.

2.5.6.4. Enjektorler

HPLC analizlerinde 6l¢timlerin kesinligini belirleyen faktér, numunenin kolon dolgu
maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligidir. Asirt  numune yiiklenmis
kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yiizden kullanilan hacim
cok kiiclik olmalidir ve sistemin basincini diistirmeden numunenin sisteme girisinin

saglanmasi gereklidir.

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

a) Manuel enjeksiyon valfleri: Enjeksiyon valfleri yiiksek basingli bir ortama
numune aktarmak amaciyla kullanilan sistemlerdir. Enjeksiyon valfinin numune
yikleme ve enjeksiyon olmak iizere iki konumu vardir. Yiikleme konumunda loop,
basingl ortamdan izole edilir ve bir siringa yardimi ile istenilen numune miktari
loopa doldurulur. Enjeksiyon konumunda loop, tekrar yiiksek basingli ortama
donerek numuneyi sisteme aktarir.

b) Otomatik Enjektér: Basit otomatik enjektorlerde, manuel enjeksiyon valfine

benzer bir valf kullanilir. Bu sistemde numune sisesine azot basinci uygulayarak loop
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doldurulur ve valfin donmesi ile numune enjekte edilir. Enjeksiyon hacmi sabittir ve

loop hacmi ile sinirhdir.

Programlanabilen otomatik enjeksiyon sistemleri, numune loopunu doldurmak igin
hassas motor ile hareket ettirilen siringalar kullanilir. Enjektorle ¢ekilen hacim
kontrol edilerek istenilen miktarda numune loopa doldurulur. Kiigiik miktarlardaki
numune enjeksiyonlar1 gerceklestirilebilmekte ve numune kayiplar1 minimum

olmaktadir. Istenilen sayida enjeksiyon yapmak da miimkiindiir.

2.5.6.5. Dedektorler

Siv1 kromatografik yontemlerin gelismesinde yasanan en biiyiik giicliiklerden biri
ideal dedektor bulabilmektedir. Stvi kromatografide kullanilan dedektdrler iki baglik

altinda toplanabilir:

a) Yigin Ozellikli Dedektorler: Bunlar analit tarafindan degistirilen yigin
Ozelliklerine cevap verirler. Hareketli fazin kirtlma indisi, dielektrik sabiti ve

yogunlugu gibi 6zelliklerinin degisimi sonucu 6l¢lim yapilir.

b) Analit Ozellikli Dedektérler: UV absorbansi, floresans siddeti gibi analitin sahip
oldugu, fakat hareketli fazin sahip olmadigi &zelliklere cevap verirler. Bu

Ozelliklerdeki degisimler dl¢iilerek sonug elde edilir.
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Tablo 2.5. Sivi Kromatografik Dedektorlerin Performanslarinin Karsilastirilmasi

Sivi Kromatografik | Belirleme
Dedektorler Sinir1
Absorbans 10 pg
Floresans 10 fg
Elektrokimyasal 100 fg
Kirma indisi 10 ng
[letkenlik 500 fg
Kiitle spektrometre 1 pg
FT-IR 100 ng
Isik sagma 500 ng
Optikge aktiflik 1 ng
Element secici 10 ng
Foto iyonlagma 1 pg-1 ng

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

kirma indisi, elektrokimyasal ve kiitle spektrometrisi dedektorleridir.

Absorbans dedektorleri : Bu tip dedektorlerde kromatografik kolondan ¢ikan
elementlerin takip ettigi akis hiicresinin hacimleri, kolon dis1 bant genislemesini en
aza indirmek amaciyla olabildigince diisiik tutulmaktadir. Ornegin; hacimler 1-10 uL
arasinda ve hiicre uzunlugu 2 mm ile sinirlandirilmistir. Bu tipteki hiicrelerin biiyiik
kismi1 yaklasik 60 psi’den daha biiyiik basinglarda calisamazlar ve basing diigiirme
diizenegine gereksinim duyarlar. Absorbans dedektorlerinin ¢ogunlugu ¢ift 151n
yolludur. Bu 1sinlardan birisi eluent hiicresinden gecerken, digeri siddetinin
azaltilmas1 amaciyla bir filtreden gegirilir. Daha sonra bu iki 1sin siddetinin

karsilastirilmas1 amaciyla birbirleriyle uyumlu fotoelektrik dedektorler kullanilir.

Ayrica tek 1smn demetli cihazlar da vardir. Bunlarda c¢oziicii sisteminin siddet
Ol¢iimleri bir bilgisayarin hafizasinda depolanir ve sonunda absorbans hesabi igin bu

deger tekrar kullanilir.
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Absorbans Dedektorleri: a) Filtreli UV Absorbans Dedektorii, b) Monokromatorlii
UV Absorbans Dedektérii, ¢) Infrared Absorbans Dedektorii

Filtreli UV Absorbans Dedektorleri: Isin kaynagi olarak civa lambasinin kullanildigi
filtreli fotometreler, en basit ultraviyole absorbsiyon dedektorleridir. En yaygin
olarak kullanilan filtreli UV absorbans dedektorleri, 254 nm dalga boyundaki 151
filtrede izole etme 6zelligine sahip olanlardir. Ancak; 250, 313, 334 ve 365 nm dalga
boyundaki 1sinlar1 da kullananlar vardir. Bu tip dedektorlerin kullanimi, kullanilan
dalga boyundaki 1ginlardan birini absorblama &zelligine sahip analitlerle sinirhdir.
Bir kolondan elde edilen absorblayici tiirlerin teshisinde, 1s1n kaynagi olarak girisim

filtreli déteryum veya tungsten telli 151n kaynaklarinin da kullanimi miimkiindjir.

Monokromatorlii UV Absorbans Dedektorleri: Piyasada sadece UV 1sinlart kullanan
veya hem UV hem de goriiniir bolge i1sinlarin1  kullanan optik agh
spektrofotometreden olusan dedektorler vardir. Bu dedektorlerde kromatogramin
tamami tek bir dalga boyundan alinabildigi gibi, zamanla eluent pikleri birbirinden
yeterince ayrildiginda her bir pike ait madde i¢in uygun dalga boyu segilmesi ile
mimkiindir. Filtre se¢imi ¢cogunlukla bilgisayar kontrolii ile yapilir. En giigli UV
spektrofotometrik dedektorler, fotodiyod dizisi dedektorleridir. Bu cihazlar yaklasik
1 saniyede spektrumun tamami i¢in gerekli verileri toplayabilir ve ili¢ boyutlu bir
grafik halinde tiirlerin teshis ve kantitatif tayini i¢cin gerekli sartlarin segimine

yardime1 olacak bir spektrum sunar.

Infrared Absorbans Dedektorleri: Iki tip infrared absorbans dedektdrii vardir. Bunlar:
a) Dalga boyu taramasini 3 tane yari1 dairesel filtre kanatlar1 ile yapan ve ¢alisma
aralig1 2,5-14,5 um veya 4000-690 cm™ olan dedektorlerdir [33].

b) Digeri ise Fourier doniisiimlii cihaza benzer 6zellikte olan infrared dedektorleridir.
Bunlarin yapisi daha karmasiktir. Infrared dedektdr hiicreler, kullanilan NaCl
pencereler harig, yapilis bakimindan UV 1sinli hiicrelere benzemektedirler. Hiicre

uzunluklar1 1-3,2 mm ve hiicre hacmi 1,5-10 pL arasinda degismektedir.
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Infrared dedektorlerin kullanimindaki dezavantaji, birgok kullanish ¢oziiciiniin diisiik
gecirgenligidir. Ornegin; su ve alkollerin genis infrared absorbsiyon bantlari, bu

dedektdrlerin birgok uygulamada kullanimini engellemektedir [33, 43].

Floresans dedektorler : Floresans dedektorlerin ¢ogunun yapisi, florometre ve
spektroflorometrelere benzer sekilde tasarlanmistir. Bu tip dedektorlerde floresans,
uyarict 1smna 90 derece agi ile yerlestirilmis bir fotoelektrik dedektdér yardimiyla
gozlenir. Daha gelismis cihazlardan floresans igimasini izole etmek i¢in optik ag
monokromator kullanilir. Yine ¢ogunlukla uyarici 151n kaynagi olarak civa lambasi
ve yayilan 1sinlarin belli bandini izole etmek ig¢inde filtreler kullanilir. Gelismis
cihazlarda kaynak olarak ksenon lambasi kullanilir. Floresans dedektorlerde
ayarlanabilir lazer 151n kaynag1 kullanarak duyarlilig1 ve seciciligi artirma ¢aligmalari

da yapilmaktadir.

Floresans 6zellik gosteren ya da floresans hale getirilebilen numunelerin ayrilmasi ve
analizinde de kullanilan bir yontemdir. Floresans dedektdrlerin istiinliikleri duyarli
olmalaridir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1 floresans 6zelligi bulunan numunelerdeki
bilesiklerin ayrilmasi ve tayini i¢in sivi kromatografisinde de kullanilmaktadir.
Floresans 0zellige sahip ilaclar, dogal iirlinler, klinik numuneler ve petrol iiriinleri

gibi maddelerin analizinde oldukca fazla tercih edilen yontemlerdendir [33, 44].

Kirilma indisi dedektorii : Kirilma indisi dedektoriinde ¢6ziicli, kolunun yolu
iizerinde bulunan hiicrenin bir yarim bdlmesinden gecer, eluat ise daha sonra diger
bolmesinden gecer. Bu iki bolme bir cam plakayla ayrilmistir. Bu cam plaka, iki
cozeltinin kirilma indisi birbirinden farkli ise gelen 1smin kirilmasini saglayacak
acida yerlestirilmistir. Fotoduyarli dedektoriin yiizeyine gelen 1s1mn demetinin
yolundan sapmasi c¢ikis sinyalinin degismesine sebep olur ve bu degisiklik
ylikseltilerek kaydedildiginde kromatogram elde edilir. Kirilma indisi dedektorleri
hemen hemen biitiin analizlenecek maddelere cevap verebilmesi, giivenilirligi ve akis
hizindan etkilenmemesi nedeniyle avantajlidir. Ancak bu tip dedektorlerle
caligilirken sicakligin sabit tutulmasi gereklidir. Sicakliga oldukca duyarhidirlar ve

hassasiyetleri diger dedektorlere gore daha dusiiktiir.
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Buharlastirmali 151k sagma dedektorleri : Son yillarda HPLC igin gelistirilmis olan bu
tip dedektorlerde kolondan ¢ikan ¢ozelti, sislestirici denilen yapi1 i¢inden gegirilerek
azot veya hava akimi ile ince bir sis haline doniistiiriiliir. Sis halindeki ¢oziicii
sicaklik kontrollii siiriikleme borusuna gonderilir. Oradan lazer 15in demetinin
icinden gegcirilir. Akis yoniine dik olarak sag¢ilan 1sinlar bir silisyum fotoiyod dizi
dedektér yardimiyla Olgiiliir. Bu tip dedektorlerin digerlerine gore stiinligi
buharlasmayan biitiin analitlere ayni1 cevabi vermesidir. Ayrica kirilma indisi

dedektorlerine gore duyarliligr daha fazladir [33].

Elektrokimyasal dedektorler : Elektrokimyasal dedektorler; polarografik,
kondiiktometrik, kulometrik ve amperometrik olarak boliimlere ayrilabilir. Bunlardan
amperometrik  dedektorler daha c¢ok  kullamlmaktadirlar. ~ Amperometrik
dedektorlerde kontrollii potansiyelde elekrokimyasal degisiklige ugrayan bilesikler,
elektrod ylizeyinde oksidasyon ya da rediiksiyona ugradiginda, elektroddaki elektron

akimi zamanin fonksiyonu olarak kaydedilir.

Bu tip dedektorlerin kullanilabilmesi i¢in hareketli fazin elektrigi iletmesi
gerekmektedir. Organik c¢oziiciiler kullanildiginda, hareketli faza mutlaka akimi
iletmek {izere bazi maddeler katilmalidir. Uygulanan potansiyelde c¢doziiciilerin
elektrokimyasal olarak inaktif olmasi gerekir. Bu dedektdrde en biiylik problem
elektrot (camsi karbon) yilizeyinin kirlenmesidir. Optik dedektorler kadar kullanimi

yaygin olmasa da duyarlilik, basitlik ve kullanig a¢isindan daha avantajlidir.

Kiitle spektrometrik dedektorler : HPLC ile kiitle spektrometriyi birbirine baglamada
ortaya ¢ikan temel problem, HPLC’in biiyiik ¢6ziicii hacimleri ile ¢alismas1 ve kiitle
spektrometrisinin de vakum gerektirmesidir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla cesitli
ara baglantilar gelistirilmistir. Bunlardan piyasada mevcut olan bir tanesinde
kolondan ¢ikan eliiat iki kisma ayrilir ve ¢ok az bir kisim kiitle spektrometreye
gonderilir. Akis hizlar1 10-50 pul/dakika olan yeni mikro gbézenekli kolonlarin
kullanilmaya baslamasi ile birlikte sivi kromatografi sistemleri dogrudan kiitle
spektrometrik dedektore baglanir. Termosprey olarak adlandirilan yeni ve imit veren

bir baglanti da, su an piyasada bulunmaktadir.
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UV-goriintir bolge dedektorler : Cogu ilag analizinde kullanilan UV-Goriiniir Bolge
dedektorler, maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak i¢in 151k
kaynagindan gelen 1518 siddetinin Olciilmesi amaciyla kullanilan dedektdrlerdir.
Bunlar iki tiptir: Sabit dalga boylu dedektorler; basit bir dedektor olup, dalga
boyunun sec¢imi ig¢in farkli interferansli filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde
genellikle UV kaynagi olarak civa lambasi kullanilir. Bunun disinda alternatif 151k

kaynaklari ile daha degisik dalga boylarin1 gézlemekte miimkiindiir.

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

calisabildigi i¢in son derece kullanighdir.

Diyod siralt dedektorler : Degisken dalga boylu UV-Goriiniir Bolge dedektorlerdir.
Hem sabit hem de taramali dalga boylarinda incelemeye miisait olan dedektorlerdir.
Diyod array dedektorler, se¢imlilik ve hassasiyet agisindan degisken dalga boylu UV

dedektor ile ayn1 avantajlara sahiptir. Bunlara ek olarak;

1. Ayni anda spektrumun biitiin dalga boylarinda piklerin 6l¢iimii yapilabilir.

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

3. Birden fazla dalga boyunda kromatogramdaki piklerin UV-Goriiniir bolge
spektrumlari alinabilir.

4. Spektrumlarin ¢akistirilmasi yontemi ile pik safliginin tespiti yapilabilir.

2.5.6.6. Kolonlar

Kolonlar genellikle i¢i paslanmaz ¢elik borulardan olusmus sistemlerdir. Ancak

bazen kalin cidarli cam borular da kullanilabilir.
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Analitik Kolonlar: Sivi kromatografi kolonlari, diiz veya sarmal olabilirler. Kolon
etkinligindeki kayip, dolayisiyla sarmal konfigiirasyona daha az rastlanmaktadir.
Kolon boyu genellikle 10-30 cm arasinda olup, kolonlarin birbirine eklenmesi
yoluyla boylarinin uzatilmasi saglanabilir. Kolonlarin i¢ ¢ap1 4-10 mm, kolon dolgu
maddelerinin tanecik biiytlikliigl ise genellikle 5-10 pm arasindadir. Giiniimiizde en
sik kullanilan kolon 25 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda ve 5 pum tanecik

biiytikliigiine sahip kolonlardir.

Son yillarda hiz ve minimum ¢dziicli sarfiyatt bakimindan diger kolonlara gore
istiinliik saglayan daha kii¢iik boyutlarda yiiksek hiz ve yiiksek performansli kolon
iiretimi de s6z konusudur. Bu kolonlar ile 15 saniye i¢inde 8 farkli tipte maddenin

birbirinden ayrilmasi miimkiindiir [33, 43, 44].

Koruyucu kolonlar : Analitik kolonu koruyarak daha uzun siire kullanimini saglayan,
analitik kolonun oniine yerlestirilen kisa kolondur. Gorevi, partikiil halindeki
maddeleri, ¢6ziicli i¢indeki yabanci maddeleri, numune kabi i¢cinde bulunan ve
durgun faza geri doniisiimsiiz olarak baglanan maddeleri tutmak, hareketli fazi
durgun faz ile doyurarak analitik kolondaki ¢6ziicii kaybinin en aza inmesini

saglamaktir.

Bu emniyet kolonunun tanecik boyutu, basing¢ diisiisiinii en aza indirmek amaciyla
genellikle biiyiiktiir. Emniyet kolonundaki dolgu maddesi analitik kolondaki dolgu
maddelerinin benzeridir. Emniyet kolonu kirlendigi zaman yenisiyle degistirilmek

suretiyle daha pahali olan analitik kolonun korunmasi saglanir [33, 44].

Kolon termostatlar1 : Kolonlarin sicakligini kontrol etmek gerekli olmakla birlikte
genellikle kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak kolon sicakligi sabit
tutuldugu zaman elde edilen kromatogramlarin daha iyi oldugu gézlenmistir. Buna
dayali olarak, kolonlarim sicakligmim 100-150°C’ye kadar her sicaklikta sabit
tutabilen kolon 1siticilar1 ve kolonlarin bagli bulundugu sabit sicakliktaki bir su

banyosu tarafindan beslenen su ceketi kullanimi da miimkiindiir.
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Kolon dolgu maddeleri ve 6zellikleri : HPLC cihazinda kullanilan kolonlar, yiiksek
basinci korumak i¢in paslanmaz celikten yapilmislardir. Bunlar bastanbasa diizgiin
bir i¢ ¢apa sahiptirler ve ticari olarak degisik biiyiikliiklerde mevcutturlar. Bir
kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile yani kolon
dolgu maddesinin secilmesi ve kullanilmasi ile tayin edilir. Iyi bir kolon dolgu
maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere
kars1 inert olmalidir. Ayrica genis bir yiizey alanina diizgiin olarak dagilmis ve
hareketli fazla kolay etkilesebilen, acgik yapili bir ylizeye de sahip olmalidir. Ayni

zamanda yliksek basing ve yiiksek akis hizlarindan da etkilenmemelidir.

Kolon verimi, kolon dolgu maddesi, ortalama pargacik ¢api, kolonu doldurmak i¢in
kullanilan teknikler, kolonun i¢ ¢ap1 ve kolonun i¢ yiizeyinin geometrisi gibi pek ¢cok
faktor tarafindan tayin edilir. Paslanmaz c¢elik kolonlarin, malzeme 06zellikleri
acisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya ¢ikmistir. Analitik uygulamalarda 2.1, 3.2

ve 4.5 mm i¢ ¢apa sahip kolonlar 10-30 cm arasindaki uzunluklarda kullanilirlar.

Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektor arasindaki baglantt borularinin
uzunlugunun miimkiin oldugu kadar kiiclik tutulmasi istenir. Kolon c¢ikisina ve
dedektor sistemine baglanmis borularin en 1iyisi, hareketli fazla 6nemsiz o6l¢iide
seyrelmeye izin veren minimum Olii hacme sahip olanidir. Bu 6rnek seyrelmesini
engelleyen, 0,025-0,050 cm i¢ capa sahip (¢elik ve teflon) baglanti borularinin

kullanilmasi ile basarilir.

HPLC c¢alismalarinda sabit faz olarak genellikle silikajel kullanilir. Igerdigi SiOH
gruplart nedeniyle zayif asidik 6zelllik gosteren silikajel, bazik oOzellik gosteren
bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar. Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak
kullanildig1 gibi, kat1 ylizeyine film halinde de kaplanabilir. Asidik 6zellik gdsteren
bilesiklerin ayrilmasini saglayan, yani bazik 6zellik tagiyan bir kolon dolgu maddesi
de aluminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir yiizeye film halinde kaplanarak

kullanilir.

Elementel tiirlendirme amac1 ile kullanilan dolgu maddesi ise genellikle anyon ve

katyonlar1 tutan iyon degistirici reginelerdir. Bu re¢inelerin kullanilmasi durumunda



59

ornekte iyon halinde bulunan tiirlerin birbirinden ayrilmasi saglanabilir. Kullanilan
iyon degistirici recinelerin, dogrudan kolona doldurulabilen kati reginelere olan
ilgilerine etki eden bir¢ok faktdér vardir. Bunlar, iyonlarin yiikii ve biiyiikligi, pH,
iyon siddeti, kullanilan recinenin gozenekliligi, ¢6ziicli cinsi, ¢oziicii derigimi ve
sicakliktir. Birka¢ bilesenden olusan bir karigimdaki her bilesen, farkli bir net yiike
sahiptir ve bu ylizden kolondan ayrilmasi i¢in farkli bir iyonik kuvvet gerektirir.
Iyonik kuvvet tamponun veya tampona eklenen tuzun artan derisimi ile artabilir. Bu,
ornegin kolonda alikonmasini azaltabilir ve bilesikler farkli tuz derisimlerinde

kolondan daha kolay ayrilirlar.

Ornek bilesenlerinin ayrilmasi, tamponun pH’min degistirilmesi ile saglanabilir. pH,
molekiilin pH’sina yaklagtiginda molekiil kendi yiikiini kaybeder ve iyon
degistiriciden kurtulur. Katyon degistirmede, drnekler kendi pH degerlerinin altinda
bir pH’da tutuldugunda, tamponun pH’sinin artmasiyla 6érnek kolondan daha ¢abuk

ayrilir.

Iyon degistirme, iyonik tiirlerden birinin digeriyle yer degistirmesini igerir. Sabit faz,
iyon degistirici R* vermek icin, net pozitif yiik tastyan kati bir matriksten olusur.
Eger anyon igeren hareketli faz kullamlirsa, R" (iyon degistirici taraf) negatif karsi
iyonu kendine dogru ¢eker, bdylece 6rnek anyonlar1 (X), karsi iyonlarla (Y") yer
degistirir:

RIY+X oR X +Y (2.13)

Bu yontem anyon degisimi igerdiginden, anyon degistirme olarak bilinir. Yiizey,
iyon degistirici R™ vermek icin, net negatif yiik tasidigi zaman katyon degistirme
olay1 meydana gelir. Kars1 iyonlar (Y) ve 6rnek iyonlarinm (X") ikisi de katyondur

ve iyon degistirme su sekilde olur:

RY +X <-RX ' +Y" (2.14)

Anyon ve katyon degistirici reginelerde gerceklesen ayirma mekanizmalar1 Sekil

2.9.’da goriilmektedir.
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Sekil 2.9. Anyon ve katyon degistirici reginelerde gergeklesen ayirim mekanizmalari

Iyon degistirme kromatografisinde, kromatografik destek maddesi, hareketli fazda
iyonik ¢ozeltilerle yer degistirme yetenegine sahip iyonlar1 igerir. Iyon
degistiricilerin iki tipi; bazik ve ndtral maddeler i¢in katyon degistiriciler, asidik ve
notral maddeler icin anyon degistiricilerdir. Iyon degistiriciler kimyasal &zellik ve

boyut farkliliklar1 kadar, yapisal farkliliklarina gore de siniflandirilirlar:

1) Mikrogozenekli veya jel yapisindaki regineler: Bu regineler mikro gozenekler
iceren, ¢apraz bagli yapisal bir agdan olusmaktadir. Cok kiigiik gézeneklere sahip
oldugundan polar olmayan c¢oziicii sistemlerinde, sisme ¢ok disiiktiir. Biiyiik

hacimlerdeki iyonlarin tutunmasi yavastir ve ¢ogu kez tersinmezdir.

2) Makrogdzenekli recineler: Bu recineler mikrogdzenekli reginelere ek olarak, genis
biiyiikliikte gozenekler de igerir. Bunlar biiylik i¢ ylizey alanlarma ve yiiksek
gozeneklilige sahiptir. Biliylik gozenekler, farkli biiyiikliikteki iyonlarin iyon

degistirici fonksiyonel gruplara kolayca ulagsmasini saglayan kanallar igerir.

3) Pelikular regineler: Bu regineler, cam boncuklardan olugsmus i¢ kisma, iyon
degistirici ince bir regine filminin kaplanmasiyla hazirlamr. I¢ kismin ¢apr ¢ok

kiigiiktiir ve bu yiizden ¢dziiciilerin ¢ok kiigiik miktarlar1 i¢in uygundur.
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4) Yiizeysel gozenekli regineler: Cam boncuklardan olusmus i¢ kisim, iizerine iyon

degistiricinin baglandigi silika mikro kiireciklerinin ince tabakasiyla ¢evrilir.
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Sekil 2.10. Regine tipleri: (a) Mikrogozenekli regineler, (b) Makrogdzenekli regineler, (c) Pelikular
recineler, (d) Yiizeysel gozenekli regineleri

HPLC destek maddeleri, hem silika temelli maddeleri hem de tiirevlendirilmis
hidrofilik ve hidrofobik polimerleri kapsar.

a) Polimer temelli iyon degistiriciler: Polimer temelindeki iyon degistirici reginelerin
polimerik iskeleti polistirene ¢apraz baglanmis divilbenzenden sentezlenir. Bu iskelet
genellikle bir stirendivinilbenzen (DVB) polimeri, polimetakrilat polimeri, metakrilik
asit divinilbenzen (MA-DVB) polimeri veya akrilik asit divilbenzen (A-DVB)

polimeridir.

Capraz baglanmanin miktari, divilbenzen miktari ile kontrol edilir. Genellikle her 11
mol stiren i¢in 1 mol divilbenzen kullanilir. Capraz bagli polimerik zincirlerin
olusturulmasi igin yaygin bigimde p-divinilbenzen kullanilmakta birlikte, divilbenzen
de aym islevi goriir. Polistirendivilbenzen reginesinin gozenekliligi ve mekanik
kuvveti, capraz baglanma derecesinin bir fonksiyonudur. Yiiksek dereceli capraz
bagli regineler (% 8-10) yiiksek basingta kullanilabilir, fakat kiiciik capli recineler (%

2-8), biiylik molekiillerin matrikse ge¢mesine izin verir ve ¢ozlniirligi arttirirlar.
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Fakat mekanik kararliliklar1 distiktiir. Bu destek maddelerin avantaji pH=2-12

araliginda kararli olmalaridir.

Katyon degistiriciler, polimere asidik fonksiyonel gruplar eklenerek, anyon
degistiriciler ise bazik fonksiyonel gruplar eklenerek elde edilirler. En ¢ok kullanilan
fonksiyonel gruplar katyon degistiriciler i¢cin -SOjs (siilfonat), anyon degistiriciler i¢in
kuarter amin (-N"(CH3))3 trimetil amonyum; -N"(CH3),C,H4OH (dimetil hidroksietil
amonyum) formundaki iyon degistiricilerdir. Ornegin; bir stirendivinilbenzen
polimeri siilfirik asitle tepkimeye girdiginde, -SO3;H bagh katyon degistirici

olusturur.

b) Silika temelli iyon degistiriciler: Silika temelinde iyon degistiren matriksler
hidrofiliktir ve polimerik tabaka olusmasi i¢in kullanilan ¢apraz baglayicilar
ylziinden diisiik hidrofobik tutunma gosterirler. Kiigiik parcacik biiytikliikleri ve sik
dagilimlar1 yiiksek kaliteli bir aywma saglar. Gozenekli ylizeylerinden dolayi,
hareketli faza 6nemli bir temas yiizeyi saglarlar. Kimyasal ve mekanik olarak kararli
olan silika matriksleri, yiiksek akis hizi gerektiren yiiksek basinca karsi iyi direng
gosterirler. pH=2,5-7 araligindaki sulu tamponlar ve pek cok organik coziiciiler,
matrikste sisme veya biiziilme olmaksizin kullanilabilirler. Bunlar mikro ve makro
regineler arasinda bir yerde diisliniiliir ve iyon degistirme fazi ince polimerik aga
monomerik baglanmis olabilir. Silika temelindeki reginenin avantaji, polistiren
temelindeki iyon degistirici re¢cineden mL kolon hacmi basina daha biiyiik degistirme
kapasitesine sahip olmasidir. Bununla birlikte silika bazli iyon degistiricilerin birkag
siirlamasi vardir. Bunlarin bazik kosullar altinda kullanimlar1 sinirhidir ve ytiksek

iyonik siddet kolon émriinii azaltir.

Iyon degistirici regineler, polimere baglanan asidik veya bazik fonksiyonel gruplarin
kuvvetine gore de siniflandirilirlar. Bu siniflandirma kuvvetli bazik (kuvvetli anyon
degistirici), oldukca bazik, zayif bazik, kuvvetli asidik (kuvvetli katyon degistirici)
ve zayif asidik seklindedir. Fonksiyonel grubun bazikligi veya asidikligi arttik¢a ters
yiikli 6rnek iyonlarin1 ¢ekme giicii artar. Tablo 2.6.’de ¢esitli anyon ve katyon

degistirici recineler goriilmektedir.
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Smiflandirma Fonksiyonel Grup Polimerik destek
Tetraalkil-amonyum
Kuvvetli bazik hidroksit S-DVB
(Kuvvetli anyon degistirici)
-CH,N(CH3);"CI S-DVB
-CH,N(CH3);"OH S-DVB
Tetraalkil-amonyumkloriir S-DVB
Oldukca bazik -N(CH3)2 S-DVB
-NH; S-DVB
Zayif bazik
-NH; S-DVB
Kuvvetli asidik
(Kuvvetli katyon degistirici) -SOsH" S-DVB
-SO;'Na' S-DVB
Zay1f asidik
-COOH" S-DVB
2.5.6.7. Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanildig1 sistemlerde; hareketli faz akis hizi,

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

veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikroislemciler ve bilgisayarlarin

kullanilmas1 kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon

parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak saglamaktadir.

2.5.7. HPLC yonteminin avantajlari

1. Duyarl bir yontem olmasi,

2. Dogru ve kantitatif tayinlere kolayca uygulanabilir olmasi,
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3. Ugucu olmayan, sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrimi i¢in uygun
olmasi,

4. Pek cok maddeye genis sekilde uygulanabilmesi,

5. Aymn sabit faz kullanilarak farkli hareketli faz sistemleriyle ayn1 anda birgok
maddenin duyarl olarak miktar tayininin yapilmasina olanak saglamasi,

6. Numunedeki maddelerin, bozulma {iriinlerinin yaninda miktar tayinlerine
olanak saglamasi,

7. Biyolojik sivilardan gerek ila¢ etken maddelerinin, gerekse metabolitlerinin

analizi i¢in genis bir kullanim alanina sahip olmasi.

2.5.8. HPLC yonteminin dezavantajlar

1. Ekonomik olarak pahali sabit faz ve hareketli faz sistemlerine gereksinimn
gostermektedir.

2. Hareketli faz sistemlerinin mutlaka pahali membran sistemlerinden siiziilmesi

gerekmektedir [32].

2.5.9. Yiiksek performansh sivi kromatografisinin uygulama alanlar

HPLC, benzer yapili kimyasal maddelerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve belirlenmesi

islemlerinde oldukga yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

2.5.9.1. Saflastirma

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

gerekmektedir.
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2.5.9.2. Kalitatif analiz

Az sayida ve bilinen tiirleri igeren karisimlardaki bilesenlerin varligini tanimak
amactyla HPLC yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, tek bir kromatogramla,
bir peptit pargalanmasinda 30 kadar amino asit yeterince kesin bir sekilde
goriilebilmektedir. Ote yandan kromatogram, karisimdaki her tiir i¢in, tutulma siiresi
gibi yalnizca tek bir bilgi igerir. Bu nedenle anilan teknigin bilinmeyen bilesimdeki
karmagik numunelere uygulanmasindaki basarist sirlidir. Bunun i¢in HPLC
kolonunun NMR, infrared veya kiitle spektrofotometrelerine baglanmasiyla

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

2.5.9.3. Kantitatif analiz

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

bilinmeyen maddenin derisimi kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur [38, 39].



BOLUM 3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

3.1. Kromatografik Sartlar

Gelistirilen HPLC yoOntemi i¢in izokratik pompa sistemi kullanilarak, UV-DAD
dedektoriiyle 200-400 nm aras1 bolge taratilmis ve Gliseril Gayakolat ile Efedrin
HCI’lin 212 nm’de maksimum absorbans gosterdigi tespit edilmistir. 212, 224, 254,
256 ve 272 nm dalga boylarinin her birinde ayr1 ayr1 kromatogramlar alinmis ve en
uygun dalga boyu olarak 212 nm’de biitiin kromatogramlar kaydedilmistir. HPLC
sisteminde yapilan denemeler sonucunda, 3C ters-faz kolonu kullanilarak, 25°C’lik
kolon firm1 sicakligi, 10 pL’lik enjeksiyon hacmi ve 1 mL dk™’lik akis hiz1 sistem
icin en uygun sartlar olarak secilmistir. Bu sartlarda alinan kromatogramlardan
Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI i¢in alikonma zamani i¢in sirasiyla 6.45, 3.98
(RT) dk olarak tespit edilmistir. Mobil faz i¢in metanol-su, metanol-asetonitril, su-
asetonitril, asteonitril-fosfat tamponu, metanol-fosfat tamponu gibi yiizdesi farklh
kombinasyonlar (40:60, 50:50, 20:80, 5:95 gibi) kullanilarak optimize edilmistir.
Farkli mobil faz denemeleri sonucunda, en uygun izokratik mobil faz karisimi olarak
tespit edilen 60:40 oraninda pH=3 fosfat tamponu-metanol karisimi kullanilmistir.
Kolonu temizlemek icin de, dnce belli bir siire deiyonize su ile kolon yikanarak, daha
sonra 70:30 oraninda metanol-deiyonize su karisimi ile yikama periyodu
tamamlanmigtir. Hazirlanan mobil faz ve diger biitlin organik ¢oziiciiler 0,47 pum’lik

(nylon-47 mm) membran filtreden vakum altinda siiziildiikten sonra kullanilmistir.
3.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Gliseril Gayakolat’in stok ¢ozeltisi 100 mL’de 125 mg olacak sekilde, Efedrin
HCl’lin stok ¢ozeltisi ise 100 mL’de 62,5 mg olacak sekilde metanol igerisinde
hazirlanmigtir. Standart ¢ozeltiler ise Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI’lin sirasiyla

30-100 pg /mL, 15-50 pg/ mL, konsantrasyon araliklarinda hazirlanarak, kalibrasyon
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egrisi i¢in bu stoklardan Gliseril Gayakolat i¢in 30-40-50-60-70-80-90-100 pg /mL,
Efedrin HCI i¢in ise 15-20-25-30-35-40-45-50 pg /mL, olacak sekilde kisimlar

alinarak metanol ile 25’er mL’ye seyreltilmistir.

Geri kazanim caligmalar i¢in Gliseril Gayakolat (30-35-40-50-55-60-70-75-80-85-
90-100 pg/mL) ve Efedrin HCI1 (15-17,5-20-22,5-25-30-32,5-35-40-45-47,5-50 ug/
mL) i¢in yeni standartlar hazirlanmistir. Ana stoktan hazirlanan bu cozeltiler 25’er

mL’ye metanol ile tamamlanmistir.

Hazirlanan biitiin standartlar, kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmis
ve kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilerek, vorteks ile 5-10 dk ile karistirilip

kullanilmaya hazir hale getirilmistir.

3.3. Ticari Cozeltilerin Hazirlanmasi

Pedrin adli ticari surupdan 1250 ng/mLGliseril gayakolat ve 625 pg /mL Efedrin HC1
olacak sekilde kisimlar alinmis (5 mL’de) ve metanol igerisinde stok ¢ozeltiler
hazirlamak icin, bu ¢ozeltiler 5-10 dk vortekslenmistir. Daha sonra iyice ¢oziinen bu
stok cozeltilerden alman belli bir miktardaki kistm, 100 pg/1.25 mL Gliseril
Gayakolat, 15 pg/1.25 mL Efedrin HCI igerecek sekilde alinarak, toplam 6 ticari

surup standard1 hazirlanmgtir.

3.4. Standart Ekleme Yontemi Kullamlarak Standart Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

25 mL’lik balon joje icerisine Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI stok ¢ozeltilerinden
strastyla 52, 60, 68, 76, 84 pg/mL ve 7.8, 9, 10.2, 11.4, 12.6 pg/mL olacak sekilde
ilave edilerek, 5 ayr1 ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra ayni balon jojeler igerisine
ticari stok ¢ozeltisinden de Gliseril Gayakolat i¢in 16, 24, 32, 40, 48 pg/mL Efedrin
HCI igin ise 2.4, 3.6, 4.8, 6, 7.2 ng/mL olacak sekilde ilave edilmis ve hepsinin
toplam 100 pg/mL Gliseril Gayakolat ve toplam 15 pg/mL Efedrin HCI standartlar

olmas1 saglanmistir. Daha sonra her biri 25 mL’ye metanol ile seyreltilmistir.



68

3.5. Plazmal Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Insan plazmasi, dogal olarak ¢dziinmesi icin oda sicakliginda bekletilmistir. Plazma
numuneleri, in vitro olarak standart ¢ozeltilerden plazma {izerine ilave edilmesi
(spike) yontemi ile hazirlanmistir. 1’er mL insan plazmasi tizerine Gliseril Gayakolat
ise 30-40-50-60-70-80-90-100 pg/mL, Efedrin HCI 15-20-25-30-35-40-45-50 ng/mL
olacak sekilde eklenip 25 mL’ye metanol ile seyreltirilerek, her ikisi i¢in ayr1 ayr1 8
standart ¢ozelti hazirlanmig ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Biitiin plazma
numuneleri 5-10 dk vorteks ile karistirilmistir. Daha sonra bu numunelerden santrifiij
tiiplerine alinan kisimlar 6000 devir dk'’da 20-30 dk santrifiijlenerek proteinlerin
cokmesi saglanmistir. Boylece ekstraksiyonsuz bir sekilde tiim plazma numuneleri

kolayca hazirlanmigtir.

Plazmali geri kazanim ¢alismalarin i¢in de; 1’er mL plazma 6rnekleri tizerine Gliseril
Gayakolat icin 30-35-40-50-55-60-70-75-80-85-90-100 pg/mL ve Efedrin HCI igin
ise 15-17.5-20-22.5-25-30-32.5-35-40-45-47.5-50 pg/mL olacak sekilde stok
cozeltilerinden ilave edilmistir ve her biri ayr1 ayri 25 mL’ye metanolle

seyreltilmistir.

3.6. Plazma Iceren Ticari Cozeltilerin Hazirlanmasi

I’er mL plazma 6rnekleri {lizerine, Pedrin (100 mg/5 mL Gliseril Gayakolat ve 15
mg/5 mL Efedrin HCI igeren) ticari surupdan hazirlanan stok ¢ozeltiden alinan yine
1,25 'er mL’lik kisimlar eklenilerek, her biri metanol ile 25 mL’ye seyreltilmistir ve

ayni1 sekilde 6 adet ticari standart numune hazirlanmstir.

3.7. Plazmada Standart Ekleme Yontemi Kullanilarak Standart Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

5 ayr1 25 mL’lik balon joje igerisine, 1’er mL plazma numunesi ve iizerlerine Gliseril
Gayakolat ve Efedrin HCI ve stok ¢ozeltilerinden sirasiyla 52, 60, 68, 76, 84 pg/mL
ve 7.8, 9, 10.2, 11.4, 12.6 pg/mL olacak sekilde standartlardan alinan miktarlar ilave

edilmigtir. Daha sonra ayni balon jojelere ticari stok c¢ozeltisinden yine Gliseril



69

Gayakolat icin ise 16, 24, 32, 40, 48 ug/mL ve Efedrin HCI i¢in 2.4, 3.6, 4.8, 6, 7.2
ng/mL olacak sekilde miktarlar ilave edilmistir ve her biri metanol ile 25 mL’ye
seyreltilmistir. Hepsinin igerisinde toplam 100 pg/mL Gliseril Gayakolat ve 15
pg/mL Efedrin HCI bulunmast saglanmustir.

Hazirlanan biitiin standartlar, kullamilincaya kadar +4°Cde buzdolabinda saklanmis
ve kullanilmadan 6nce de oda sicakliina getirilerek, vorteks ile 5-10 dk karistirilip,

kullanilmaya hazir hale getirilmistir.

3.8. HPLC Yontemi ile Elde Edilen Bulgular

3.8.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1250 pg /mL derisiminde Gliseril Gayakolat ve 625 pg /mL derisiminde Efedrin HCI1
olacak sekilde metanol icerisinde her iki etken maddenin stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu stok ¢ozeltilerden belirli miktarlarda alinip, her biri HPLC-grade metanol ile
seyreltilerek, Gliseril Gayakolat i¢in 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg /mL
derisimlerinde ve Efedrin HCI i¢in de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 pg /mL
derisimlerinde bir seri standart c¢alisma c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan tiim
cozeltiler, 45 um ¢apindaki filtrelerden siiziilerek viallere konuldu. Cihazda 200-272
nm dalga boyu araliginda tarama yapildi ve dlglimler i¢in uygun dalga boyu olarak
212 nm seg¢ildi. Hazirlanan ¢alisma ¢ozeltilerinin sinyalleri Diyot Array Dedektor ile
kaydedildi. Elde edilen kromatogramlarin bazilar1 Sekil 3.1., Sekil 3.2. ve Sekil

3.3.’de verilmistir.
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Sekil 3.3. 47,5 pg /mL’lik Efedrin HCI ve 35 pg /mL’lik Gliseril Gayakolat ait kromatogram



3.8.2. Yontemin validasyonu

3.8.2.1. Dogrusallik aralig1 ve kalibrasyon egrileri
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Kalibrasyon egrileri, Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI’iin derisimlerine kars1 elde

edilen pik alanlarinin grafige gecirilmesi ile hazirlanmustir.

Alan (x10000)
5

A

y e

pd

e v = 20469x+ 33533
/ R2=0,9998
T T T T T T T T 1
30 40 50 60 70 & 90 100 110 120

Konsantrasyon (ug /mL)

Sekil 3.4. HPLC-DAD sisteminde Gliseril Gayakolat’in standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.5. HPLC-DAD sisteminde Efedrin HCI’iin standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi
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Standart Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI ¢ozeltileri i¢in elde edilen regresyon
denklemleri, regresyon katsayilari, egimleri ve kaymalarinin standart sapmalari

Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.1. HPLC-DAD sisteminde Gliseril Gayakolat standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel
analiz sonuglar1 (212 nm’de) (n=6)

Dogrusal LR r
Aralik (Regresyon Dogrusu Sy Sm (Regresyon

(ng /mL) Denklemi) katsayisi)
30-100 y =20469x+33533 | 607848,67 8238,71 0,9998

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

Tablo 3.2. HPLC-DAD sisteminde Efedrin HCIlin standart ¢dzeltilerinden elde edilmis istatiksel
analiz sonuglar1 (212nm’de) (n=6)

Dogrusal LR r
Aralik (Regresyon Dogrusu Sy Sm (Regresyon
(ng /mL) Denklemi) katsayisi)
15-50 y = 18274x +8532,2 18825,54 8165,09 0,9994

Sy:  Regresyon dogrusundaki kaymanin standart sapmasi, S,,: Regresyon dogrusu egiminin standart
sapmast

3.8.2.2. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik

Yontemin kesinligi, konsantrasyon egrisi araligindan secilen 3 farkli konsantrasyon
ile (Gliseril Gayakolat i¢in 30, 60 ve 90 ug /mL, Efedrin HCI igin 20, 30 ve 40 ug /mL)
giin-i¢i olarak belli araliklarda toplam 6 kez (tekrarlanabilirlik i¢in) ve giinler-arasi
kesinlik i¢in ise 3 giin pes pese belli araliklarla Ol¢limler alinmistir. Gilin-i¢i ve
giinler-arast kesinlik ve tekrarlanabilirlik sonuglari, bulunan degerlerin ortalamasi,

standart sapmas1 ve bagil standart sapmasi seklinde Tablo 3.3.‘de verilmistir.
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Tablo 3.3. Gliseril Gayakolat standart ¢ozeltilerinin giin-ici ve giinler-aras1 kesinlik ve
tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

. s Giin-igci Giinler-arasi
Derisim i
(ug/mL) | Alan X SD | %RSD | Alan X SD %
RSD
639620 634620
638879 636479
639899 637006
30 638640 | 038927 | 728,08 0,11 27647 | 6347732 | 436841 0,69
637904 632498
638620 640389
1271941 1251941
1251477 1251477
1270886 1256158
60 1252608 | 1261077 [ 10577.58 | 0,84 | |5Ccec | 1251927 | 3638,92 0,29
1250343 1249279
1269206 1246858
1950400 1856342
1856342 1860136
1860136 1860125
90 | |gaggs | 1873286 | 3783254 | 2,02 | o)- | 1860254 | 379101 | 020
1859334 1856136
1854689 1866023

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

Tablo 3.4. Efedrin HCI standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik ve tekrarlanabilirlik
analiz sonuglar1 (n=6)

. . Giin-ici Giinler-arasi
Derisim ~ ~
(ng/mL) | Alan X SD Rg)D Alan X SD Rg)D
375658 377306
375338 377806
375167 378236
20 374279 | 374788 724,03 0,19 375713 | 376676 | 1253,90 0,33
374546 375658
373739 375338
565229 566628
564493 567766
565988 567469
30 564022 | 564377 | 1089,74 0,19 570051 | 566939 | 198258 0,35
563221 565229
563309 564493
731452 736852
732442 736866
40 731856 737339
727636 | 731800 | 225027 0,31 736883 | 735306 | 2626,77 0,36
734004 731452
733408 732442

X: Ortalama Deger, SD: Standart Sapma, % RSD: Bagil Standart Sapma
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Metanol igerisinde alinan 6l¢timlerde, Gliseril Gayakolat’in giin-i¢i RSD’leri % 0,11-
2,02 degerleri arasinda bulunurken, Efedrin HCI i¢in RSD’ler % 0,10-0,67 arasinda
bulunmustur. Giinler-aras1 RSD’lerin ise Gliseril Gayakolat i¢in % 0,20-0,69
degerleri arasinda ve Efedrin HCI i¢in ise, % 0,33- 0,36 degerleri arasinda degistigi
tespit edilmigtir. Bu hesaplanan degerlerden elde edilen tayin edilebilen en kii¢iik
derisim, yani miktar tayin limiti olan LOQ degerleri; Gliseril Gayakolat i¢in 4,06
ug/mL ve Efedrin HCl i¢in ise 3,23 pg/mL olarak hesaplanmistir. Tespit sinir1 olarak
tayin edilen LOD ise Gliseril Gayakolat i¢in 1,12 pg/mL, Efedrin HCI i¢in ise 0,97
ug/mL olarak tespit edilmistir. Her iki etken madde igin gilin-i¢i ve giinler-arasi
RSD’lerin olduke¢a iyi kesinlikler verdigi de gozlenmistir. Kesinlik tayini i¢in giin-i¢i
ve glinler-aras1 dl¢limlerdeki RSD’lerin < % 10 ve LOQ’nin de < % 20 olmas1 ve
ayrica dogruluk icin gilinler-aras1 ortalama degerin (X), gercek degerin + % 15 icinde
ve LOQ’nun da + % 20’den fazla sapmamasi kosulunu sagladigi tespit edilmistir.
Duyarlilik i¢in ise, gilinler-arast RSD degerleri i¢inde, LOQ’in < % 20 oldugu ve

degerlerin kendi aralarinda tekrarlanabilirligi sagladigi da tespit edilmistir.

3.8.2.3. Geri kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim c¢aligsmalari, stok ¢ozeltilerden belirli hacimlerde
katilarak hazirlanan bir seri standart ¢ozeltisiyle yapilmistir. Gliseril Gayakolat i¢in
30, 35, 40, 50, 55, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 100 ug /mL konsantrasyonlarinda ve
Efedrin HCI i¢in ise 15, 17.5, 20, 22.5, 25, 30, 32.5, 35, 40, 45, 47.5, 50 pg /mL
konsantrasyonlarinda olacak sekilde 25 mI’lik balon jojeler icerisinde metanol ile 12
farkli geri kazanim ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerde Gliseril
Gayakolat ve Efedrin HCIiin eklenen miktarlar1 HPLC’de elde edilmeye

calisilmustir. Sonuglar Tablo 3.5.‘de verilmistir.
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Tablo 3.5. Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCl i¢in elde edilen geri kazanim degerleri

Gliseril Gayakolat Efedrin HC1
(ng /mL) (g /mL)
Eklenen | Bulunan Geri % Dogrlil*uk Eklenen | Bulunan Geri % Dogrlil*uk
(ng/mL) | (ng/mL) Kazanim BH (ug/mL) | (ng/mL) Kazanim BH
(%) (%) (%) (%)
30 29,69 98,97 -1,03 15 15,51 103,41 3,40
35 34,94 99,83 -0,17 17,5 18,70 106,86 6,86
40 38,21 95,52 -4,47 20 19,00 95,04 -5,00
50 48,80 97,59 -2,40 22,5 23,18 103,03 3,02
55 54,75 99,54 -0,45 25 24,07 96,28 -3,72
60 58,96 98,27 -1,73 30 28,80 96,00 -4,00
70 67,13 95,90 -4,10 32,5 31,93 98,24 -1,75
75 73,37 97,82 -2,17 35 34,79 99,40 -0,60
80 79,21 99,02 -0,99 40 39,93 99,81 -0,18
85 82,45 97,00 -3,00 45 43,00 95,57 -4,44
90 89,85 99,83 -0,17 47,5 44,95 94,62 -5,37
100 102,32 102,32 2,32 50 49,73 99,46 -0,54

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100, ** Bagil Hata= Bulunan Miktar-Bilinen
Miktar/Bilinen Miktar X 100

3.8.2.4. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

Yontem, 100 mg Gliseril Gayakolat ve 15 mg Efedrin HCI/5 mL iceren Pedrin ticari
preparatina (surup) uygulanmistir. Bu preparattan metanol igerisinde 100 mg Gliseril
Gayakolat ve 15 mg Efedrin HCI igerecek sekilde, numuneler (6 kez tekrar edilerek)
hazirlanmistir. Bu numunelerden elde edilen tekrarlanabilirlik, SD ve RSD degerleri
Tablo 3.6.’da ve % geri kazanimlar, kesinlik ve dogruluk degerleri ise Tablo 3.7.°de

Ozetlenmistir.

Tablo 3.6. Farmasotik preparatlarda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI igin elde edilen
tekrarlanabilirlik degerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat Efedrin HCI
(1g /mL) (1g /mL)

Eklenen | Bulunan Eklenen Bulunan

(ng/mL) | (ng/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)
100 107,83 15 14,83
100 100,15 15 14,33
100 101,68 15 14,69
100 99,42 15 14,21
100 101,48 15 14,47
100 107,68 15 14,89
SD 3,75 SD 0,28
RSD 3,64 RSD 1,89
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Tablo 3.7. Farmasotik preparatlarda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI i¢in elde edilen geri kazanim
degerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat Efedrin HCI
(g /mL) (ng /mL)
Eklenen | Bulunan Geri . Dogr:Luk Eklenen | Bulunan Geri " Dogr:Luk
(ug/mL) | (ng/mL) Kazanim BH (ug/mL) | (ng/mL) Kazanim BH
ng ng (0/0) (%) ng ng (0/0) (%)
100 107,83 107,83 7,83 15 14,83 98,89 -1,13
100 100,15 100,15 0,15 15 14,33 95,51 -4,47
100 101,68 101,68 1,68 15 14,69 97,93 -2,07
100 99,42 99,42 -0,58 15 14,21 94,76 -5,27
100 101,48 101,48 1,48 15 14,47 96,49 -3,53
100 107,68 107,68 7,68 15 14,89 99,25 -0,73

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100, ** Bagil Hata= Bulunan Miktar-Bilinen
Miktar/Bilinen Miktar X 100

3.8.2.5. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuclar

Gliseril Gayakolat stok ¢ozeltisinden (52, 60, 68, 76, 84 ng /mL) belirli hacimlerde
ve Efedrin HCI stok ¢ozeltisinden de (7.8, 9, 10.2, 11.4, 12.6 pg /mL) yine belirli
hacimlerde 5 ayri miktar ¢ekilerek, ticari surup stok ¢ozeltisinden ise Gliseril
Gayakolat icin 48, 40, 32, 24, 16 pg /mL ve Efedrin HCI i¢in ise 7.2, 6, 4.8, 3.6, 2.4
pg /mL olacak sekilde miktarlar alinarak iizerlerine ilave edilmistir. Hepsinin toplam
100 pg /mL Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL Efedrin HCl standartlart olmasi
saglanmistir. Katilan Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI standartlar1 ile birlikte
eklenen ticari standartlardan elde edilen geri kazanim, SD ve RSD degerleri Tablo

3.8.’de goriilmektedir.




Tablo 3.8. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar
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3.8.3. Plazma cahismalar

3.8.3.1. Plazma standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Gliseril Gayakolat Efedrin HC1
(1g /mL) (1g /mL)
Eklenen Eklenen
Miktar Miktar
(pg /mL) (ug /mL)
Surup Standart Bu!unan Bu!unan Surup Standart
Cozeltisi Cozelti Miktar Miktar | o oltisi Cozelti
(pg /mL) (pg /mL)
48 52 98,83 14,37 7,2 7.8
40 60 103,55 15,02 6,0 9,0
32 68 104,28 15,41 4.8 10,2
24 76 103,88 15,30 3,6 11,4
16 84 103,23 15,01 2,4 12,6
Ortalama Geri Kazanim 102,76 100,13
(%)
Bulunan Ortalama
Konsantrasyon (pg /mL) 102,76 15,02
Standart Sapma (SD) 2,23 0,40
Bagil Standart Sapma
(% RSD) 2,17 2,67

1250 pg /mL derisimde hazirlanmis olan Gliseril Gayakolat stok ¢ozeltisi ve 625 ng

/mL derisimde hazirlanmis olan Efedrin HCI stok ¢dzeltisinden plazma numunesine

belirli miktarlarda eklenerek bir seri standart ¢ozeltiler (30-100 pg /mL Gliseril

Gayakolat ve 15-50 pg /mL Efedrin HCI) hazirlanmistir. Ekleme islemi (spike)

Santrifiij yapildiktan sonra, hi¢bir sivi-sivi ektrasyon islemine gerek kalmadan elde

edilen ekstraktlar HPLC-DAD sistemine enjekte edilerek, kromatogramlar1 alinmigtir

(Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8.). Daha sonra bu yeni plazmali standartlardan elde

edilen kromatogram verilerinden alanlardan kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
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3.8.4. Plazmada yontem validasyonu

3.8.4.1. Dogrusallik aralig1 ve kalibrasyon egrileri

Kromatogramlar, plazmadan ekstrakte edilen 30-100 pg /mL derisim araliginda
Gliseril Gayakolat ve 15-50 pg /mL derisim araliginda Efedrin HCI ¢6zeltilerinden
ayrt ayri elde edilmistir. Kalibrasyon egrileri ise ¢ozeltilerin derisimlerine karst
okunan pik alan degerlerinin grafige geg¢irilmesi ile elde edilmistir (Sekil 3.9. ve
3.10.).

200 +
180 -
160 -
140 -

120 -

100 - y = 19234x + 53095

R?=0,9997

Alan (x10000)

80 -

60 °
30 40 50 60 70 80 90 100

Konsantrasyon (ug /mL)

Sekil 3.9. HPLC-DAD sisteminde plazmali ortamda hazirlanan Gliseril Gayakolat ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrisi
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50
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40 R% = 0,9989

30

15 20 25 30 35 40 45 50

Konsantrasyon (ug /mL)

Sekil 3.10. HPLC-DAD sisteminde plazmali ortamda hazirlanan Efedrin HCl g¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrisi
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Standart Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI ¢ozeltileri i¢in elde edilen regresyon
denklemleri, regresyon katsayilari, egimleri ve kaymalarinin standart sapmalari

Tablo 3.9. ve Tablo 3.10.’de verilmistir.

Tablo 3.9. HPLC-DAD sisteminde plazmali Gliseril Gayakolat standart ¢ozeltileri igin elde edilmis
istatiksel analiz sonuglari (212 nm’de) (n=6)

Dogrusal LR r
Arahk (Regresyon Dogrusu Sy S (Regresyon
(pg /mL) Denklemi) katsayisi)

30-100 y =19234x+53095 |345091810,90 | 4677334,60 0,9997

Sy: Regresyon dogrusundaki kaymanin standart sapmasi, S,,: Regresyon dogrusu egiminin standart
sapmasl

Tablo 3.10. HPLC-DAD sisteminde plazmali Efedrin HCI’lin standart ¢ozeltilerinin istatiksel analiz
sonuglar1 (212nm’de) (n=6)

Dogrusal LR r
Arahk (Regresyon Dogrusu Sy S (Regresyon
(ng /mL) Denklemi) katsayisi)

15-50 y =18334x +29603 | 1975606,39 | 107108,60 0,9989

Sy:  Regresyon dogrusundaki kaymanin standart sapmasi, S,,: Regresyon dogrusu egiminin standart
sapmasl

3.8.4.2. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik

Yontemin kesinligi plazmali ¢ozeltilere ait konsantrasyon egrisi aralifindan segilen 3
farkli konsantrasyon ile Gliseril Gayakolat (30-60-90 pg /mL), Efedrin HCI igin (20-
30-40 pg /mL) belirli konsantrasyonlarda tekrarlanabilirlik i¢in giin-i¢i ve gilinler-arasi
kesinlik degerleri belirlenmistir. Bu degerleri belirlemek i¢in; gilin i¢inde belirli
araliklarla 6 kez ve 3 giin pes pese belli araliklarla 6 kez Olgiilerek kesinlik
calismalar1 yapilmistir. Giin-i¢gi ve giinler-aras1 kesinlik ve tekrarlanabilirlik
sonuglari, bulunan degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi

ile verilmistir. Sonuglar Tablo 3.11. ve 3.12.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.11. Plazma igerisindeki Gliseril Gayakolat standart ¢odzeltilerinin giin-i¢i ve giinler-arasi
kesinlik ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

Derisim Giin-ici Giinler-arasi

(g/mL) uan | X SD % | Alan | X SD %

RSD RSD
638620 639903
640856 638721

30 638849 |639149,80 | 862,48 0,14 637598 |638613,70| 1711,65 0,27
638510 635984
639035 638620
639029 640856
1199481 1181923
1196221 1193109

60 | 1185428 | 1192030 | 819770 | 0,69 | 1194453 | 1191241 | 740302 | 0,62
1197161 1182258
1178539 1199481
1195348 1196221
1798543 1793888
1709950 1727577

90 1797958 | 1782399 | 37832,54 2,02 1770025 | 1777788 |26487,45 1,49
1796978 1785744
1795767 1798543
1795196 1790950

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

Tablo 3.12. Plazma igerisindeki Efedin HCI standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve gilinler-aras1 kesinlik ve
tekrarlanabilirlik analiz sonuglari (n=6)

. . Giin-ici Giinler-arasi
Derisim " ”
(ng/mL) | Alan X SD Rsp | Alan X SD | rsp
384008 384008
386643 386643
386577 385762
20 384838 |385097,30| 1842,81 | 0,48 |380590|387458,50|3246,00| 0,84
382052 385452
386466 392296
570711 580711
575055 572055
576733 571744
30 570485 | 573893,80 | 2849,21 0,50 |[570408|573658,50|3679,45| 0,64
573447 572771
576932 574262
760387 759433
767459 750467
40 759978 761646
759433 | 759798,30 | 5438,36 0,72 |765756|761596,70|2271,05| 0,30
750467 762166
761066 760112

X: Ortalama, SD: Standart Sapma, % RSD: Bagil Standart Sapma
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Metanol igerisinde hazirlanan plazmali standart ¢ozeltilerin 6lglimlerinde, Gliseril
Gayakolat’in giin-i¢gi RSD’leri % 0,12-2,00 degerleri arasinda bulunurken, Efedrin
HCl’'nin giin-igi RSD’leri ise % 0,083-0,72 degerleri arasinda tespit edilmistir.
Giinler-aras1 RSD’lerin ise Gliseril Gayakolat i¢in % 0,27-1,49 degerleri arasinda ve
Efedrin HCI i¢in ise, % 0,30-0,84 degerleri arasinda degistigi de belirlenmistir.
Plazma c¢alismalarinda, Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI’nin kalibrasyon egrileri
lizerindeki en kiiciik derisimin altinda bulunan derisimlerde bir seri standart
cozeltiler hazirlanmistir ve kromatogramlari alimmistir. Kromatogramlarda pik
yiiksekliginin giiriiltii yiiksekligine oraninin (sinyal/giiriiltii oraninin) 3 kat1 oldugu
derisim, gézlenebilme sinir degeri olarak ve 10 kat1 oldugu derisim ise tayin alt sinir
degeri olarak belirlenmistir. Bu belirlenen degerler, tayin edilebilen en kii¢iik derigim
olan yani miktar tayin limiti denilen LOQ degeri, Gliseril Gayakolat icin 4,36 ug
/mL ve Efedrin HCI i¢in 4,34 pg /mL olarak hesaplanmistir. Tespit sinir1 olan LOD
degeri ise Gliseril Gayakolat i¢in 1,31 pg /mL, Efedrin HCI i¢in ise 1,30 pg /mL

olarak tespit edilmistir.

3.8.4.3. Geri kazanim

Geri kazanim caligmalari, 1’er mL plazma numuneleri iizerine standart ¢ozeltilerden
belirli hacimlerde katilarak hazirlanan yeni bir seri ¢oOzelti lizerinde yapilmistir.
Gliseril Gayakolat icin 30, 35, 40, 50, 55, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 100 pg /mL
konsantrasyonlarinda ve Efedrin HCl i¢in ise 15, 17.5, 20, 22.5, 25, 30, 32.5, 35, 40,
45, 47.5, 50 ng /mL konsantrasyonlarinda olacak sekilde 25 mL’lik balon jojeler
icerisinde metanol ile 12 farkli geri kazanim ¢6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu
cozeltilerde Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI’iin eklenen miktarlart HPLC’de elde

edilmeye ¢alisilmistir. Sonuglar Tablo 3.13.°de verilmistir.
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Tablo 3.13. Plazmali ortamda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI i¢in elde edilen geri kazanim
degerleri

Gliseril Gayakolat Efedrin HCI
(ng /mL) (ng /mL)
Eklenen | Bulunan Geri DogrgLuk Eklenen | Bulunan Geri % Dogrlil*uk
(ug/mL) | (ng/mL) Kazanm BH (ug/mL) | (ng/mL) Kazanim BH
* (%) (o) (Y0) (Y0)
30 31,55 105,17 5,17 15 16,91 112.75 12,73
35 34,60 98,85 -1,14 17,5 17,79 101,64 1,66
40 41,53 103,82 3,82 20 22,27 106,34 11,35
50 48,59 97,19 -2,82 22,5 21,38 95,03 -4,98
55 56,75 103,19 3,18 25 25,96 103,85 3,84
60 60,93 101,56 1,55 30 31,63 105,43 5,43
70 72,33 103,33 3,33 32,5 33,79 103,98 3,97
75 72,01 96,02 -3,99 35 36,34 103,83 3,83
80 83,87 104,84 4,84 40 38,06 95,16 -4,85
85 81,92 96,37 -3,62 45 46,88 104,18 4,18
90 92,35 102,61 2,61 47,5 48,04 104,18 1,14
100 105,92 105,92 5,92 50 51,54 103,08 3,08

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100, ** Bagil Hata= Bulunan Miktar-Bilinen
Miktar/Bilinen Miktar X 100

3.8.4.4. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

Yontem, 100 mg Gliseril Gayakolat ve 15 mg Efedrin HCI/5 mL igeren Pedrin ticari
preparatina (surup) uygulanmistir. Bu preparattan metanol igerisinde, 100 mg Gliseril
Gayakolat ve 15 mg Efedrin HCI igerecek sekilde, 1’er mL plazma numunesi igeren
25’lik balon jojelerin igerisine 1,25’er mL tiim standartlardan ilave edilerek
numuneler (6 kez tekrar edilerek) hazirlanmistir. Bu numunelerden elde edilen
tekrarlanabilirlik, SD ve RSD degerleri Tablo 3.14.’de ve % geri kazanimlar, kesinlik

ve dogruluk degerleri ise Tablo 3.15.°de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.14. Plazma igerisindeki farmasotik preparatlarda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI i¢in elde
edilen tekrarlanabilirlik degerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat Efedrin HC1
(ng /mL) (ng /mL)
Eklenen Bulunan Eklenen Bulunan
(ng/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)
100 104,73 15 14,59
100 104,92 15 14,64
100 109,03 15 15,06
100 108,30 15 15,26
100 108,95 15 15,03
100 107,18 15 14,73
SD 1,95 SD 1,80
RSD 1,82 RSD 1,81

Tablo 3.15. Plazma igerisindeki farmasotik preparatlarda Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI igin elde
edilen geri kazanim degerleri (n=6)

Gliseril Gayakolat Efedrin HC1
(ng /mL) (g /mL)
Eklenen | Bulunan Geri % Dogrlil*uk Eklenen | Bulunan Geri % Dogrlil*uk
(ug/mL) | (ng/mL) Kazanim BH (ug/mL) | (ng/mL) Kazanim BH
(%) (%) (%) (%)
100 104,73 104,73 4,73 15 14,59 97,22 -2,73
100 104,92 104,92 4,92 15 14,64 97,56 -2,4
100 109,03 109,03 9,03 15 15,06 100,40 0,4
100 108,30 108,30 8,3 15 15,26 101,67 1,73
100 108,95 108,95 8,95 15 15,03 100,20 0,2
100 107,18 107,18 7,18 15 14,73 98,19 -1,8

*Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100, ** Bagil Hata= Bulunan Miktar-Bilinen
Miktar/Bilinen Miktar X 100

3.8.4.5. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuclar

Gliseril Gayakolat’in 1250 ug /mL’lik stok ¢ozeltisinden (52, 60, 68, 76, 84 pug /mL)
belirli hacimlerde ve Efedrin HCI’in 625 pg /mL’lik stok ¢ozeltisinden (7.8, 9, 10.2,
11.4, 12.6 png /mL) belirli hacimlerde 5 ayr1 miktar numune alinip, ticari surup stok
cozeltisinden yine Gliseril Gayakolat’tan 48, 40, 32, 24, 16 ng /mL ve Efedrin
HCl’den 7.2, 6, 4.8, 3.6, 2.4 pg /mL olacak sekilde kisimlar alinip, bunlarin hepsinin
toplam 100 pg /mL’lik Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL’lik Efedrin HCI standartlar
olmasi1 saglanmistir. Plazmaya katilan Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI standartlar
ile birlikte katilan ticari preparatlardan elde edilen geri kazanim, SD ve RSD

degerleri Tablo 3.16’da goriilmektedir.




Tablo 3.16. Plazmada standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar
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Gliseril Gayakolat Efedrin HC1
(1g /mL) (1g /mL)
Eklenen Eklenen
Miktar Miktar
(pg /mL) (ug /mL)
Surup Standart Bu!unan Bu!unan Surup Standart
Cozeltisi Cozelti Miktar Miktar | o oltisi Cozelti
(pg /mL) (pg /mL)
48 52 106,35 15,60 7,2 7.8
40 60 106,44 15,22 6 9,0
32 68 106,54 15,57 4.8 10,2
24 76 106,33 15,34 3,6 11,4
16 84 111,56 14,93 2,4 12,6
Ortalama Geri Kazanim 107,44 102,21
(%)
Bulunan Ortalama
Konsantrasyon (pg /mL) 107,44 15,33
Standart Sapma (SD) 2,30 0,47
Bagil Standart Sapma
(% RSD) 2,14 3,05

Tablo 3.17°de goriildiigli tlizere, standartlar igerisinde ve plazma ortaminda
hazirlanmis ticari preparatlar i¢in (100 ng/mL Gliseril Gayakolat 15 pg/mL Efedrin
HCI) elde edilen veriler t-testi ile kiyaslanmistir. trapl, degeri, tiesaplanan degerinden
biliylik oldugu icin iki yontem arasinda bir fark olmadigi sonucuna varilmistir

(0=0,05, % 95 giivenle) (n=6).
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Tablo 3.17. Standartlar igerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmus ticari preparatlar igin (100pg/mL
Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL Efedrin HCI) elde edilen t-testi verileri (a=0,05, % 95 giivenle)

(n=6)

Deneme
Sayis1 (n=6)

Gliseril
Gayakolat

Efedrin HCI1

Istatistiksel
Degerler

Standart

Plazma

Standart

Plazma

Ortalama
Deger
(X)

103,04

107,19

97,14

99,21

Standart
Sapma
(SD)

3,75

1,95

1,84

1,80

Bagil
Standart
Sapma
(RSD, %)

3,64

1,82

1,89

1,81

Standart
Hata

1,53

0,75

0,80

0,73

t-testi
thesaplanan
(ttablo)

2,10 (2,57)

1,60 (2,57)

Ayrica Tablo 3.18’de ise ticari preparatlar i¢in standartlar icerisinde ve plazma
icerisindeki hazirlanmis ticari preparatlar icin (100 ug/mL Gliseril Gayakolat 15
pg/mL Efedrin HCI) elde edilen veriler F-testi ile kiyaslanmistir. Frop, degeri,
Fhesaplanan degerinden biiyiik oldugu i¢in kesinlikler arasinda 6nemli bir fark olmadigi

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



Tablo 3.18.
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Standartlar igerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmis ticari preparatlar igin (100

pg/mL Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL Efedrin HCI) elde edilen F-testi verileri (a=0,05, % 95

giivenle) (n=6)

Den«e(llrll:6s)ay151 Gliseril Gayakolat Efedrin HCI
IS]t)itgiZ?llgel Standart Plazma Standart Plazma
Ortal?l)%a)l)eger 10304 | 107.19 | 9714 99,21
Standg}t)?apma 3,75 1,95 1,84 1,80
Bagil Standart
Sapma 3,64 1,82 1,89 181
(RSD, %)
Standart 1,53 0,80 0,75 0,73
Fhesaig:fns(%mbm) 3,71 (5,05) 1,04 (5,05)

Tablo 3.19. Standartlar igerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmus ticari preparatlar igin (100 ug/mL
Gliseril Gayakolat ve 15 pg /mL Efedrin HCI) elde edilen ANOVA testi verileri (0=0,05, % 95

giivenle) (n=12)

ANOVA: TEK ETKEN

Gruplar Say Toplam | Ortalama | Varyans

Siitun 1 12 1201,07 100,10 17,42

Siitun 2 12 1238,35 103,20 20,55

ANOVA

Varyans SS df MS F P-degeri | F olgiitii

Kaynag

Jruplar 57,91 1 57,91 3,05 0,005 | 430
Gruplar Icinde | 417,64 22 18,98

Toplam 475,55 23

ANOVA testine gore, P degeri > 0,05 oldugundan grup ortalamalar1 esittir ve
karsilastirma yapmaya gerek yoktur.




BOLUM 4. SONUCLAR

Analitik calismalarda iki ya da daha fazla etken madde igeren farmasoétik preparatlar
icin herhangi bir ayirma islemi yapilmaksizin ayni anda analizlerini basit, hizli ve
ekonomik bir sekilde gergeklestirmek, ilag sanayisi i¢in son derece Onemlidir.
Kombine preparatlarin analizinde, giiniimiizde pahali ve yiiksek teknolojili cihazlar
ve yontemler kullanilmaktadir. Bu sebepten dolayi, analizciler daha hizli, daha kolay
ve daha ekonomik yontemler tercih etmektedirler. Bu yontemlerden en yaygin
sekilde kullanilan1 ise Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ile yapilmis
olanlaridir. Genel olarak ng veya ug diizeyindeki tayinlerde, bir karisimi igeren tiim
etken maddelerin ayni anda ayrilmasi ve ekonomik, hizli ve kolay uygulanabilen bir
yontem olmasi dolayisiyla, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ile yapilan

caligmalara talep artmaktadir.

Literatiir taramas1 sonucunda [11-23], Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI’iin sadece
ikisini bir arada iceren bir karisim icin yapilmis herhangi bir miktar analizi
yontemine rastlanilmamustir. Ayrica literatiirde, diger etken maddelerinin yan sira,
bu iki etken maddeden herhangi birini de i¢eren bir karisim i¢in ya da sadece bu iki
etken maddeden herhangi birisini tek basina igeren bir preparat i¢in yapilmis miktar

tayini ¢aligmalar1 mevcuttur.

Literatiirde mevcut bulunan bu ¢alismalardan farkli olarak, hem ticari preparatlarda
hem de insan plazmasinda (in-vitro olarak) Gliseril Gayakolat ve Efedrin HCI igeren
ticari bir karigimin (Pedrin surup, 15 mg/5 mL Efedrin HCI ve 100 mg/5 mL Gliseril
Gayakolat) bu etken maddelerinin ayn1 anda analizinin yapilabilmesi icin kolay,
hizli, pratik ve ekonomik bir ters-faz DAD dedektorlit HPLC yontemi gelistirilmistir.
Bu c¢alisma, hem farmasotik preparatlarda hem de insan plazmasinda Gliseril
Gayakolat ve Efedrin HCI’lin HPLC-DAD yontemiyle miktar tayinine yoOnelik

yapilmig ilk ¢aligmadir. Plazma calismalarinda sivi-sivi ekstraksiyon islemine gerek
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kalmaksizin kisa zaman igerisinde, oldukga yliksek geri kazanimlar elde edilmistir.
Rutin klinik kullanimda kantitatif amaghi plazma c¢alismalar1 igin kolaylikla
kullanilabilecek olmasi ve ayrica kolay, ekonomik, hassas ve yeni bir yontem olmasi

bu yontemin tercih edilmesine olanak saglayacaktir.

Gelistirilen yontemin plazma diizeylerinin istatiksel olarak karsilastirilarak
degerlendirilmesi i¢in de, spesifiklik, hassaslik, kesinlik, tutarlilik, dogruluk ve
tekrarlanabilirlik yoniinde biitlin validasyon parametreleri uygulanarak, biyoanalitik
yontem validasyonu ¢alismasi yapilmis ve ayrica biyoistatistik yoOniinden de

degerlendirilmistir.
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EKLER

EK 1. istatiksel Katsayillarin Hesaplanmasi

Bagil standart sapmanin hesaplanmasi

Bagil standart sapma (BSS) = %XIOO

SS: standart sapma
X: Aritmetik ortalama

% Bagil Hata Hesaplanmasi

[Olmas: gereken miktar —Bulunan miktar)

% Bagil hata (% BH) = %100

Olmas: gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi
55
Standart hata (SH) = —+
Vn

SS: standart sapma
n : 0l¢lim sayist

% Geri Kazamim Hesaplanmasi

Bulunan miktar

% Geri Kazanim = %100
° Olmas gereken miktar

Evren Ortalamasimin Giiven Arahigimin Hesaplanmasi

p=X £ St veya X -Sy<tp<X+ Sy

u : Evren ortalamasi

X : Orneklem ortalamasi

Sy : Standart sapma

t : Secilen yanilma diizeyi (n) ve (n-1) serbestlik derecesindeki t tablosunda bulunan
deger.
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EK 2. Tez icinde Kullamlan Istatiksel Testler

Korrelasyon Katsayist Onem Kontrolii

Bu test ile bulunan katsayisinin 6nemli bir katsay1 m1 yoksa tesadiife bagli bir katsay1

m1 oldugu anlasilmaktadir.

1. Ho: Korelasyon katsayisi tesadiife bagh bir degerdir (r=0).

2. Test istatiginin hesaplanmasi:

T = Test istatistigi,

r = Korrelasyon katsayisi,

Sr = Korrelasyon katsayisinin standart hatasi.
3. Yanilma olasilig1 a = 0,05 secilmistir.

4. Serbestlik derecesi =n-2 (n:0l¢lim sayisi)

5. a = 0,05 yanilma diizeyinde ve n=2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine

bakalir.

6. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse Hy
reddedilir.

7. Karar: a) Korrelasyon katsayisi dnemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus bir

deger degildir (t,= hesaplanan deger, p<0,05).

b) Korrelasyon katsayisi onemli bir deger degildir, tesadiifen bulunmus bir

degerdir (t,=hesaplanan deger, p>0,05).



96

Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii
1. Kareler toplam1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplam1 (RKT):

 EDEW2
RKT:[ZXY n_ ]
5 x2 2%
n

b) Y Ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):

v 2
YOAKT = X y2- En”
I

¢) Regresyondan Ayrilis Kareler Toplami (RAKT):
RAKT = YOAKT — RKT

2. Serbestlik derecesi bulunur:

a) Regresyon Serbestlik Derecesi (RSD) = 1
b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi (YOASD) = n-1
c¢) Regresyondan Ayrilis Serbestlik Derecesi (RASD) = YOASD — RSD

3. Kareler ortamalar1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Ortalamas1 = RKT / RSD
b) Regresyon Ayrilis Kareler Ortalamasi (RAKO) = RAKT / RASD

4. Hp= Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir.

5. Yanilma olasilig1 a = 0,05 se¢ilmistir.

6. F =RKO /RAKO

7. p = 0,05 diizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecesindeki tablo F degerleri
bulunur.

8. Karsilastirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse Hy hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.
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9. Karar: a) Derisim ile dedektdr cevabi arasindaki iliski dogrusaldir. (Fy=
Hesaplanan deger, p<0,05).

b) Derisim ile dedektdr cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir. (F,= Hesaplanan
deger, p>0,05).

t-Testi

Iki ortalama arasindaki fark olup olmadigini test eder.

s=[(m-1)s’+@m-1)°]/(n+n;-2)

t=(x;—X2)/s 1,'.I.'f[l,'“nl + 1/n;)

n;: 1. yontemin Slglim sayisi 1p: 2. yontemin Olglim sayist
s;: 1. yontemin standart sapmast $p: 2. yontemin standart sapmasi
x;: 1. ydntemin ortalamast Xo: 2. yontemin ortalamast

Serbestlik derecesi = n; +m-2

1. Ho= ki ortalama arasmnda fark yoktur:
2.0 = 0,05 yanilma diizeyinde ve n; + m -2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine bakilir:
3. Kargilastrma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse, Ho hipotezi reddedilir, kiiciikse
kabul edilir.
4. Karar: a)Ortalamalar arasinda fark yoktur, (Hesaplanan deger, p>0,05).
b) Ortalamalar arasmda fark vardir, (Hesaplanan deger, p <0,05).



98

Tek Yonlii Varyans Analizi
1. Kareler toplamlar1 bulunur.

a) Genel kareler toplam1 (GnKT)
(=x)?

n

GnKT = Xx?-

b) Gruplar aras1 kareler toplami1 (GAKT)

EX-'\IZ E]{ 2
GAKT = X[ {J]—[ﬂ)
nj

c¢) Denekler arasi kareler toplam1 (DAKT)

(Her Lir satir toplami)? [EX]Z

Her bir satirdaki ol¢iim sayis: n

DAKT = [

d) Etkilesim (hata) kareler toplami1 = HKT = GnKT — GAKT — DAKT
2. Serbestlik derecesi bulunmasi
a) Genel serbestlik derecesi = GnSD =n;. k -1
b) Gruplar arasi serbestlik derecesi = GASD =k -1
c) Denekler arasi serbestlik derecesi = DASD =n; — 1

d) Hata serbestlik derecesi = HSD = (n; — 1)(k -1)

3. Kareler ortalamasinin bulunmasi
a) Gruplar arasi kareler ortalamas1 = GAKO = GAKT / GASD
b) Denekler arasi kareler ortalamasi = DAKO = DAKT / DASD
c) Hata kareler ortalamas1 = HKO = HKT / HSD

4. Hp = Yontemler arasinda fark yoktur.

H, = En az bir 6l¢iim digerlerinden farklidir.
5. Yanilma olasigi a = 0,05 se¢ilmistir.
6. F =GAKO /HKO
7. a = 0,05 diizeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo F degerleri
bulunur.
8. Karsilagtirma: Hesaplanan deger F (Fy) degeri tablo F (Fr) degerinden biiyiikse Hy
reddedilir, kii¢iikse kabul edilir.
9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hesaplanan deger, p > 0,05) veya
yontemlerden en az  biri  farkhdir  (F=Hesaplanan deger, p<0,05)
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