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OZET

Oksiiriik ve soguk algmhgnda kullanlan farmasotik preparatlar diinyanm en
genis formiilasyonlarmdan biridir. Bu preparatlar; lezzet verici ajanlar, sakkaroz, asit
diizenleyiciler, dogal ya da suni renklendirici, tatlandmricilar, koruyucular gibi genis
spektrumlu  yardimci maddeler ve birkag etken madde igeren kompleks
formiilasyonlar1 temsil etmektedir. Bu katki maddelerinin ¢ogunlugu, bazik azotlu
amino bilesiklerin karismu olarak bulunurlar ve fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin
benzerlikleri nedeniyle bu farmasotik formlarm ayrilmasi olduk¢a karmasiktir.

Oksiirik ve soguk algnhd ilaclarmda bulunan psddoefedrin HCI, feniramin
maleat, asetaminofen, guaifenesin, pirilamin maleat, klorfeniramin maleat, triprolidin
HCI, dextrometorfan HBr, difenhidramin HCI nin eszamanh tayini i¢in yeni, basit ve
duyarh bir metot gelistirilerek valide edimisti. Bu bilesiklerin ayriimasi, izokratik
elisyon  kullanilarak ~ Nucleodur  gravity C18  kolonla 379  dakikada
gerceklestriimistir. Mobil faz i¢in; hacimce %10 luk ortofosforik asit ilavesiyle pH’1
3.0’a ayarlannus 80 mM KH;POs’dan %62 ve metanolden %38 orannda
karistrlmistr.  Bu bilesiklerin  kromatografik ayriima iglemi 0.75 ml/dk akis hizmda
ve oda sicakhgmnda gerceklestiriimistir. I¢ standart olarak 2,4,6-trimetoksibenzaldehit
kullanilmistir. Ultraviyole absorpsiyon 210 nm’de izlenmistir.

Secicilk, kalibrasyonun (egrisinin) dogrusalhd, dogruluk, giinici ve giinler
arast kesinlk, geri kazamm ve zorlanmig bozunma ¢aligmalari metot validasyonunun
bir pargast olarak incelenmisti. Onerilen svi kromatografi metodu; soguk algmh
ve Okstiriikte kullanilan surup ve tabletler gbi farkh farmasotk ilaglarm rutin

analizinde basartyla uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Ters faz sivi kromatografi, eszamanh tayin, oksiiriik surubu,
validasyon, soguk algmligi ilaglari, zorlanmis bozunma

Destekleyen kurumlar: Inénii Universitesi Bilimsel Arastrmalar Birimi (Proje
no:2010/131)
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DETERMINATION OF ACTIVE INGREDIENTS IN COLD COUGH
SYRUPS BY HPLC

Cough and cold pharmaceutical preparations are one of the most extended
formulations in the world. These preparations represent complex formulations
containing several active ingredients and a broad spectrum of excipients such as
flavoring agents, saccharose, acidulants, natural or artificial coloring and flavoring
agents, dyes, sweeteners and preservatives. The majority of these ingredients are
present as a mixture of basic nitrogenous amino compounds and their separation in
pharmaceutical forms is quite complicated due to similarities of their physical and
chemical properties.

A new simple and sensitive liquid chromatographic method has been
developed and validated for the simultaneous determination of pseudoephdrine HCI ,
pheniramine maleate, acetaminophen, guaifenisin, pyrilamine maleate,
chlorpheniramine maleate, triprolidine HCI, dextromethorphan HBr,
diphenhydramine HCI in cough and cold pharmaceuticals. The separation of these
compounds was achieved within 37.9 min on a Nucleodur gravity C18 column using
an isocratic elution. The mobile phase was a mixture of 38% methanol, 62% of 80
mM KH,PO, aqueous solution adjusted to pH 3.0, to which was added 10% (v/v)
orthophosphoric acid. The chromatographic separation of these compounds
performed at room temperature, with flow rate of 0.75 mL/min. The internal standard
was 2,4,6-trimethoxybenzaldehyde. An ultraviolet absorption at 210 nm was
monitored.

The selectivity, linearity of calibration, accuracy, intraday and interday
precision, recovery and forced degradation studies were examined as parts of the
method validation. The proposed liquid chromatographic method was successfully
applied for the routine analysis of these compounds in different cough and cold

pharmaceutical preparations such as syrups and tablets.

Key words: Reversed-phase liquid chromatography, simultaneous determination,

cough syrup, validation, cold formulations, forced degradation

Supported By: Indnii University SciencetificResearches Unit (Project no:2010/131)
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1. GIRIS

Soguk algmh@ birgok virlisin neden olabilecegi yaygm bir hastalktr. Bir
kisiden digerine kolayca gecebilir (1). Soguk algmh@ siniisler, kulaklar ve brongslart
etkiler. Soguk algmhgmnmn belitieri;  hapswrma, burun akmtisy, burun tikankhgy,
bogaz ya da bogaz kasmtisy, Oksiirtk, ses kisikhg, bas agrisy, hararet, {isiime ve
genel olarak kendini iyi hissetmeme gibi genel belirtiler vardr (2, 3).

Soguk algmhgmn tedavisinde; kullamlan anthistammniklerin, eski ("birinci
kusak", "sedatif') ve daha yeni "kinci kusak", "sedatif olmayan" antihistaminikler
olmak tizere iki smifi vardw. Cabsmalar birinci kusak antihistaminiklern soguk
algnhgnin belitileri olan hapsrma ve burun akmtismi azaltmada oldukga etkili
oldugunu gostermistir (4).

Ibuprofen ve naproksen gibi steroid olmayan antinflamatuvar ilaglar soguk
algnhiginda karsilasilan, inflamasyon, agr1i ve ates tedavisinde etkilidir. Ayrica
steroid olmayan antinflamatuvar ilaglar, yiiksek ates, isiime, kas agrisi ve genel
olarak kendini 1iyi hissetmeme gibi belitileri tedavi etmek i¢in tibbi uygulamada
kullanilmaktadir (5).

Psodoefedrin  gibi alfa-adrenerjik agonist dekonjestanlar, burundaki mukus
zarmin damarlarmi daraltarak burunun ag¢imasimi saglarlar (6).

Oksiiriik kesici ilaglar, kodein gibi dogal narkotikler ve dekstrometorfan gibi
sentetik narkotiklerdir. Oksiirik kesici ilaglar beyindeki Oksiirik refleks merkezini
baskilanmasinda rol oynarlar (7).

Genel olarak kullamlan oksiirik suruplarmm igeriginde; Oksiiriigi  kesmeyi
saglayan etken madde, koruyucu ve tatlandmici katki maddesi kapsaminda; asit
diizenleyiciler, dogal ve yapay renklendiriciler ve tatlandmici maddeler vardr. Bu
bilesikler farmasotik maddelerde ¢ok farkh oranlarda ve dogal yapismdan ¢ok farkh
bir kimyasal formda bulunurlar. Tiim bu durumlar analitk problemleri arttrmaktadir.
Ayrica farmasdtiklerin - igerigindeki maddelerin - bozunma iiriinlerinin - analizi  de
farmasotiklerin -~ kararhlklarmi  belirlemede  oldukca  Onemlidir. Bu amacla
farmasotiklerin igindeki bu etken maddelerin, katki maddelerinin, koruyucularm ve
bozunma {iriinlerinin tayini i¢in literatiirlerde birkag¢ farkh yontem belirtilmis tir.



Bunlar;
e Ultraviyole (UV), Floresans veya Kiitle (MS) dedektor baglanmis HPLC
e Ultraviyole-Goriinir Bolge (UV-GB) Spektroskopisi,
e Raman Spektroskopisi,
e Ince Tabaka Kromatografisi (TLC),
e Gaz Kromatografisi (GC),
e MS dedektor bagh GC,
o Kapiler Elektroforez ve
e (Coklu Spektrofotometrik metotlardir.

Bunlardan HPLC-UV, HPLC-Floresans veya HPLC-MS cihazlar1 analizde en
¢ok kullanilan cihazlardir (8).

Bu c¢algmann amaci, soguk alglhgi ve Oksiirik tedavisinde kullanian
suruplarda, es zamanh etken madde tayini i¢in basit enstriimentasyonlu bir LC
metodu gelistirmektir. Optimize edilen tayin metodu valide edildikten sonra surup ve
tabletlern =~ dismdaki  diger  ticari  preperatlarm  analizmde  kullanilabilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica suruplar ve tabletlern yapismdaki etken maddelerin
asidik, bazik ve peroksit ortaminda sistem kararllk testleri uygulanarak surubun ve

tabletlerin ticari degeri iizerinde Oneml bir faktor olan kararhliklar1 da belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. OKSURUK OLAYI

Oksiiriik ¢ogu zaman solunum yollarmm, veya onun dismda kalan belirli bazi
yerlerin, irritasyonu sonucu olusur. insan ve baz deney hayvanlarmda uyarimalar:
sonucu kolayca oOksiirlife neden olan solunum yolu bolgeleri, larinks, karma, trakea
ve bilyik bronslarm mukozasidr. Solunum agacmn daha derin (yani alveollere
yakm) bdlgelerinin uyarimast o kadar kolay Okstirik olusturmaz. Plevra, periton,
diyafragma, dis kulak yolu ve orta kulak epiteli ve mediastinumun uyarimasi da
Oksiiriige neden olur.

Beyin sapmnda 4. ventrikiilin tabanmda medulla oblangata ve pons i¢inde
Oksiiriik ile ilgli uyardann tasiyan sinir liflerinin  sonlandiZg ndron topluluklarmdan
olusan bir Oksiiriik merkezinin varlg genellkle kabul edilir. Kedide bu yerler,
elektriksel olarak stimile ile ilgli c¢esith kaslarm koordineli bir sekilde
cabstrimasm  saglar. Oksiirik merkezindeki ndronlar solunum merkezinin mutad
kimyasal stimiilanlar1 olan CO; ve pH’ye duyarh degildir (9).

Opioid (morfin benzeri) ilaglar Oksiirik merkez iizerinde belirgin nhibisyon
yaparlar. Buradaki ndronlarda bu ilaglarm yaptigi inhibisyona opioid reseptorler
aracllk eder. Ancak s0z konusu noronlarda p reseptdrleri yannda, opioid
reseptorlerin 3 klasik tipi dismda kalan ‘Oksiirik kesici’ tipteki varhklar tartigmah
olan hipotetik reseptorler de bulunur. Oksiiriik kesici tipteki reseptorlerin ki Snemli
Ozelligi morfin antagonisti nalokson ile bloke edilmemeleri ve diger opioid reseptor
tiplerine gore daha az stereoselektif olmalart ve bu nedenle hem dekstro izomeri ve
hem de levo izomeri ilaglar tarafindan Onemli Olglide aktive edilmeleridir. Halbuki
morfinn analjezik etkismde rol oynayan p reseptorleri sadece levo izomerleri
tarafindan etkilenirler. Kodein ve dekstromethorfan esas olarak okstiriik kesici tipteki
reseptorler ilizerinden mhibisyon yaparlar ve antitusif etkileri nalokson ile Onemh
Olclide bloke edilemez.

2.2. SOGUK ALGINLIGI

Soguk algmhgma en g¢esith solunum virlisleri (¢ogunlukla  rinoviriis)
olmaktadr. Yetiskinlerde yillk 2 veya 4 defa gocuklarda 6 veya 8 defa olabilir.
Soguk algmhgi ik atakta bogaz agrisi, kwgmhk, ve diigik derecede atesle



nitelendirilebilir. Bu belirtiler birkag giin icinde gecer ve ik ataklardan sonraki 24-48
saat i¢ginde burun tkankligi, burun akmtis1 ve Oksiiriik takip eder.

Soguk algmhg tedavisinde etkili antiviral bulunmadigmdan ve korunma i¢in
birka¢c etkili Onlem oldugundan, tedavi belitileri gidermeye yonelk olmahdir.
Kullamlan en genel tedavi piyasadaki anthistammn, dekonjestan, Oksiiriik kesici ve
balgam sokiicii laclardir. Bu ilaglar tek basma veya kombine sekilde kullanilabilir.

Soguk  algmhg antiviral bir hastalk olmakla  beraber, bakteriyel
komplikasyonlar mevcut olmadiginda bile antbiyotiklerin hastaya verimesi uygun
degildir. Sistematik incelemeler gostermistir ki antibiyotiklerm soguk algmhg
tedavisinde hicbir rolii yoktur. Ciinkii antibiyotikler semptom siiresi ve siddetini
azaltmada etkisiz kalmasi ve gastrointestinal yan etki riski, tedavi malyeti ve
bakterilerin antibiyotik direnci arttrmasindan dolaydr (10).

Tablo 1.1. Klinik uygulamalar i¢in tavsiyeler

Bulgu
Klinik Oneri Degerlendirmesi Referans lar
Antibiyotikler ¢cocuk veya yetigkinde soguk algmhg1 A 11,12
tedavisiigin tavsiye edilmez.

Dekstrometorfan soguk algmhgma bagh oksiiriik de B 13,14
yetiskinler i¢in bir tedavi segenegidir.

Ug giine kullanilan topikal intranazal veya oral nazal B 15,16,17
dekonjestanlar, gencler ve yetiskinler i¢in bir tedavi
segenegidir.

Pahali olmasma ragmen Topikal ipratropium, altt B 18
yasmdan biiyiik ¢ocuklarda ve erigkinlerde burun
tikanikhig1 i¢in bir tedavisegenegidir.

Kodein ve diger narkotikler, dekstrometorfan, B 13,15,19,20
antihistaminikler ve kombine antihistaminik /

dekonjestanlar cocuklarda ksiiriik veya diger soguk

algmhg belirtilerinin tedavisiigin tavsiye edilmez.

Faydalan yan etkileri agir bastig1 takdirde eski birinci B 21
kusak antihistaminikler ve kombine antihistaminik /

dekonjestanlar yetiskinlerde oksiiriik ve soguk alginlig:

semptomlan i¢in tedavisegenegidir.

Mevcut tamamlayict tedaviler arasda, C vitamini B 22,23
profilaksisi soguk belirtilerin giddetini ve siiresini

azaltabilir, ancak, C vitamini, ¢inko ve ekinezya aktif

tedaviigin tavsiye edilmez.

A = tutarly, kaliteli hasta odakli bulgu; B = tutarsiz veya sinirh kaliteli hasta odakli bulgu; C = orta goriis, hastalik
odakli , genel uygulama, uzman goriisii veya olgu serisi. Bulgu derecelendirme sistemi hakkinda bilgi igin,
http://www.aafp .org/afpsort.xml bakin.




2.2.1. Soguk Algmhg Tedavisinde Kullanilan flaclarda Bulunan

Etken Maddeler
2.2.1.1. Dekstrometorfan Hidrobromiir

Sentetikk bir morfinan tiirevidir; yapica morfine benzer. Narkotik analjezik bir
lag olan levorfanol un D- sekli olan dekstrorfanm metoksi tirevidir. D- steroizomer
olmas1 ve diger yapwisal Ozellkleri nedeniyle, klasik opioid reseptorlerine affinitesi
diisiiktiir. M reseptorleri etkilemediginden analjezik etki yapmaz. Oksiiriik kesici tipi
reseptorleri  etkileyerek  Oksiirik merkezini  inhibe eder. Antitusif etki gilicli
kodeminkine esittir veya daha fazladr ve biraz daha uzun siirer. Esit antitusif etki
yapan dozlarda bu iki ilag santral sinir sisteminde benzer derecede depresyon
yaparlar; fakat dekstrometorfan, kodeinden farkh olarak analjezik degildir ve
konstipan etkisi yoktur. Mukozayr kurutmaz ve siliyumlarm hareketini bozmaz,
solunum merkezini, yiiksek dozlari harig, deprese etmez. Ilag bagmlhg yapma
potansiyeli ¢ok diistiktiir; uluslararasi kontrol dismda tutulmustur.
2.2.1.2. Difenhidramin Hidrokloriir

Sentetik bir ilactr ve genellikle periferik etkileriyle (spazmolitk ve/veya
lokal anestezik etki) Oksiirik refleksini inhibe ederler. Ayrica difenhidramin
hidrokloriir ~ klasik  antihistaminik ~ (histamin =~ HI-reseptér  blokdrii)  ilagtir.
Difenhidramin spazmolitik etki yannda oOksiiriik merkezi lizerinde inhibitor etkiye de
sahiptr ve bu bakimdan antitusif etki yapar; bu bakimdan antihistaminik ilaglar
icnde en etkili olamdwr. Klasik antihistamink iaglarm mutad yan etkileri olan
sedasyon ve antikolinerjik yan tesirler olusturur.
2.2.1.3. Psodoefedrin Hidrokloriir:

Efedrinin  steroizomeridir; Efedra tiirii bitkilerde dogal olarak bulunur. ilag
olarak, sentetkk {lretilen rasemik ve dekstro sekilleri kullandr. Efedrin gibi hem
direkt ve hem de indirekt sempatomimetik etkinlk gosterir.

Tek basma veya Oksiirik suruplari igcinde, burun mukozasnda ve solunum
yollarmin diger kisimlarinda dekonjestiyon yapmak i¢in agizdan verilir.
2.2.1.4. Asetaminofen (Parasetamol)

Asetammofen aspirininkine, yaklagkk olarak esit derecede analjezik etki
yapar. Antipiretik etkiside onunkine yakmn giictedir; fakat aspirinden farkh olarak,
antinflamatuvar ~ etkinligi  olduk¢a disiktlir ve bu tir etkinlk gerektiren



indikasyonlarda  kullamlmaz. Ancak antinflamatuvar ilaglarm analjezik  etkisini
artrmak icin onlarla birlkte kullandabilir. Asetaminofen, benzeri diger analjezik
ilaglardan farkh olarak, hipotalamus ve omurilk gibi peroksidlerden fakir ortamda
prostaglandin sentezini inhibe edebilir; antipiretk ve analjezik etkilerinin, swasiyla,
hipotalamus ve omurilik arka boynuzunda protaglandin sentez ve sahverimesini
inhibe etmesi ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir.
A8z yoluyla alndigmda asetaminofen, cabuk absorbe edilir ve etkisi erken baslar;
plazma diizeyi '5-1 saat i¢inde maksimuma erisir. Absorpsiyonu besinler tarafindan
azaltilr. Bir dozdan sonra analjezik etkisi 3-4 saat kadar devam eder.
2.2.1.5. Triprolidin HCI

Bir alkilamine tiirevi olan triprolidin HCI, hafif sedatif ve antimuskarinik
etkili bir sedatif anthistaminiktir. Urtiker ve rinit iceren alerjik durumlarm ve
kagsmtih deri hastalklarmda semptomlarmm gideriimesi i¢in  kullanilr. Triprolidin
HCI, rinitte genellkle pseudoefedrinle birlikte kullandirken, soguk algmhg ve
oOksiiriik tedavisinde diger preparatlarla birlikte kullanilir (24).
2.2.1.6. Klorfeniramin Maleat

Bir alkil tirevi olan klorfeniramin maleat antimuskarinik aktiviteye sahip
olup, orta derecede sedasyona sebep olan sedatif bir antihistaminiktir. Klorfeniramin
maleat trtiker, rinit, konjuktivit, anjioddem ve kasmtih deri rahatsizhklarmi iceren
alerjik  durumlarm  semptomlarmmn  giderilmesinde  kullalr.  Sogukalgmligt  ve
Oksiiriigiin -~ semptomatikk  tedavisinde  bilesikk  preparatlarm  ortak  bilesenidir.
Klorfeniramin maleat anafilaktk sokun acil tedaviye ek olarak intravenéz sekilde
verilebilir (24).
2.2.1.7. Feniramin Maleat

Feniramine, alkil tirevidir, antimuskarink ve orta derecede sedatif etkileri
olan sedatif bir anthistaminiktir. Klorfeniramin maleat {irtiker, rinit, konjuktivit,
anjioddem ve kasmtih deri rahatsizliklarmi iceren alerjik durumlarm semptomlarmm
giderimesinde  kullanihr.  Feniramine  antiemetikk  Ozelliginden  dolayr  hareket
hastalgmm  kontrolinde ve Onlenmesinde kullanlr. Oksiirik ve sogukalgmhg
tedavisinde preparatlarda bilesen olarak kullamlr. Burun ve gz preparatlarmda
dekonjestanlara kombinasyon halinde de kullanilir (24).



2.2.1.8. Pirilamin Maleat (Mepiramin Maleat)

Pirilamin, etilendiamin  tiirevi, antimuskarmik ve sedatif Ozelikli bir
sedasyon olusturan bir anthistaminiktir. Pirilamin, asmiduyarhlik reaksiyonlarmm ve
kasmtih deri rahatsizliklarmm semptomlarmm giderilmesinde kullandlr.
Sogukalgmhgn ve Oksiirtigiin  semptomatik tedavisi i¢in bilesik preparatlarm yaygn
bilesenidir (24).
2.2.1.9. Guaifenesin

Guaifenesinin, diren¢li balgamm miktarmi arttrrken viskozitesini - diisiiriir ve
balgamh Oksiiriik i¢in ekspektoran olarak kullandr (24). Ayrica guaifenesin
balgamsiz  Oksiiriigiin  giderilmesinde  ve  sogukalgmh@ ilaglarmda  Oksiiriigiin
giderilmesi amagh antitussif olarak kullanilir.

2.3. KROMATOGRAFIK ANALIZ YONTEMLERI

Kromatografi, bir karigimda bulunan bilesenlerin - birbirmden  ayriimasmm
gerceklestiren yontemlerin genel adidr. Bu yontemlerde genellkle belli uzunluktaki
bir kolon bir dolgu maddesi ile doldurulur ve bu madde sabit faz adm ahr. Ornek
kolonun bir ucundan sokulur ve bir hareketli faz ile kolonun bir ucundan &teki ucuna
kadar siiriklenerek tasmr. Dolgu maddesi ile etkilesmesi nedeniyle bu tasmmm
srasmda Omek kolondaki sabit faz tarafindan bir miktar tutulur. Bu tutulma,
ornekteki farkh bilesenler i¢cin farkh miktarda olur (25).

Kromatografik yontemler ikiye ayriir. Kolon kromatografide durgun faz dar
bir boruda tutulur, hareketli faz ise, yergekimi veya basmg etkisiyle borudan gecirilir.
Diizlemsel kromatografide ise, durgun faz diiz br ylzeyde veya kagidn
gozeneklerinde tutulur. Bu durumda hareketl faz, durgun faz iizerinde kilcal etki
veya yercekimi etkisiyle hareket eder.

Tablo 2.1°de gosterildigi gibi kromatografik metotlar, sivi, gaz veya
stiperkritk akigkan olmak iizere, hareketli fazn yapisma bagh olarak ii¢ smifta
verilebilir. Bu tablonun ikinci kolonunda durgun fazn yapisma ve fazlar arasi
dengenin nitelifine bagh olarak bes tiir stvi kromatografi, li¢c tiirde gaz kromatografi
teknigi bulundugu goriilmektedir (26).



Tablo 2.1. Kolon kromatografisinin smiflandirilmasi

Genel Ozel Metot Sabit Faz Denge Tiirii
Siniflandirma
a-Gaz-sivi Swvinin kati bir ylizeye | Gaz ve siviarasmdaki
kromatografisi baglanmasi veya partisyon
1.Gaz kromatografisi (GLO) adsorbe olmas1
(GC) (Hareketli faz. b-Gaz-kati Kati Adsorpsiyon
gaz) ..
kromatografisi

c- Bagli-gaz faz

Kat1 bir yilizeye bagh
organik tiirler

Sivi ve bagh yiizey
arasinda partisyon

2.Sv1 kromatografisi
(LC) (Hareketli faz:
S1V1)

a- Svi-sivi veya
partisyon

b- Swvi-kat1 yada
adsorpsiyon

c- fyon degisimi

d- Boyut eleme

e- Afinite

Swvinin kati bir ylizeye
baglanmas1 veya
adsorbe edilmesi

Kati

Iyon degistirici regine

Polimerik bir katmm
bosluklar i¢indeki svi

Kat1 bir yiizeye 6zel bir
grup svmnm
baglanmasi

Karigmayan sivilar
arasinda partisyon

Adsorbsiyon

fyon degisimi

Partisyon/eleme

Siv1 yiizey ile sivimobil
faz arasindaki partisyon

3.Siiperkritik akigkan
kromatografisi (SFC)
(hareketli faz:
stiperkritik akigkan)

Kat1 bir ylizeye organik
bir grubun baglanmas1

Siiperkritik sv1 ve bagh
ylizey arasinda dagilma

2.3.1. Aynlma Mekanizmalarnnna Gore Sivi Kromatografisi Metodlan

2.3.1.1. Adsorpsiyon (Tutunma) Kromatografisi

Adsorpsiyon, bir karisinda  bulunan
maddelerin  kati faz iizerine tutunmasdwr. Bu yOntemde

ayriimasi

veya adsorpsiyon kromatografisine genellkle sabit faz olarak silika veya aliimina

kullanilir.

SV, gaz

veya buhar

kat1 yilizeyindeki farkh adsorpsiyon ilgilerinden otiirti gerceklesir. Stvi-kati

2.3.1.2. Dagilma Kromatografisi (Partisyon Kromatografisi)

halindeki
bilesenlerin  birbirinden

En ¢ok HPLC’de kullanlan dagima kromatografisinde sabit faz, hareketli
fazla kangmayan bir swvidr. Daglma kromatografisinin ik formlarmda
kolonlar kullammistr. Modern LC sistemlerinde, bunlar svi bagh faz kolonlan ile

SIVI-S1Vl

yer degistirmistir. Swvi-sivi kromatografide sabit swvi faz dolgu maddesine fiziksel

adsorpsiyonla  tutturulmustur. Bagh faz kromatografisinde ise kimyasal olarak



baglanmustr. Boylece, hareketli fazda ¢6ziinmeyen yiiksek kararhlikta dolgular elde
edimistr. Bagh faz kolonlar, gradient eliisyon teknikleriyle de uyumludur (27).
2.3.1.2.1. Ters Faz Kromatografi

Dagilma kromatografisi, hareketli faz ve sabit fazlarm polaritelerine gore
farkllandirilabilir. Ters faz sivi kromatografide sabit faz, nonpolardr. Hareketl faz
polar c¢oziclilerdir (Su, metanol, asetonitril ve sulu tampon cozelitiler gibi). En ¢ok
kullanilan ters faz dolgu maddeleri, silika yiizeyine baglanmis alkil zincirleridir.

CH;
—S:i—DH -s:i—o—s:i—(CHﬂ-_ -CH;
0 ct 0 B
~Si—OH + 2C1-5i~(CHy)1:CH; —) ~5i~OH + 2HCI
0 CH; o CHs
—Sli—DH —Sli—D—SIi—(CHJ)-_?CH3
CH;,
Silika yiizey C18 gruplu organosilan C18 grubu bagh silika

Sekil 2.1. Silika yiizeyine akil zincirinin baglanmas1

Pratikte en sk kullanilan alkil gruplari C18 (n-oktadesil) ve C8 (n-oktil) dir.
Alkonma, sabit fazm hidrokarbon zncirleri ve analitin  hidrokarbon zincirleri
arasmndaki  hidrofobik  etkilesime  dayanr.  Analitn = polaritesi  ters  faz
kromatografideki eliisyon swrasmi belirler. En polar analitler 6nce elue olur, bunu
nonpolar bilesikler izler. Molekiillerin dissosiasyonu, alkonma iizerinde giichi bir
etkiye sahiptir. Yikli formda analitler, daha hidrofiliktirler ve ndtral formlarma gore
daha erken elue olurlar (28, 29, 30).
2.3.1.2.2. Normal Faz Kromatografi

Ters faz kromatografinin tersine, normal faz kromatografide sabit faz polar,
hareketli faz nonpolardr. Mobil faz olarak genellkle organik solvent karigimlar
kullanilr (dietileter, diklorometan, kloroform, hekzan gibi). Ticari normal faz bagh
dolgular, silika yiizeyin siyano, diol, ammo, dimetilamino gibi polar fonksiyonel
gruplarla kimyasal olarak modifiye edilmesiyle elde edilir. Analit ve sabit faz
arasmdaki baskm etkilesimler polar etkilesimlerdir. Daha az polar bilesikler ik elue
olurken, daha polar bilesikler kolonu daha geg¢ terk eder (28, 29, 30).
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2.3.1.3. iyon Degistirme Kromatografisi

Maddelerin iyonik gruplar ile iyon degistiricilerdeki iyonik gruplarm esdeger
miktarlarmm  karsihkh ~ yer  degistimesi esasma  dayanr. Iyon  degistirme
kromatografisi, kullanlan iyon degistiricinin anyon veya katyon aktarmasma gore
srrastyla anyon veya katyon degistirme kromatografisi olarak adlandrilir.

Katyon degistirici re¢inelerin en genel aktif bolgeleri, kuvvetli bir ait olan
siifonik asit grubu (SOzH") ve zayif bir asit olan (-COO™H")’dur. Anyonk iyon
degistiriciler, kuvvetli bir baz olan tersiyer amin gruplari (-N(CH3);*OH") veya daha
zayif baz olan primer amin gruplarmi (-NHz"OH") icermektedir.

Siilfonik asit tipi bir iyon degistirici, M** katyonu iceren bir sulu ¢ozelti ile

temas ettigi zaman, asagidaki gibi gosterilen bir yer degistrme dengesi meydana

gelir:
xR SOz H'+ M** (RSO3 )M + xH*
kat1 cozelti kat1 cozelti

Burada R SOz H" bilyilk bir polimer molekiiline tutunmus ¢ok sayidaki

stifonik asit grubundan bir tanesidir.

Benzer sekilde, kuvvetli bazik iyon degistirici A anyonu ile, asagidaki
denklemde gosterildigi gibi etkilesebilir:

XRN(CHa)s"OH™ + A [RN(CHz)s A + XOH

kati ¢Ozelti kati cozelti

Her anyon saga dogru olusan tepkimeler geregi anyon degistiriciye
tutunurken ters yondeki tepkimelerle anyon degistiriciden ayrilirlar.

2.3.1.4. Jel Filtrasyon (Molekiiler Eleme) Kromatografisi

Kargimdaki maddelerm  molekiil biyikliklerme gbre ayrimast esasmna
dayanr.  Boyut-eleme  kromatografi oOzellkle yikksek mol kiitleli tiirlere
uygulanabilen giicli bir teknikti. Dolgu maddeleri ¢6ziinen madde ve ¢ozici
molekiillerinin i¢ine diflizlenebilecegi diizgiin bir gdzenek ag iceren kiiciik boyuthu



11

(~ 10um) silis veya polimer partkiillerden meydana gelmistir. Gozenekler i¢inde
molekiiller, etkin bir sekilde yakalanr ve hareketlh faz akmm ile uzaklastirihr.
Gozenek i¢inde ortalama kalma siiresi, analit molekiilin etkin biiyiikKigline baghdir.
Dolgu maddesinin ortalama gozenek acikhgndan daha biylk olan molekiiller
disarida tutulurlar ve boylece hi¢ alkonmazlar. Bu gibi tiirler ik olarak elue edilirler.
Gozeneklerden Onemli derecede kiigiik ¢apa sahip olan molekiiller, gdzeneklere
nifiz eder ve uzn sire tutulmus olurlar. Orta boyuttaki molekiillerin  dolgu
maddesinin i¢ine ortalama niifiz etme Ozellikleri yarigaplarma baghdr. Boyut-eleme
ayrmalarmda diger yontemlerden farkh olarak analit ve sabit faz arasmda Kimyasal
ve fiziksel etkilesimler yoktur.
2.3.1.5. Affinite Kromatografisi

Affinite kromatografisi, ayrma teknolojisinde essiz bir yer tutmaktadir.
Bunun nedeni biyomolekiili (ayrilacak madde), biyolojik fonksiyonu veya kimyasal
yapisindan dolay1 tamyarak ayrma ve saflastrma islemini gerceklestiren tek ayrma
yontemi  olmasidr.  Antijen-antikor,  enzim-substrat-reseptor-ilag  gibi  oldukca
spesifik etkilesimlere dayanr. Kullanlan dolgu maddeleri spesifik ligand bagh
partikiiller veya makromolekiillerdir. Sabit faz, 6zel bir proteine karsi gelen antikor
ise, birr proten karismm kolondan gecirildifi zaman, sadece antikor ile etkilesen
protein kolona baglanr. Daha sonra bu protein pHnn degistiriimesi ile antikordan
ayrilarak elue edilir.

Adsorpsivon kromatografisi Partisyon kromatografisi
o o
o
— @ - S
® o !® o '®

[yon degistirme kromatografisi Boyut eleme kromatografisi Affinite kromatosrafisi

o . o ——e
= — ®
— - ———

o
Sekil 2.2. Ayrima mekanizmalarma gére smv1  kromatografismn smiflandirimasi

(31).
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2.3.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Klasik swv1 kromatografisinde numune ve hareketh faz kolonun {istiinden
llave edilir. Hareketli fazn kolondan asagiya mmesi esnasmda, numunedeki
bilesenlerin  bantlar  halinde  ayriimalar1  saglanr. Bantlarm 1yi  ayrimamalar
durumunda daha uzun kolonlar kullaniir. Boyle durumlarda da saatlarce beklemek
gerekir. Alternatif olarak da kolondaki dolgu maddesi inceltilir. Bu yapidigi zaman
da yine c¢ok uzun siire beklemek gerekir. Bilim adamlar1 kolonu uygun biiyiiklikte
dolgu maddesiyle doldurmuslar ve kolonun {istiinden yiliksek basmng uygulamislardir.
Boylece daha 1yt sonuclar almslardr. Bdyle, kiicik dolgu maddeleriyle doldurulup
yilksek basmg altmda bir kolonda yapilan kromatografi tiirlerine yiiksek performans
(basingly) sivi kromatografisi denir.

Yiksek performans sivi  kromatografisibiitiin - analitk ayrma metotlart
arasinda en c¢ok kullanillanidir. Bunun nedeni, bu metodun:

1. Hassas olmasi,
2. Sicakliga hassas olan maddelere bile uygulanabilmesi,
3. Dogruluk dereceleri ve kesilikleri yiiksek sonuglar vermesidir.

Metodun uygulanabildigi bashca alanlar soyledir: a. niiklekk asitler, b.
terpenoitler, c. pestisitler, d. antibiyotikler, e. steroitler, f. proteinler, g. aminoasitler,
h. Hidrokarbonlar, i karbonhidratlar, j. metal organik bilesikleri k. baz morganik
maddelerdir (32).
2.3.2.1. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi Cihaz
Sekilde sematik olarak gosterilen bir HPLC sistemi asagidaki bilesenlerden olusur:

1. Cozicii haznesi
2. Pompa
3. Enjektor
4. Kolon
5. Dedektor
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anstnma
odast

Céziicii haznesi
Sekil 2.3. HPLC sisteminin sematik gosterimi

Sistemin ¢aligma prensibi basittir. Pompa, ¢06ziiciiyii kolon boyunca belli bir
hizda iter. Ornek enjeksiyonu esnasmda, ¢ozicii enjeksiyon blogundan gegerek,
ornegi kolona tasrr. Kolonda 6rnek bilesenleri ayrilir ve ayrilan bilesenler dedektorde
tayin edilir. Cogu cihazda, cluent ve kolonun sicakhi@m kontrol etmek miimkiindiir.
Pik genislemesini azaltmak icin, Ozellikle enjeksiyon sistemi ve dedektordeki Ol
hacim kiigik tutulmalidir (28).
2.3.2.1.1. Coziicii Haznesi

Coziicii hazneleri, cam veya paslanmaz celikten yapilrlar. HPLC’de mobil
faz olarak kullamlan tim c¢oziciiler, haznelere konmadan oOnce, LC sistemini
kolayhkla tkayabilecek asih partikiilleri uzaklagtrmak icin siiziilmelidir.

HPLC’de karsilagilan problemlerin biri, mobil faz i¢inde ¢Oziinmiis havadrr.
Olusan hava kabarciklari, kolonun i¢ine yayiabilir. Bu kabarciklar, dedektérden
gectiklerinde, ciddi ve kabul edilemez bir giiriiltiiye ve akis hiznda azalmaya neden
olurlar. Bu yiizden ¢ozinmils gazlar ya helyum veya azot gaziyla, ya da ultrasonik
banyoda uzaklastirimaldr. Tabloda oksijen gazmm sudaki ¢Ozinirliginin helyum
ve azotla karsilastrildiginda en yiiksek oldugu goriilmektedir (33).

Tablo 2.2. Gazlarm sudaki ¢oziniirlikleri

Cozintirliik
Gaz (mL/100 mL su) 15°C
He 0.94
N> 2.37
0, 4.89

Helyum gazi kullanmak kiilfeth ve pahahdr. On-line vakum degazorlerinin
kullanmu daha pratik ve etkilidir. Sekil 2.4.” deki vakum degazoriinii sematik olarak

gostermektedir. Degazoriin  icindeki solvent, yar1 gecgirgen polimer membranlar
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yoluyla, havasi bosaltimis ¢emberin igine gecer. Burada daha kiicik gaz molekiilleri
elimne edilir.  Giinlimizde vakum degazorleri ¢ogu HPLC  sisteminde
bulunmaktadr (34).

HPLC
pompasi

Basme¢() ————————-
Kanal A  [semsdrd

Kanal B

> Kontrolan
) T
)]

Kanal C
Kanal D 8
. Vakum
Vakum ¢embeti pompasi

Cozucu Cozucu Cozucu Cozici
D

Sekil 2.4. On-line solvent vakum degazOriiniin sematik gosterimi

HPLC’de, ayrma ya izokratlkk ya da gradient eliisyonla gerceklestirilebilir.
Izokratik metotda solvent bilesimi ayrma boyunca degismez. Daha kisa analiz
stresinde daha 1yi ayrma, genellkle eluent bilesiminin analiz boyunca asamal
olarak degistigi gradient eliisyon kullanilarak elde edilir. Gradient -eliisyonda,
polaritede farklilik gosteren iki veya daha fazla solvent sistemi kullanilir (28).

o _100
10— —90
| 20— —80 |

30— | —70

< m

A O\: 40— —160 ¢:a\c
Hareketli Faz S0 710
60— — 40
70— =130

L] Gradient HPLC
{ Programlayict [ —> Pompasi Zaman ——>

Sekil 2.5. Gradient programlama sisteminin sematik gosterimi (35).
Iki tiir solvent programlayic1 vardir:

1. Disiik basmng gradient programlayici
2. Yiksek basmng gradient programlayici
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1. Diisiik basing gradient programlayici: Disik basng gradient programlayici
admdan da anlagilacagr gibi, haznelerden ¢ozicliyii atmosfer basmcinda alr, gerekli
oranlarda karstrr ve sonra bu karigim, Ornek valfini ve kolonu besleyen uygun bir
yikksek basng pompasma geger.
2. Yiiksek basing gradient programlayici: Bu programlayicida, ¢oziicii hazneden
dogrudan bir pompayla ¢ekili. Bu, her bir solvent icin bir pompa demektir. Ornek
valfine ve kolona dagilan solvent karisimi yiiksek basingta olusturulur (33).
2.3.2.1.2. Pompa Sistemi

LC sistemlerinde ¢ kritk kisim vardr. Bunlarm en Onemlisi ayrmanm
gerceklestigi  kolondur. Ikincisi, ayrimanmn izZlendigi ve her eluie olan maddenin
kantitatif tayinini saglayan dedektdrdiir. Ugiinciisii, yiiksek kolon verimi ve yiiksek
¢cOziiniirlik saglamak icin, ¢ok kiicik partikillerden olusan kolon yatagindan,
hareketli fazz akis i¢cin zorlayan pompadwr. HPLC kolonlarmdan iyi performans
almak, dolgu maddesi olarak kiiciik partikiillerin kullamimasi ve bu yiizden de
yiiksek basm¢ pompalari kullanilmasi sonucunda olur.

Stv1 kromotografisi pompalar i¢cin belli kritikk 6zellikler vardr. Bunlar;

1. Pompa 6000 psi a kadar basingta (en yiiksek 10.000 psi ) siirekli olarak ¢aligma
yetenegine sahip olmalidir.

2. Akis hizn arali@ uygun olmahdw. Tablo 2.3’de farkh tipte kolon c¢alismalari
icin gerekli akis hizt araliklar1 gosterilmektedir.

3. Dogru kalitatif ve kantitatif analiz i¢in, akis hzn dogrulugu %+1 ve akis hzi
kesinligi %+0,1 olmasi tavsiye edilir.

4,  Pompadan gelen akis pulssuz (vurusuz) olmahdr. Tamamen wvurusuz akis,
diyagram ve piston tipi pompalarda hemen hemen imkansizdr. Bununla
birlikte pompa boyle vurular1 azaltacak sekilde tasarlanmalidir (33).

5. Korozyona karsi dayankli olmaldr (28, 29).

Tablo 2.3. Kolonlar i¢in akis hizlar:

ipi Pompa akis hiz1 aralig
Kolon tipi mLidio
Kiiclik kolonlar
(cap: 0.25-2.0 mm) 0.002-2.00
Normal analitik kolon
(¢ap:1.5-10 mm) 0.2-10.0
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LC sisteminde baghca iki tip pompa kullanilir:
1. Stirgiilii pompalar (Swringa tipi pompalar)
2. Pistonlu pompalar
1. Siirgiilii pompalar: Sirgili pompalar bir motor yardmmiyla elektriksel olarak
calisan srmnga tipi bir pistondan olusur (33). Yaklasik 200 mL hacmi igine ¢eker ve
sonra wvurusuz olarak HPLC sistemine verir (28). Bu pompalar da, viskozite ve geri
basingtan bagmmsiz bir akig iretir. Avantaji vurusuz c¢ikti vermesidir. Dezavantaji
smrrh solvent kapasitesidir. Bu tip pompalar, aymrm i¢in kiiciik mobil faz hacimleri
gerektiren, mikrogbzenekli kolonlara mobil faz saglamak i¢in kullanilir (29, 33).
2. Pistonlu pompalar: Pistonlu pompalar, genellikle motor kontrolli bir
pistonun ileri-geri hareketle c¢oziiciiyli pompaladigi kiigik bir bolmeden meydana
gelmistir.  Swastyla acilip kapanan iki kiiresel kontrol valfi silindirin igne ve disma
¢oziicii akism kontrol eder. Cozicii dogrudan piston ile temas halindedir. Pistonlu
pompalarm dezavantaji vurulu bir akig tiretmeleridir. Vurular kromatogramda zemin
cizgisinde giiriiltii olarak goriileceginden, sonimlenmesi gereklidi. Modern LC
cihazlari, bu wvurulan azaltmak i¢in, c¢ift yonli pompa bashklart kullanrlar. Pistonlu
pompalarn avantajlary, kiiciik ic hacimleri (35-400 pL), yiksek c¢ikis basmglart
(10000 psi’a kadar), gradient eliisyona uyumluluklari, biiyiik solvent kapasitesi,
kolon geri basmnci ve solvent viskozitesinden biiyik Olclide bagmsiz sabit akig
hizlaridir (29).

Gini Cik Hareketli faz
11§ K15 .. odas1
Hareketli & vanasi [T vanast Girls Cikay
arcketll faz - . Kolon Hareketli faz  vanasi [—f=—] vanast
® ®

haznesi _‘—._O—\ /__O__'_, haznesi

Kolon

Hareketli faz HVida hareketli piston Safir piston

odasi l

l Cevirme mili

A
Sekil 2.6. HPLC sisteminde kullandan swrmga tipi (A) ve pistonlu pompann (B)
sematik diyagrami (31).
2.3.2.1.3. Enjeksiyon Sistemi

Omek enjeksiyon sistemi 1pL-500pL araliktaki hacimlere olanak vermelidir.
Mikro HPLC’de, 6rnek hacimleri ¢ok daha disiiktir (<1uL). Sistemde enjeksiyon
boyunca basm¢ sabit tutulmaldr. En ¢ok kullanilan enjeksiyon sistemi Sekilde

gosterilmektedir.
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Atk

Sekil 2.7. Lupa Ornek yiklenmesi ve mobil faz akwsiyla pompadan kolona
gonderilmesi (35).

Enjeksiyon sistemi, Ornek halkasma (lupuna) bagh alti yollu bir valftan
olusur. Yikleme pozisyonunda, ornek, bir swrmngayla halkann icine enjekte edilir.
Bu srada mobil fazn pompadan kolona akist devam etmektedir. Valfin enjeksiyon
pozisyonuna ¢evrimesiyle, mobil faz akisi 6rnek halkasmin icinden gecerek Ornegi
kolona taswr. Otomatikk 6rnek enjeksiyon sistemleri, yiiksek kesmlikle 6rnek veriimesi
icin tercih edilir (28). Cok sayida 6rnegin kisa siirede analizine imkan saglar.
2.3.2.1.4. Kolon Sistemi

Cogu HPLC kolonlar, paslanmaz c¢elikten veya metal bir tlipiin igine
yerlestirilmis  kalm duvarh cam tiipten olusmustur. Kolon materyali olarak PEEK
(polieter eter keton) da kullanlabilr. Kolon i¢ c¢apt 2.1 ile 7.6 mm arasmda
degisirken, kolon uzunlugu genellkle Icm’den yaklask 30 cm’ ye kadar degisir.
Stvi  kromatografi kolonlar1 3-10 um partikil boyutunda dolgu maddesi ile
doldurulur. Standart bir kolon, 250 mm uzunlugunda, 4.6 mm i¢ c¢apmdadr ve 5
um’lik partkillerle doldurulmustur. Boylece, yaklasik olarak metre basma 50000
teorik tabaka sayisi elde edilebilir.

Daha uzun ve daha ince birr kolon ve daha kiigiik partkiill boyutu daha 1yi
ayrm demektir. Bununla birlkte, kolonun geri basmci artar. Bir pompann
kapasitesi, kolon boyutlarmi ve partikiil boyutunu belirler (28).
2.3.2.1.5. Kolon Dolgu Maddesi

Swvi  kromatografisinde pellikiler (kabuklu) ve gozenekli partkiiller olmak
lizere iki tir dolgu maddesi kullanidr. Pellikiiler partikiiller, 30-40 pm capmda
kiresel, gozeneksizz cam veya polimerik taneciklerdir. Ince, gdzenekli silika,
alumina, polistiren-divinibenzen sentetkk reginesi veya iyon degistirici bir regine
tabakasi bu taneciklerin yiizeyine yerlestirilir. Kiigiik gbozenekli mikropartikiiller, bu
biiyiik pellikiiler partikiillerin yerini almugtir.
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LC igcin gozenekli dolgu maddeleri 3-10 pm c¢apmnda, gozenekli
mikropartikiillerden meydana gelir. Bu partikiiller, silika, alumina, sentetikk recine
polistiren-divinibenzen veya iyon degistirici bir reg¢ineden olusur. Silka s
kromatografide en yaygm olan dolgu maddesidir (29).

1. Silika: Silika-bazh malzemeler yikksek kolon verimi saglar ve bunlar yiksek

mekanik giice sahiptirler.

Bir silka partikiilin ylizeyi uygun kimyasal reaksiyonlarla kolaylkla modifiye

edilebilen siyanol (SiOH) gruplartyla kaphdr. Bir silka partikiiliin en Snemlh

Ozellikleri, sekli, boyutu, gozenekliligi, gozenek boyutu ve yiizey alamdr. Bu

Ozellikler, tiretim siireclerine baghdwr. Farkh ireticilerin partikiilleri, olduk¢a farkh

karakteristikk ve performans gosterebilirler (28).

2. Polimerik Partikiiller: Son zamanlarda polimerik malzemelerin HPLC’de

kullanmu artmustr.  Bunun bir nedeni polimer partkiillerm pH kararhigmmn iyi

olmasidr. Tim pH arahgnda kullanlabilirler. Silka ile karsiastrildignda bu
maddelerin dezavantaji diisik kolon etkinligidir. Buna ek olarak; baz polimerik
malzemeler c¢ok yiiksek basinca dayanamazlar veya solvent tarafindan sisebilirler.

En sk kullamlan polimerik maddeler polistiren-divinilbenzen ve metakrilattrr.

Polimerik dolgu maddeleri 6zellikle iyon kromatografisinde yaygm olarak kullamlir

(28).

2.3.2.1.6. Dedektorler

S kromatografide dedektorler iki grupta toplanirlar:

1. Maddeye Yonelik (Spesifik) Dedektorler: Hareketl faz i¢cindeki maddenin
Ozelliklermi tayin ederler (Maddenin absorpsiyonu, floresanst veya diflizyon
akmu gibi)

2. Cozeltive Yonelik (Genel) Dedektiorler: Mobil fazm genel bir 6zelliginin tayin
ederler (kwrima indisi veya iletkenligi gibi). Burada madde, hareketlh fazn
ozelliklerindeki degismeyle dolayli olarak belirlenir (28, 29).



Tablo 2.4. Yaygn HPLC dedektorleri ve ozellikleri (34).
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Dedektor Analit/Ozellikler Duyarhhik
UV/GB absorbans Spesifik: UV kromofor gruplu bilesikler ng
Diyot dizisi Sp?51f1k: UV/GB dedektorleriyle ayni, UV spektrumu da ng

saglar
Floresans Spes‘lﬁk: Dogal floresans maddeler veya floresan etiketli fg-ng
bilesikler
g Genel: Polimerler, sekerler, trigliseritler, organik asitler,
Kirllma indisi eksipiyanlar, 0.1-10 pg
Evaporatif 15ik-sagma Genel: Ugucu olmayan veya yari ugucu bilesikler, gradiente ng dfll’l
uyumludur diigiik
Elektrokimyasal Spesifik: Elektro-aktif bilesikler pg
. . Spesifik: Anyonlarve katyonlar, organik asitler, ng
lletkenlik ylizey aktif maddeler ppm-ppb
- o L . Diisiik
Radyoaktivite Spesifik: Radyoaktif-etiketlenmis bilesikler diizeyler
Kiitle spektrometre Hem genel hem spesifik: Kesin tespit fg-pg-ng

2.3.2.1.6.1. UV/GB Absorbans Dedektorleri
En fazla kullanmlan dedektorlerdir. Tipik bir UV/GB absorbans dedektort,

doteryum  lambasi

ve kiigik bir

akis hiicresine

monokromatorden olusur (34).
Sekil 2.8°de Z seklinde swvi akis hiicresi sekli goriilmektedir. Bu hiicre

kromatografik kolon c¢ikismda eluentin absorpsiyonu 6lgmek

5131 odaklamak

icin bir

icin kullanihr. Pik

genislemesini  Onlemek i¢in  kiivet hacmi azalir ve 1-10 pl arasmda tutulur.
Hiicrenin yol uzunlugu 2 ile 10 mm arasmda degisir. UV bolgede Slglimler i¢in hiicre

pencereleri kuartz olmalidir.

UV lamba ——=

\/

Eluent

!

Eunartz
pencers
::_’ Dedektér
Atilr

Sekil 2.8. HPLC’de UV dedektorlerdeki svi akis hiicresi (28).
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UV/GB absorbans  dedektorlerinin = 6nemli  performans  karakteristikleri,
duyarhliklar1 ve dogrusal araliginin genis olmasidr (34).
2.3.2.1.6.2. Fotodiyot Dizisi Dedektorii (PDA)

Fotodiyot serisi dedektorii, ¢cok kanall bir dedektdrdir. UV kaynagmdan ¢ikan
isik akis hiicresinden gegene kadar dalgaboyu bilesenlerine ayriimaz (35). Akis
hiicresinden gectikten sonra her bir dalgaboyunda s18m siddetini dlgen diyod dizisi
tizerinde dagihr (sekil altta). PDA’nn sahip oldugu 512 ila 1024 diyot biitiin
dalgaboylarmda tarama yaparak siirekli spektral bilgi verir (34). Fotodiyot serisi
dedektorii tek bir analizle farkh dalgaboylarmda eszamanh kromatogramlarm
toplanmasma imkan saglar (36). Bilgi absorbansin allkonma zamani ve dalgaboyuna
bagh olarak kaydedilmesiyle lic boyuthn gosterim seklinde elde edilir (28).

Sekil 2.9. PDA’nin sematik gdsterimi (31).
2.3.2.1.6.3. Floresans Dedektorleri

UV  dedektorlerle karsilastiridigndan 1000 kat daha yiiksek hassasiyete
sahiptirler (28). Bir floresans dedektorii, civa buhar lambasi veya ksenon yiksek

basng lambasi, uyarma ve emisyon dalgaboylarmi segmek icin, uyarma ve emisyon
monokromatort, kare akis hiicresi ve yaylan 1simayr giiclendirmek icin  bir
fotogogalticidan olusur (34).
2.3.2.1.6.4. Kinlma Indisi Dedektorleri

Bir kmiima indisi dedektorii, saf eluent ile Ornek bilesenini igeren ecluent
arasmndaki kimrlma indisi farkm Olger. Hemen hemen biitin maddelere cevap vertr.
Fakat bu dedektorler diger dedektorlere gore daha disik hassasiyete sahiptirler.
Sicakhga biiyiik Olciide bagmhdrlar ve bu ylizden sabit sicakhk saglanmahdir
(£0.001°C). Mobil faz i¢cindeki degisimlere duyarh oldugundan, gradient eliisyon
icn uygun degildir. Kmima indisi taymni, seker, triglserit, organik asit, farmasotik
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katki maddeleri ve polimerler gbi diisik kromoforik aktivite gosteren bilesikler icin
kullanilir (28, 29, 34).
2.3.2.1.6.5. Elektrokimyasal Dedektorler

Elektrokimyasal dedektorler, en hassas dedektdrlerden birisidir. Bu dedektor,
mdirgenebilen ve yikseltgenebilen maddelere cevap verir. Elektriksel ciktisy, elektrot
yizeyinde meydana gelen reaksiyonlarm neden oldugu elektron akismdan
kaynaklanrr (33). Elektrokimyasal taym i¢cin amperometri, voltametri, kulorimetri ve
iletkenlikten yararlanidabilir (28). Elektroanalitik prosediirler heniiz optik dedektorler
kadar kapsamh kullanlmasa da, yikksek hassasiyet, kolaylk ve yaygn
uygulanabilirlik gibi pek cok avantaja sahiptir. Elektrokimyasal dedektdrlerin bashca
kisitlamasi, gradient eliisyona uyumlu olmamasidir (29).
2.3.2.1.6.6. Evaporatif Isik Sacma Dedektorii (ELSD)

HPLC i¢n yeni tip dedektdrlerden biridir. Bu dedektdrde, kolondan ¢ikan
eluent sislestiriciye gecer. Burada azot veya hava akisiyla ince bir sise doniistiiriiliir.
Daha sonra bu ince zerrecikler, mobil fazm buharlastigi ve ince analit partikiillerinin
olustugu, sicaklk kontrollii bir siiriikleme borusuna tasmr. Bir lazer veya
polikromatik 1sm, analit partikiil bulutunun iginden geger (29). Sagilan s1ma bir
fotogogaltictyla tayin edilir (34). Bu yiizden ELS dedektorleri, ugucu olmayan analit
ve ugucu mobil fazla smrlandmridnustr. Bununla beraber, gradient eliisyonla
kullamma uygundur (36). Ayrica, kirlma indisi dedektorinden Onemli Olgiide daha
hassastir (gozlenebilme limiti 0.2 ng/ul) (29).

Hareketli faz girisi

[E«— Sislestirici gaz

Damlaciklar
l — Siiriikleme borusu

Ugucu olmayan
Omek bilesenleri

Isik kaynagi -\[ j/
l Fotocogaltict

Atik

Sekil 2.10. Evaporatif 151k sagma dedektoriiniin sematik gosterimi (31).
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2.3.2.1.6.7. Kiitle Spektrometresi (MS)

HPLC’nin ¢ok yonliigi ve kiitle spektrometresinin teshis  giiciiniin
birlesmesiyle olusan en son analitik teknk LC/MS’dir (34). Bununla birlkte, bu iki
teknigin  birlestiriimesinde, Onemli problemler vardr. Kiitle spektrometresi i¢in, gaz
fazmda ornek gereklidir. Stvi kromatografisinin ¢iktisy, bir ¢ozicii iginde ¢Oziinmiis
svidr. Ik olarak bu solvent buharlastmimahdr. Buharlagtridignda da, LC
solventi, GC’deki tastyici gazdan 10-1000 kat daha fazla gaz hacmi olusturur.
Bundan dolayi, solventlerin ¢ogu uzaklastirilmalidir.

Solvent uzaklagtrma ve LC kolon arayiizey problemlerini ¢6zmek i¢cin farkh
cihazlar gelistirimistir. Bugiin en popiiler yaklagimlar, diisik akis hizi atmosferik
basmg iyonlastrma teknigini kullanr. Sekil 2.25°de tipik bir LC/MS sisteminin blok
diyagramu  gosterilmektedir. HPLC  sistemler, cogunlukla pl/dk akis hizinda
nanodlcekli kapiler LC sistemleridir. Alternatif olarak, baz arayiizeyler, geleneksel
HPLC’ler i¢in tipik olan 1-2 mL/dk akis hizma imkan verir. En yaygm iyonlastrma
kaynaklar1  elektron sprey iyonlastrma ve atmosferkk basmgta  kimyasal
iyonlagtrmadr. HPLC’nin kiitle spektrometresi ile kombinasyonu yiiksek secicilik
saglar. Cilinkii ayrilmayan pikler, yalizca secilen kiitlenin izlenmesiyle izole
edilebilir. Bu kombinasyon molekiil kiitlesi, yapisal bilgi ve kesin kantitatif analiz de
saglar. Bazi kompleks karigmlar i¢n LC/MS kombinasyonu yeterli ¢oziintirlik
saglamaz. Son yillarda, tandem kiitle spektrometreleri olusturmak i¢in iki veya daha
fazla kiitle analizOrii baglanmas1 uygulanabilir hale gelmistir (29).

1 Vakum sistemi

' |
HPLC o lvon N Kiitle Iyon i
sistem kaynag "|  Analizéria dedektér |
_’ :
X
Data
sistemi

Sekil 2.11. LC/MS sisteminin blok gosterimi
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2.3.3. Ters Faz Kromatografide Metot Optimizasyonu
2.3.3.1. HPLC Ayirmalannda pH Etkisi
[lagc  molekiillerinin gok bilyik kisnm zayif asitbaz karakterdedir ve

lyonizasyon derecelerini iki faktor belirler:

a. Molekiiliin yapisi, yani pK, degeri

b. Bulundugu ortamm pH degeri
Zayit asitlerde ortamm pH’si arttkca iyonize fraksiyon, zayif bazlarda ise iyonize
olmayan fraksiyon artmaktadir:
HA—A +H'
B + H O~ BH' + OH

LN ]
[CsHsNH;]

pK.=4.6

c Fll

S

% pKy,=9.4
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_E =l )

c

o

> -

N [CoHsNH;']

.~

pH

Sekil 2.12. Bazik bir analitin iyonizasyonuna pH’nn etkisi
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Sekil 2.13. Bazik bir analitin alkonmas1 iizerine pH’nin etkisi
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Mobil fazm pH’smmn bazk bilesenlerin alkonmasi iizerine etkisi lic bolgeye
ayrilarak incelenebilir (Sekil 2.13).

A Bolgesi: Bu bolgede en diisik ahkonma zamamm gdsteren tamamen protonize
olmus analt (katyonikk form) en hidrofiik formdadr. Hidrofobik sabit fazla
etkilesimi yok denecek kadar azdwr. Protik solventlerle ¢oziiime egilimi daha fazladr.
Bu iyonik bilesiklerin alkonmasinda onemli 6lgiide azalmaya neden olur.

B Bolgesi: Kismi protonlasma bolgesidir. Analitin  mobil fazda iki formda da
bulunmasi, zayif pik sekline ve kararsiz alkonmaya neden olur. Analit ndtral formda
sabit fazla daha giicli etkilesime gireceginden, daha uzun siire alkonur. Bu durum
kromotografik bandin Oniinde, protonlanmis molekiillerm artan oraniyla mobil
fazdaki iyonlasma dengesinin kaymasma neden olur. Bu bdlgede, mobil faz

pH’sindaki kiiciik bir degisme, analitin alkonma zamanmni 6neml Olglide kaydirir.

C Boélgesi: Bu bolgede analit en uzun alkonma zamanm gosteren nétral formdadir

(en hidrofobik durum) (37).

o A : B : C

Alikonma faktori

pH
Sekil 2.14. Asidik bir analitin alkonmasi1 iizerimne pH’nmn etkisi
Asidik bilesikler i¢cin de benzer alkonma egrileri elde edilebilir. Burada
alkonma davranms1 bazk bilesiklerin ayna goriintiisii seklindedir (Sekil 2.14).

Karisimdaki analitlerin pK, degerinin bilinmesi ¢ok onemlidir. Ornegin, biri
asidik, biri bazk iki analit alalm. Bu iki analitten olusan bir karigm pH 2.3 ve pH
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6.0’da analiz edildiginde, bazk analt pH 2.3’de daha az; pH 6.0’da daha ¢ok
alkonacaktr. Asidik bilesen ise pH 2.3’de daha ¢ok ve pH 6.0’da daha az
tutunacaktr (Sekil 2.15).

Iyonize olabilen molekiiller
] Baz Asit
Asit pH=2.3 Baz pH=2.3
pH=6 ‘L\pH=6.O
] -1 -
o - -
(@}
2
|
BAY _
D 5 10 15
Alikkonma zamam (dakika)
Sekil 2.15. Mobil faz pH’smin iyonize olabilen bilesiklerin alkonma zamanma
etkisi
Asidik bilesenler fenolik bilesikler gibi (pK;=8-10) zayif asit veya karboksilik
asitler gibi  (pKa=3-4) kuvvetli asitler olabilir. Bazk bilesenler de aniline gibi zayif

baz (pKa=4.6) veya sekonder veya tersiyer aminler gibi (pKa=7-10) kuwwvetli bazlar
olabilir. Sekil 2.16 zayifkuvvetli asidik ve zayikuvvetli bazk bilesikler icn pH’ya

karsi teorik alkonma faktoriinii gostermektedir.

(A)

L ]

pKa _ X

] X
pH pH
Sekil 2.16. Asidik ve bazik bilesikler icin pH’ya kars1 teorik alkonma faktorii

(A) Kuvvetli asit ve kuvvetli baz (B) Zayif asit ve zayif baz (38).

Fadt
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Ters faz kromatografisi, kolonu kisa siirede terketmeleri nedeniyle iyonize
olmus bilesiklerin ayrmmda genellikle yeterli olmaz. Bu durumlarda mobil fazn
pH’s1 ayarlanarak bilesiklerin iyonize olmayan forma ge¢meleri saglanr ve aymrm
iyonize olmayan formlar iizerinden gergeklestirilir.

Sonug olarak mobil fazm pH’st:

e analitin iyonizasyonu ve sabit fazla etkilegsmesi

e sabit fazm yapisi, Ozellkleri bagh fazm stabilitesi ve silka matriksin

dissoliisyonu iizerinde etkilidir.

Bu nedenle pH, segicilik ve alkonma zamanmm ayarlanmasmda ve
aymicithgin optimizasyonun da etkin bir aractr. Ancak bu amaclarla pH’da yapilacak
degisikliklerin, ters faz kolon materyalinin dayanikh oldugu pH smrlann (pH : 2-8)
icinde kalmas1 gerektigi unutulmamahdwr. Bagh faz iiretim teknolojisindeki son
gelismelerle  iiretlen yeni  kolonlarda ¢aligma araliyt pH 1-12°ye kadar
genisletilmistir.
2.3.3.2. Organik Eluent Bilesiminin Analitin Tyonizasyonuna ve Aywrmaya Etkisi

Cozeltideki organik molekiil igerignin artmastyla, ayrisma azalr (dielektrik
sabitinin azalmasiyla, ayrismis iyonlarm kararhh@ azalr), bdylece ¢Ozeltinin pH
degeri artar. Espinose ve arkadaglari tarafindan (39), organik icerikteki bir artigm
mobil fazm dielektrik sabitini azaltacagi belirtimistir. Daha disik dielektrik sabiti
asidin iyonlagma sabiti Ko'nin daha diisik olmasi ve sonug¢ olarak daha biiyik pKa
degerleri elde edimesidir. Organik icerign, asidik analitin pK, degerini artrarak
ayrnsma sabitini etkilemesi beklenir. Difer taraftan organik eluent bazk analitlerin
ayrismasini, pKj degerini azaltacak sekilde ters yonde etkileyecektir.

Genellikle notral bilesiklerin seciciligi organik kompozisyonun
degismesinden etkilenmez. Bununla birlikte iyonlasabilen bilesikler icin, degisen
organikk bilesim analitin  iyonlagma durumunda degismeye neden olabilr ve
secicilikte degisikliklere yol agar. Ormnegin Sekil 2.17°de gosterilen deneylerde
organk  kompozisyon %30  asetonitriiden, %80 asetonitrile yiikseltildiginde
secicilikte goze carpan degisiklikler gozlenmistir (37).
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mAU .
20— Q) &
15- g
104
A
04— . — o —————————
0 1 6 7 B
mAU3 (@) 28 5‘
251 2 gl oo
15 ;
10- 1
: A
0 —— — - —— —— —r
0 1 2 3 4 5
mAU 4+5 * o 1: Feniletilamin (pK,=9.8)
©) 243 %5 2 Piridin (pKa=5.17)
40 T~ 3: 2-Pikolin (pKa=5.96)
30 4; 24-Lutidin (pKa=6.74)
20 ; § 5: 4-etilpiridin (pKa=5.87)
- 6: 2,3-dimetilanilin (pKa=4. 7)
10-
D: & -

0 0.5 1 1.5 2 2.5

Sekil 2.17. Mobil fazdaki organk kompozisyonun degisimine bagh olarak
kromatogramdaki degisimler. (A) %30 asetonitril:%70 20 mM fosfat, pH 7. (B) %50
asetonitril:%50 20 mM fosfat, pH 7. (C) %80 asetonitril:%20 20 mM fosfat, pH 7.

Bu durum hem mobil fazm sulu kismmnmn pH’smndaki degismeye, hem de
organikk  bilesenin  eklenmesi  lizerine  analitin  iyonizasyonundaki  degismeye
baglanabilir.
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2.3.4. Kromatografide Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk parametreleri, analiz esnasmda sistemin dogru olarak
isledigini  gostermek icin incelenmelidir. Bu parametreler swrasiyla agiklanmustir.
(40).
2.3.4.1. Kapasite faktorii (k')

Kapasite faktorii kromatografide ¢ok kullanlan bir parametredir. Bu faktorle
analizi yapilan kolon i¢inde gd¢ etme hizlari tayin edilir. Bir tiir i¢in kapasite faktorii
(k") birden kiiciikse, eliisyon siiresi ¢ok kisa olur dolaysiyla tiirlin  alikonulma
zamanmi dogru olarak Olgmek miimkiin olmaz. Buna karsiik, 10-15 olursa, eliisyon
siiresi ¢ok uzun olur. Iyi bir kromatografik ayrmada, tiirler i¢in kapasite faktorlerinin
2-10 olmas: 1yl sonug verir.

tg —to (2.1)
to

k' =

tr: Bilesigin alkonma zamant

to: Olii zaman (tutunmayan bilesigin alkonma zamani)
2.3.4.2. Secicilik Faktorii (o)
Bir kolonda A ve B gibi iki tiir icin segicilik katsayisi

K 2.2)

(X—KA

seklinde tanmlanr; daha kuvvetli tutunan B tiirii i¢in partisyon oram Kg, daha az
kuvvetle tutunan veya daha hizh kolonda eliie edilen A tiirii i¢in ise aym sabit Ka dir.

Bu tanma gore o daima birden biiyiiktiir.
2.3.4.3. Ayincilik (R)

R bir numunede bulunan bilesenlerin birbirinden ne derece ayrildiklarm
gosteren kantitatif bir terimdir. A ve B bileseni i¢in bu terim su sekilde ifade edilir:

: ) (2.3)
R=3(5) ()
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R degerinin 1.5 olmasit iki bilesigin tamamen ayrildigini gosterir.
2.3.4.4. Kolon Etkinligi (Teorik Plaka Sayis1)

Bir ayrmada kolon etkinligi, sabit fazm performansma dayanr. Teorik tabaka
sayist kromatografik kolon etkinligini kantitatif olarak ifade etmek igin kullamilr. Bir
kromatografikk kolonun etkinligi tabaka saywsiyla artar. N degeri, kromatogramlardan
Olciilen alkonma siiresi ile o pikin taban genigliginden hesaplanir. N degeri 2000°den
daha biiyik olmaldir.

2.4)
_ 16 (®) (
N =16(%)
2.3.4.5. Kuyruklanma Faktorii (T) ve Asimetri Faktorii
Kuyruklanma faktorii pik asimetrisini gosterir.
g
5
O
5
§ Pik yiiksekliginin
S | o ABN 0w
1
Zaman
Sekil 2.18. Pik kuyruklanma faktoriiniin taymi
A+B (2.5)

Pik kuyruklanma faktori = ETS

Pik kuyruklanma faktoriinin 1 olmasi pikin simetrik oldufunu gosterr.  Bu deger,
0.5< T <2 arahginda olmaldur,

. . . . . B
Pik asimetri faktori = " (2.6)
Pik asimetri faktorii degerinin >1.5 olmasi kolonun degismesi gerektigni gosterir.
(36).
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2.3.5. Analitik Yontem Validasyonu Parametreleri

Analitlkk islemlerin validasyonunun amaci, bilimsel biitiinliik ve uygunlugun
saglanmasi, gereken amag¢ icin yeterli giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarm
almmasidir (41).

Bir analitik metodun validasyonu, laboratuvar ¢alismalar1 ile belirlenen
stirectir.  Validasyon, kelime anlamiyla onaylama, dogrulama anlamma gelir ve
uygulanan analitik yontemin onaylanabilir olusu, onun valide edilmesine baghdir.
Validasyon bir metodun veya Olglim sisteminin belirlenen amaca uygun oldugunun
test edilerek yazli kayitlarla onaylanmasidwr (42, 43).

Kimyasal analiz yontemleri, analizi yapanlarn ihtiyaglarma cevap verecek
belirli kriterlere sahip olmalidr.
2.3.5.1. Secicilik, Ozgiinliik (Selectivity)

Secicilk ve Ozgiinlik terimleri genellikle birbirlerinin  yerine  kullanihr.
Secicilk, bir metodun, ilglenilen analiti bir 6rnek matriksindeki diger bilesenler
varhgmda ve deneyde belitien kosullar altmda, diger bilesenlerin  girisimi
olmaksizm dogru ve spesifik olarak tayin etme kabiliyetidir (44). Bir analit veya
analit grubu icin tamamen segici olan bir metodun, spesifik (6zgiin) oldugu séylenir
(45).
2.3.5.2. Kesinlik (Precision)

Yontemin kesinligi, aym homojen Ornekten alman c¢oklu Orneklerden elde
edilen bir seri Olgiim arasmdaki uyusmann yakmh@dwr (46, 47). Biyoanalitk bir
metodun kesinligl, rastgele hatanm bir Olgisiidir ve aym Ormegn tekrarlanan
Olgtimleri arasmdaki uyusma olarak tammlanr. Yiizde varyasyon katsayisi veya
tekrarlanan Olgtimlerin relatif standart sapmasi olarak ifade edilir (48).

%CV= ( standart sapma/ ortalama)x100 (2.7)

Kesinlk 3 seviyede degerlendirilebili: Tekrarlanabilirlk, orta kesinlk ve
tekrar tretilebilirlik.

Tekrarlanabilirlk, ayni analizcinin, aym metodolojiyi, aym ekipmam ve aym
reaktifleri kullanarak, aym zaman araligmda Ormegin gin i¢inde tekrar etme
kabiliyetini tanmmlar (49).
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Kesnlk, 3 farkh matrikste, derisim basma minimum 5 tayin yapilarak
Olctilmelidir. Cabsilan konsantrasyon arahgmnda 2 veya 3 derisim onerilir. En azmdan
5 veya 6 tayin, 2 veya 3 farkh konsantrasyonda yapimah ve yakmn standart farkhhg
hesaplanmalidir.

Orta kesmlk, aym metodolojinin farkh giinler, farkh analizciler, farkh
cihazlar, farkh tedarikcilerden alman standartlar ve reaktifler gibi farkh kosullarda
tekrarlanma kabiliyetidir (50, 51).

ICH tarafindan tammlanan tekrar yapilabilirlk, laboratuvarlar arasmdaki
kesinlk olarak ifade edilir. Amag, farkl laboratuvarlarda aym sonuglari veren bir
metot gelistirilmesidir.
2.3.5.3. Dogruluk (Accuracy)

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarmm
gercek degere yakmhgdir. Gozlenen uyusmanmn yakmhg, toplam hata denilen
sistematik ve rasgele hatalarm toplamu temeline dayanr (52, 53).

Dogruluk icin ger¢ek deger bircok farkh yoldan elde edilebilir. Bu yollardan
bir;  yontemin  sonuclarmi,  yerlesk  yontemlerden  birmin  sonuglart  ile
kargilagtrmaktr  (43).  Digeri  sertifkai  referans  materyal (CRM) il
karsilagtrmaktr. Dogruluk caligmalart “Spiked” Orneklerle (geri alma-recovery
testleri) de yapilabilir.

Dogruluk, konsantrasyon basma minimum 5 tayin yapilarak oSlgtilmelidir.
Muhtemel konsantrasyon arahginda minimum 3 derisim Onerilir.
2.3.5.4. Geri Kazamm (Recovery)

Bir testteki analitn = geri kazammi, saf gilivenilir standartm  dogru
konsantrasyonu i¢cin elde edilen dedektor cevabiyla, biyolojik matrikse eklenen ve
oradan ekstrakte edilen bir miktar analitten elde edilen dedektér cevabmmn
karsilastiriimasidir.  Analitin - geri kazanmu %100 olmak zorunda degidir, fakat bir

analitin ve i¢ standartm geri kazanim arahg1 tutarh, kesin ve tekrarlanabilir olmaldir.

Matrikse eklenen analitin cevabi (islem gérmiis) (2 8)

Geri kazanim = — : - .
Saf standart analitin cevabi(islem gérmemis)

2.3.5.5. Kalibrasyon/ Standart Egrisi (Calibration/Standard Curve)
Olgiim arahg; yontemin kesinlik, gerceklik gibi kriterleri kabul edilebili
diizeylerde karsilayabildigi analt konsantrasyonu arahgidr. Bir kalibrasyon egrisi,
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analitin ~ bilnen konsantrasyonlar1 ile cihaz cevabir arasmdaki iligkidir. Bir
kalibrasyon egrisi 0rnekteki her bir analit i¢in tretimelidir. Cevap ve konsantrasyon
arasindaki  iligkiyi tammmlamak i¢gn  yeterli sayida standart  kullamimahdir.
Dogrusallk bes veya daha fazla standartm, ii¢ ila altlk seriler halinde enjekte
edilmesiyle tayin edilir. Cevap analit konsantrasyonuyla orantih olmaldwr. Sonuglara
uygulanan lineer regresyon esitligi sifirdan ¢ok farkh olmayan bir kesim noktasmna
sahip olmahdr. Sifirdan farkh bir kesim noktast elde edilirse, bunun metodun
dogrulugu iizerine etkisi olmadig1 gosterilmelidir (54).

2.3.5.6. Hassasiyet (Sensitivity)

Analitk bir metodun hassasiyeti kalbrasyon dogrusunun egiminden tayin
edilir. Eger konsantrasyondaki kiiciik degismeler, cevap fonksiyonunda daha biiyiik
degismelere neden oluyorsa, metodun hassas oldugu soylenir. Analitin bir birim
artismin, sinyal biiyiikKigiine etkisini gosteren bir kriterdir.

Olciim sinyali

Hassaswet - Konsantrasyon (29)

2.3.5.7. Saptama Alt Simin (LOD) (Limit of Detection)

Bir biyoanalitik prosediiriin analiti, sistemin giriiti sinyalinden  giivenilir
olarak farkllandrdi® en diisik derisime karsiik gelen sinyaldi. LOD’nin tayini,
gorerek sinyalgiiriiltii oranmm Olgiilmesiyle veya kor (blank) Orne§nin cevabmnmn
standart sapmasmm Olclimesiyle gerceklestirilir. Kesinligi (%CV) nin  %20’den
kiiciik veya esit olmasi gerekir. Elde edilen pikler, kromatografik kriterlere uygun
omaldir (pik sekli, pik simetrisi) (55).

LOD kromatografi gibi siirekli kayit alan teknikler icin, glirliltii seviyesinin 3
katt olarak almir. Diger taraftan [UPAC’a gore LOD,

YLob= Ybiank + 3Gblank (2.10)

esitligini kullanarak hesaplanir (56).

Yblank = blank sinyalinin ortalama degeri
oplank = blank sinyalinin standart sapmasi

Bunlar minimum 10 bagmsiz kér Ormeginden alman oOlciimlerle elde edilir.
Alternatif olarak, eger kor Ornegi, herhangi bir sinyal {iretmiyorsa (Ornegin
voltametri), analitin kabul edilebilir en diisik derisimine getirilen 10 bagmsiz blank
Ornegi Olciilir ve
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2.11
YLop=30 211)

olarak hesaplanir. ¢ alman bir set dlglimiin standart sapmasidir.

Bununla birlikte, LOD’nin sinyal birimi olarak ifade edilmesi mantikh degildir.
LOD’nin analit konsantrasyon biriminde kullaniimasi daha c¢ok tavsiye edilr. Bu
yiizden, Y| op degerleri, kalibrasyon fonksiyonu kullanilarak Z; op ‘ye ¢evrilirse;
Y=a+bhZ

a: kesim noktasi

b: egim
Yoop —@ (2.12)
Ziop = by
Daha sonra, dogrunun sifir noktasmdan gegtii disiiniiliirse, son LOD degeri
7 _ 30plank (2.13)
LoD = T
dir (57).

2.3.5.8. Alt Tayin Sinin (LOQ) (Limit of Quantification)

Uygun kesinlk ve dogrulukla ornek i¢cindeki analitn taym edilebildigi en
diisiik miktar ya da Ornek i¢indeki analitin dogru ve kesin olarak olgiilebildigi en
distk derisindir. Kromatografi gbi siirekli kayit alan teknikler icin, genellikle
giiriiltii diizeyinin 10 kat1 olarak kabul edilir (57).

ICH Q2RI tarafindan Onerilen diger yaklagimlar “6rnegin standart sapmasi ve
egim” e dayanr (50). Alt tayin smiri,
P 100 (2.14)

LoQ = T

olarak ifade edilir.
o= cevabm standart sapmast
b= kalibrasyon egrisinin egimi

Analitk zemin cevabmmn biyiikligli, uygun sayda blank (kontrol, bos)
Omegmnin analiz edilmesiyle ve bu cevaplarm standart sapmasmm hesaplanmasiyla

gerceklestirilir.  Analit piki cevabt % 20 kesinlk ve % 80-120 dogrulukla elde
edilmelidir.
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2.3.5.9. Saglamhk (Robustness) ve Tutarhk (Ruggedness)

Saglamlk, USP (United States Pharmacopeia) ve ICH (International
Conference on Harmonization) tarafindan sOyle tanimlanmistir:

Metot  parametrelerindeki  kiiglik  fakat daha  Onceden  diisiiniilmiis
degisikliklerden  etkilenmeden kalan bir Olgiimin  kapasitesi, onun normal
uygulamalar esnasmda glivenirliginin bir gostergesidir. Saglamlk, yontemin bir veya
birden daha fazla gostergesi degistirildiginde tekrar validasyona ihtiyact olup
olmadigina karar verilmesini saglar (50, 51)

Tipik varyasyonlara Ornekler:

a. Analitik ¢ozeltilerin kararhligi (Stabilitesi),
b. Ekstraksiyon zaman.
Stvi kromatografisinde, tipik varyasyonlara ornekler:
c. Hareketli fazm pH smmn degisiminin etkisi,
d. Hareketli faz bilesiminin degisiminin etkisi,
e. Farkh kolonlar,
f. Sicaklk,
g. Akis Hiz
USP tutarhiligi sOyle tanimlamastir;
e Farkh laboratuarlar,
e Farkh analizciler,
e Farkll enstrumanlar,
o Farkh reaktif lotlar1 (partileri),
e Farkh analiz giinleri,
gibi normal deney kosullarmmn farkli oldugu durumda, aym Orneklerin analiziyle elde
edilen test sonuglarmm tekrar {iretilebilirlik derecesidir. Bu faktorler yazlan analitik
metodun dismdaki faktorlerdir.
Ic ve dis varyasyonlar, analitk validasyon paketinde yanhs olarak siklkla
birbiriyle karismaktadr. I¢ ve dis analitk parametreler ayrimaldr ve ayr ayn

degerlend irilmelidir.
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2.3.5.10. Stres Testleri

Bir ila¢ maddesinin stres testi, bozunma yollarmm ve molekiilin ic
kararhligmm tespit edilebimesine ve analitk metodun giiclinii gosteren kararhlik
gostergelerinin =~ valide  edilebimesine  yardime1  olan  bozunma  {iriinlerini
belirlememizi saglar.

Stres testinin tiirli ilag¢ maddesine ve s6z konusu ila¢ {iriiniiniin tipine baghdir.
Stres  testlermin  ilag  maddelermin  tek  serisi lizerinden  gergeklestiriimesi
muhtemeldir. Test, ia¢ maddelerinin {izerine sicaklk artigmn etkisini (10°C’lik
artglarla), uygun nemi (O6rnegin; %75 veya daha fazla bagl nem), oksidasyonu ve
fotolizi icermelidir. Stres testi, ilag maddesinin, genis bir pH araligmda hidrolize
karst duyarhligmn da degerlendirmelidir. Fotostabilite testi de stres testlerinin
ayrilmaz bir pargast olmaldir.

Stres sartlar1 altnda; bozunma {irtinlerini incelemek, bozunma yollarmmn tespit
edilmesinde, uygun analitk prosediirlerinin  gelistirilmesi ve valide edimesinde
faydahdr. Bununla bilikte, eger bozunma irlinlermin hizlandwrimis veya uzun
streli saklama kosullarmda olusmadigi gosterimisse, bu tiir bir inceleme baz
bozunma iriinleri i¢in gerekli olmayabilir. Bu cahsmalardan elde edilen sonuglar,
diizenleyici kurumlara sunulan bilgilerin  ayrilmaz bir parcasit olacaktr (58).
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Tablo 2.5. Soguk algmlig1 ve oksiiriik tedavisinde kullanilan farmasotik preparatlarda aktif maddelerin HPLC metoduyla tayin edimesi

difenilpiralin HCI

(UV-GB Dedektor)

Calisilan Dalgaboyu: 210 nm.
Kolon: Shimpak®
C8 (25 cnmx4.6 mm, 10 um)

Enjeksiyon Hacmi: 20 pL.

swrastyla 10, 25, 25 ve 25 ng/

mL dir ve

LOQ degerleri de swasiyla 25, 50, 50 ve
50 ng/ mL dir.

Bilesik Ornek Teknik Sartlar Notlar Referans
Mobil Faz: ACN- %2 Trietilamin (pH
3.2, % 5 lik ortofosforik asitle Dogrusallik: Her {i¢ madde i¢ginde 2—-10
Asetammofen, Farmasétik HPLC ayarlanmus), (50:50, h:h). mg/ mL.u . . .
ibuprofen ve Formiilasvonlar (UV-GB Dedektér) Caligilan Dalgaboyu: 215 nm. LOQ degerleri; asetaminofen, ibuprofen 59
klorzoksazon y Kolon: Kromasil C8, (5 ve klorzoksazon igin swrasiyla 10, 50 ve
um, 25 cmx4.6 mm). 20 ng/mL.
Enjeksiyon Hacmi: 20 pL.
Parasetamol i¢in
LOQ : 0.5 pg/mL,
Mobil Faz: SU-ACN (80-20, 0.5% cahisma arahgr: 0.5 pg/ml-25ug/mL,
. - Ortalama mutlak geri kazanm: 0.5, 5
formik asitvel m M e
pentafloropropionik anhidrit. ;/e 150 mg/mi Senslm icin _ swrastyla
Par.aset-amol, Insan Plazmas1 LC-MS-MS Akis Hizi: 1 mL/dk W17 7, ./0 29'1\/9 &23'.6’. 60
klorfeniramin maleat ) . Klorfeniramin maleat igin:
Kolon: Kromasil C18 (50x4.6 mm, 5 .
um) LOQ: 2 ng/mL,
U . Caligma araligr: 0.2 ng/mL-50 ng/mL,
Enjeksiyon Hacmi: 50 uL. Ortalama mutlak geri kazanim: : 1,10 ve
30 ng/mL derisim i¢in swasiyla %75.2,
%76.6 ve %78.7.
Dogrusallik:  Fenilpropanolanim  HCI
. ] rintilarai 10-30 mg/ mL, guaifenesin 50-150
Mobil Faz: ACN Trletl!amln (pH 35, mg/ mL ve difenilpiralin HCI 1.5-45
% 5 lik ortofosforik asitle ayarlannus), mL
. . (35:65, h:h) mg/me. . L
Fenilpropanolanim HPLC Akt }’HZI 12 mi/dk Fenilpropanolamin HCI, guaifenesin ve
HCI, guaifenesin ve Suruplar 3 ' ) difenilpiralin  HCI i¢gin LOD degerleri 61
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Asetilasisilik asit,

Mobil Faz: ACN-Su (25/75, h/h), pH
2.5 e fosforik asitle ayarlanmnus.
Akis Hizn 2.0 mL/dk.

Dogrusallik ( R*= 0.998),

Giinigi  kesinlik (RSD:  %0.36-1.89),
Giinleraras1 kesinlik (RSD: 0.58-2.18%),
LOD: 9x10°-1.7x10* mg/mL ve

. HPLC e LOQ: 2.5x104-5.6x10™ mg/mL,
parafsetamol, _kafeln, Tablet (UV-GB Dedektor) Kolon: Bio SiL HL C18 (250x4.6 mm, dogruluk (geri kazanm: %98.35-99.14), 62
enobarbital Spm). AP .
Calistlan Dalgadoyu: 207 nm. Telvcrarur.etlleblhrhk (% geri kazanmm
Enjcksiyon Hacmi: 20 L. degerleri: %98.74-102.08, 0099.93-
' ' 102.11, 9098.25-102.12, %098.15-
102.3)(RSD: %1.21-1.85)
Mobil Faz: MeOH-Asetik Asit- Kodein Fosfat, efedrin HCl,
Trietilamin (980:15:6, h/h) ve Su- klorfeniramin maleat i¢in swrastyla:
Oksiiriik- Asetik Asit-Trietilamin (980:15:6, h/h), | Giini¢i kesinlik; %RSD: 0.20, 0.45, 0.33.
Kodein fosfat, Sogukalemhs HPLC gradient eliisyon. Giinleraras1 kesinlik; %RSD: 0.57, 0.53,
efedrin HCI, OguKAIZINAEL UV-GB Dedektsp) | Kolon: Zorbax XDB €8 (150x4.6 mm, | 1.13. 63
klorfeniramin maleat Fonr?iﬂzl;ponu (UV- edekion) 5 um). Gerikazanim: ~ Farkh ~ konsantrasyon
y Akis Hiz: 1.5 mL/dk. seviyelerindeki 1i¢ analit i¢in geri
Caligtlan ~ Dalgaboyu: 254  nm. | kazanim  degerleri  %100£2  kabul
Enjeksiyon Hacmi: 20 pL. kriterini karsilar.
Mobil Faz: Heptansiilfonik asit sodyum | Asetaminofen, psdédoefedrin HCI,
tuzu: Methanol:ACN (25:57:18, h/h) dekstrometorfan HBr i¢in sirasiyla:
Asetaminofen, pH:3.3. Dogrusalhk: 2.06-20.6 pg/mL; 0.202-
psodoefedrin HCI ve Farmas6tik HPLC Caligilan Dalgaboyu: 220 nm. 2.02 mg/mL; 0.042-1.06 mg/mL. 64
dekstrometorfan HBr Formiilasyonlar (UV-GB Dedektor) | Kolon: A Hypersil CN kolon LOQ: 0.98 pg/mL, 0.10 mg/mL; 0.02
(150x5.0 mm, 5 um) mg/mL.
Akis hizt 1.0 mL/dk.
Enjeksiyon Hacmi: 20 plL.
Mobil Faz 25 mM KH,PO, (pH | Teofilin Anhidrit, guaifenesin,
Teofilin anhidrit, fosforik asitle 3.2 ye ayarlanmig):ACN | difenhidramin HCI, metil paraben, propil
guaifenesin, (60:40, h/h). paraben, sodyum benzoate i¢in sirasiyla:
difenhidramin HCI, Kolon: Shim-pack RP-18 (250x4.6 | Dogrusalhk  5.0-33.0 pg/mL, 3-21
metil paraben, propil Farmasétikler HPLC mm, 4.6 um). pg/mL, 12-4.0 pg/mL, 0.3-3.0 pg/mL, 65

paraben, sodyum
benzoate

(UV-GB Dedektor)

Akis Hizi: 2 mL/dk.
Caligilan Dalgaboyu : 222 nm.
Enjeksiyon Hacmi: 20 pl.

0.4-2.0 pg/mL, 0.5-4.0 pg/mL,
LOD;  1.59x10°  pg/mL,
pg/mL, 238x10°  pg/mL,

1.90x1072
2.14x107
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pg/mL,  240x10%  pg/mL, 2.02x10°
pg/mL,

LOQ; 5.30x10% pg/mL, 6.33x107
pg/mL, 7.93x10° pg/mL, 7.13x107

pg/mL, 8.0x10% pg/m L, 6.73x102 pg/m
L.

% Geri kazanm:
100.0, 99.9, 100.1.

100.1, 100.2, 99.8,

Mobil Faz: ACN-Sodyum perklorat

Fenilefrin HCI,
klorfeniramin Maleat, parasetamol ve
dekstrometorfan HBr icin sirastyla:

Fenilefrin HCI, (pH 3, 0.01 M) (25:75, viv). Dogrusallik: 0.48-52 pg/mL, 4-240
parasetamol, HPLC Caligilan Dalgaboyu: 204 nm. Kolon: png/mL,0.48-44 pg/mlL, 0.4-19 pg/mL.
klorfeniramin maleat Farmasotikler (UV-GB Dedektor) ACE C18 kolon (250mmx4.6 LOQ: 0.08 ug/mL, 0.29 pg/mL, 0.24 66
ve dekstrometorfan mm, 5 um). pg/mL), 0.38 pg/mL.
HBr Akis hizi 1.4 mL/dk. LOD: 0.03 pg/mL, 0.10 pg/mL, 0.08 pg
Enjeksiyon Hacmi: 20 pL. mL, 0.13 pg/mL.
%Geri Kazanim Degerleri: 99.83,
99.10, 99.80, 99.90.
Dogrusallik: Psodoefedrin HCIL,
Feniramine  Maleate,  Klorfeniramin
Maleat i¢in konsantrasyon araligi 5-50
Mobil Faz: Metanol:Dihidrojen Fosfat pg/mL, Guaifenesin, Prilamin Maleat,
Tamponu (45:55, h/h), fosfat Dekstrometorfan HCI, Sodyum Benzoat,
Ps6doefedrin HCI, tamponunun pH 1 3 e ayarlannus. Metil Paraben i¢in 50-600 pg/mL dir.
feniramine maleate, | Oksiiriik ve Soguk HPLC Izokratik eliisyon. Psddoefedrin HCI, feniramine Maleate,
guaifenesin, algnlig: ilaglan (UV-GB Dedektér) | Kolon: Kromasil LCI8 (150mmx4.6 klorfeniramin Maleat,  guaifenesin, 67

pirilamin maleat,
klorfeniramin maleat,
dekstrometorfan HCI

mm, 5 pm).
Calisilan Dalgaboyu: 220 nm.
Akis Hizi: 1 mL/dk.

pirilamin  Maleat, dekstrometorfan HCI
i¢in sirastyla:

LOD: 0.2 pg/mL, 0.03 pg/mL, 0.03
pug/mL, 0.04 pg/mL, 0.1 pg/mL, 0.06
pg/mL .

LOQ: 0.66 g/mL, 0.1 g/mL, 0.13 g/mL,
0.13 g/mL, 0.33 g/mL, 0.2 g/mL.
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Mobil Faz: Metanol:Asetat tamponu
(pH:6.9):ACN(85:5:10, h/h).

Psodoefedrin  HCI, kodein
triprolidin HCI i¢in sirastyla:

fosfat,

Psl(()(;lg :it:(;g?fga’ Calsilan Dalgaboyu: 254 nm. Dogrusallik: 0.06-1.0 mg/mL, 0.02-1.0
triprolidin HC'I Stvi Dozaj Formlan HPLC Kolon: C18 ters faz kolonu mg/mL, 0.0025-1.0 mg/m L. 68
(UV-GB Dedektor) | (250mmx4.0mm, 5 pum). % Geri kazanim degerleri: 99.8, 99.4 ve
Akig hiz: 1.5 mL/dk. 98.6.
Enjeksiyon Hacmi: 5 pL. Giinler arasi kesinlik, (%R.S.D): 0.7, 0.6
ve 0.6.
Klorfeniramin maleat ve fenilefrin i¢in
Mobil Faz: ACN ve Slravmyla:
Fosfat tamponu 55:45 (h/h) (pH 5.6 + ]j;)/g};lusalhk. 10 = 70 pg/ml, 10 — 70
Klorfeniramin Farmasétik Dozaj RP-HPLC 0.02, trictilamin ile ayarlanms) LOD: 0.23 pg/ml ve 0.15 pg/mil.
maleat, fenilefrin Formian (UV-GB Dedekior) | G2lstlan Dalgaboyu: 255 nm LOQ: 0.40 pg/ml ve 032 pg/ml. 69
Kolon: C18 (250 mm x § mm, 10 pm) 9% Gerika Degerleri-  101.09
Ale Hizr: 1 mL/dk. () ganun cgerlert: . ve
Enjeksiyon Hacmi: 20 pL. 9899 arahgmda. -
JeKsty K 9%RSD: % 0.78 ve % 0.60 arahginda.
R 0.9995 ve 0.9993.
Parasetamol, metil paraben, etil paraben
ve propil paraben i¢in sirastyla:
Mobil Faz: ACN-tetrahidrofuran-su EO/%E Sglhi; ug%iilfg 5 ggg/::;/ ol 20-128
21:1366 (hh/h)pH 3.0 (formik asitle | B 00087, 0.6909, 0.9990 v 0.0906.
Parasetamol, metil | Tibbi RP-HPLC palanms) Dogruluk: %100:2
paraben, etil paraben | Siispansiyonlarve | (UV-GB Dedektor) %Ilg;‘f‘rtichif:or%y“' nm LOD: 0014 pg/ml, 0.017 pg/ml, 0.013 70
ve propil paraben Tabletler ) pg/ml, 0.012 pg/ml.

RP8 (150x4.6mm, 5 um).
Akis Hizi: 1 mL/dk.
Enjeksiyon Hacmi: 10 pL.

LOQ: 18 ug/ml, 14 ug/ml, 4 pg/ml, 4
pg/ml.

Gerikazanim: 9%99.92-101.07+1.03,
9099.67—101.0440.97,%99.57-
101.13£1.14, %98.96-100.11+1.17.
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Klorfeniramin
maleat, fenilefrin
HCI, parasetamol,
kafein

Farmas6tikler

RP-HPLC
(UV-GB Dedektor)

Mobil Faz: Difosfat tamponu (0.05 M,
pH 4.0)-ACN (93:07, h/h).

Calisillan Dalgaboyu: 215 nm

Kolon: Inertsil ODS C18 ((250 mm x
4mm, Sum)

Akis Hizi: 1.5 mU/dk.

Enjeksiyon Hacmi: 20 pL

Klorfeniramin maleat, fenilefrin HCI,
parasetamol, kafein i¢in sirastyla:

% Geri kazanim: %99.38-%101.48,
%100.29-%101.68, %100.65-%101.29
ve %98.74-%100.25.

Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik

(RSD): < %2.

LOD: 0.29 pg/ml, 0.41 pg/ml, 38 pg/ml,
2.4 pg/ml

LOQ: 0.4 pg/ml, 0.51 pg/ml, 49 pg/ml,
3.3 pg/ml

71
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Reaktif ve Materyaller
Cabsmamizda kullandlan etken maddeler Tablo 3.1 ve reaktifler Tablo 3.2°de

verilmistir.
Tablo 3.1. Calsmada kullanilan etken maddeler
Reaktifin Adi Ozellikler Firmanmin Adi Katalog No
Asetaminofen >%99 Sigma-Aldrich AT7085
(+)- Pseudoefedrin HCI >%99 Fluka 82448
Feniramin Maleat >%99 Sigma P-69023
Cuaifenesin %98 Aldrich G5627
Pirilamin  Maleat >%99 Sigma P5514
S-(x)-Klorfeniramin Maleat >%99 Sigma C4915
Triprolidin HCI >%99 Sigma T6764
Dekstromethorfan HBr >%99 Sigma-Aldrich D9684
Difenhidramin HCI >%98 Sigma D3630
2.4.6-trimetoksi benzaldehit >%98 Fluka 92134

Tablo 3.2. Cahsmada Kullanilan Reaktifler

Reaktifin Adi Ozellikler Firmanin Adi Katalog No
Metanol >%99.9 Sigma-Aldrich 34885
Sunset Yellow >%95 Fluka 68775
Potasyum Dihidrojen Fosfat %98 Riedel-de Haén 04243
Ortofosforik Asit %85 J.T Baker 5854

Sorbitol %70 Doga Ilac 507221770

1,2-Propilen Glikol %99.5 Sigma-Aldrich \W294004
Sodyum Sakkarin >%98 Sigma S1002
Gliserol %87 Riedel-de Haén 15524
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3.2. Cihazlar

Kullamlan HPLC sistemi; G1379A model degazor, G1311A kuarterner pompa,
G1315B diyot dizisi dedektér (PDA), 20 uL enjeksiyon lupuna sahip 77251
Rheodyne enjeksiyon blogu ve kolon firmi ile donatimis Agient 1100 G serisi
yilksek performansh swvi1 kromotografi cihazidw. Ayrm, % 18 karbon endcapping
(kapali ucli) Nucleodur Gravity C18 analitk kolon (4.0mm x 250mm, Spm)
Kullanllarak ~ gerceklestiritmisti.  Bu ~ kolonun ~ 6zelligi olan  monofonksiyonel
alkilsilanlarla yiiksek yogunluklu kaplama, fazlarda yiksek karbon igerigi ve ¢ok
distik silanofilik aktivite sonucudur. Bu durum bazik ilaglar gibi polar bilesiklerin
elisyonunda piklerin bolinmemesini saglar. Analizler yapilirken kullandlan diger
cihazlar asagida belirtilmistir:

e pH metre (Hanna instruments pH 211 microprocessor)

e Vorteks karstirict (Velp scientifica)

e Magnetik karstirict ( RO5 power IKA-Werke)

e Derin dondurucu, -45 °C’ de (Shin)

e Hassas terazi (Acculab ATL 224-1)

e Sicaklk ve zaman ayarh degazor, ( Sonorex dyital 10p, Bandelin)

e Susaflastirma sistemi (New Human Power I, Korea)
Calsmamizda etken maddelerin IUPAC adlandrmasi, molekiil formiiii, molekiil
agirhigr ve molekiil sekli Tablo 3.3 *de verilmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan kimyasallarin molekiil sekilleri ve IUPAC’a gore adlandirilmasi

Molekiil

Standartlar IUPAC ismi Molekiil formiil agirhg Molekiil Sekli

(g/moal )

S-(+) Klorfeniramin
Maleat

2-[p-Chloro-a-(2- ‘
dimethylaminoethyl) C16H19CIN,C4H,0, 390.87
benzylpyridine 7z

~

¥
(9S,13S,14S)-3- O
Dekstrometorfan Methoxy-17 ﬁ

methylmorphinan CygH25NO.HBr.2H,0 | 370.32
hydrobromide




(+)Pseddoefedrin
HCI

(1S,25)-2-
Methylamino-1-
phenylpropan-1-ol

Ci1oH15sNO.HCI

201.70

Feniramine Maleat

N,N-Dimethyl-y-
phenyl-2-
pyridinepropanamine

Ci6H20N2.C4H404

356.4

Guaifenesin

3-(2-
Methoxyphenoxy)-1-
2-propanediol

C10H1404

198.2

Triprolidin HCI

2-[(1E)-1-(4-
Methylphenyl)-3-(1-
pyrolidinyl)-1-
propenyl]pyridine

CigH22N, HCI

332.88

Asetaminofen

N-(4-
Hydroxyphenyl)aceta
mide

CgHyoNO;

151.17

Difenhidramin HCI

2-DiphenyImethoxy-
N,N-
dimetylethanamine

Ci17H21:NO.HCI

291.82

Pirilamin Maleat

N-[(4-
Methoxyphenyl)
methy[]-N',N'-
dimethyl-N-2-
pyridinyl-1,2-
ethanediamine

C17 H23 N30.C4 H4O4

401.5

2,4,6-trimetoksi
benzaldehit

2,4,6-Trimethoxy -
benzaldehyd

C10H1204

196.21




3.3. Yontem
3.3.1 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analitik safhktaki standart maddeler hassas terazide sirastyla; klorfeniramine
maleat tuzundan 0.1422 g, feniramin maleat tuzundan 0.1483 g, pirilamine maleat
tuzundan 0.1407 g, pseudoefedrine HCI tuzundan 0.1221 g, guaifenesinden 0.1000 g,
aseaminofenden 0.1000 g, difenhidramin HCI tuzundan 0.1143 g, triprolidin HCI
tuzundan 0.1131 g, dekstrometorfan HBr tuzundan 0.1279 g ve 2,4,6-
Trimetoksibenzaldehitten 0.1000 g tartilarak metanol ile ¢ozildiikten sonra balon
jojede 10 mL’> ye seyreltilerek, 10000 ppm’lk ana stok ¢ozeltisi hazirlanmugstir.
Stoklar karanlk ortamda buzdolabmda +4°C’de muhafaza edimisti. Ara stok
coOzeltileri giinliik olarak, ana stok ¢ozeltilerinden hazirlanmustir. Seyreltmeler mobil
faz ¢ozeltisiyle yapilmustir.

3.3.2. Plasebo Surup Orneginin Hazirlanmasi

100 mL plasebo surup Omnegi hazrlamak i¢in kullamimasi gereken maddeler
ve miktarlar1 Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Plasebo surubun bilesenleri ve miktarlar1 (72)

Madde Miktar:
Sitrik Asit 03¢
Gliserin 10 g
Propilen Glikol 10 g
Sodyum Benzoat 0.02 g
Sodyum Karboksimetil Seliiloz 01g
Sorbitol 20 g
Sodyum Sakkarin 0.04 g
Sunset Yellow Yeterli miktarda
Portakal Aromasi 1 damla
Tar¢in Aromasi 1 damla
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3.3.3. Surup ve Tablet Orneklerinin Hazrlanmasi

Her ticari surup Orneginde 1 mL almip balon jojede 10 mL’ye mobil faz ile
seyreltilip vorteks yardmuyla 15 dk iyi bir sekilde karistrdp 0.45 pm gdzenek

capma sahip bir membran ile siiziildiikten sonra cihaza enjekte edilmistir.

Tablet Ornekleri 50 mL’lik balon jojelerde suyla c¢ozildikten sonra 45 dk
boyunca ultrasonik banyoda tutulmak suretiyle 1iyi bir sekilde ¢Oziinmeleri
saglanmistr.  Cozinme islemi bittikten sonra 0.45 pm gozenek c¢apma sahip bir
membran yardmiyla siiziiiip bu siizintiden 0.5 mL alnp mobil faz yardmuyla 5
mL’ye tamamlanmistir.

3.3.4. Plasebo Surup Ornegi Matriksinde Kalibrasyon

Suruplardan ve tabletlerden gelecek matriks etkisini gormek icin, kalibrasyon
egrileri, etken madde icermeyen plasebo matriksinde olusturulmustur. Farkh
derisimlerdeki analitler plasebo Ornegine eklenmek suretiyle kalibrasyon kontrolleri
saglanmustr.  I¢  standart madde olan 2.4,6-trimetoksibenzaldehit  kalibrasyon
kontrollerine eklenmistir ve dl¢iimler bu sekilde almmustir.

3.3.5. Stres Testi icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stres testlerinde analizlenecek ¢ozeltileri hazrlamak icin; 10000 ppm’lik ana
stok ¢ozeltisinden, son derisimi 1000 ppm olacak sekilde hazrlanan ara stok ¢ozelti
plasebo ile seyreltidi Bu ¢ozeltiden son derisimi 200 ppm olacak sekilde hazrlanan
cozeltiler bozunma sartlarma bagh olarak srasiyla 0.1 M HCI, 0.1 M NaOH ve % 10
ve %30’luk Hy0; ile seyreltildi. Asidik ve bazik ortamda hazrlanan ¢ozeltiler 2 saat,
80 °C ve 8 saat, 80 °C’de sttilirken, H2O ile hazirlanan ¢ozeltiler oda sicaklignda 2
saat ve 8 saat bekletilir ve 0.45 pum caph membran filtrelerde siiziildikten sonra
cihaza enjekte edildi (73).

3.3.6. Kromotografik Sartlarin Ayarlanmasi

Oksiiriik ve soguk algmh@ tedavisinde kullandan suruplarda ve tabletlerde
bulunan etken maddelerin tayin edilmesi ters faz s kromatografisi yontemiyle
gerceklestirimistir. Mobil faz bilesimi optimize edilerek en iyi kromatografik ayrm
sartlar1 belirlenmistir.



46

Tablo 3.5. HPLC’de kromatografik kosullar

Kromotografik Kosullarin Belirlenmesi

Cihaz Agilent 1100G serisi

Kolon Nucleodur Gravity C;gkolonu (4.0 mm x 250 mm, 5pm)
Dedektor Diyot dizisi dedektorii (DAD)

Hareketli Faz MeOH:KH,PO, (38:62), Izokratik Eliisyon

AKis Hizi 0.75 mL /dk

Analiz Siiresi 37.9 dakika

Enjeksiyon Hacmi 20 pL

Tablo 3.6. FEtken maddelerin tayininde kullandlan maksimum dalgaboylari
(PDA dedektor)

Madde Amaks

Psodoefedrin HCI
Feniramin Maleat
Guaifenesin
Pirilamin Maleat
2,4,6-trimetoksibenzaldehit 210 nm
Klorfeniramin Maleat
Triprolidin HCI
Dekstrometorfan HBr

Difenhidramin HCI

Asetaminofen 254 nm
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4. BULGULAR

4.1. Foto Diyot Dizisi Dedektorii Kullanarak Etken Madde Ayrnmimin Optimize
Edilmesi

Mobil fazn bilesiminin belirlenmesi i¢in Oncelikle hacimce yiizde KH;PO4
ve MeOH oranlart taranmustr. Bunun amagla farkh yiizdelerde KH,PO4 ve MeOH
iceren mobil fazlar hazirlanmistr ve maddelerin  allkonma zamanlarma  etkisi
arastrilmistr.  Denemeler srasmda organkk eluent miktarmmn azalmasiyla mobil
fazm dielektrik sabitinin artrdiZ buna bagh olarak da etken maddelerin alkonma
zamanlarmmn arttig  gozlenmistir. Bu taramalar sonrasmda mobil fazda hacimce en
uygun tampon Yyiizdesinin Sekil 4.1’de goriildiigii gibi ayriimann en iyi oldugu %62
KH;PO4 oram olduguna karar verilmistir.

50 = @ asetaminofen
= M pseudoefedrin HCI
‘E 40 _ feniramin maleat
% 30 - X guaifenesin
g _ X pirilamin maleat
g 20 — % klorfeniramin maleat
E - y X y triprolidin HCI
Z 10 X X dekstrometorfan HBr
. % [ 59 9 = difenhidramin HCI

46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66
% KH,PO, (h/h)

Sekil 4.1. Mobil fazdaki tampon ¢ozelti yiizdesine bagh olarak alkonma
zamanlarindaki degisim

Mobil fazm hacimce yiizde oranlan belirlendikten sonra, mobil fazda bulunan
KH2PO4 tamponunun derigiminin  belirlenmesi amaglanmustr.  Tampondaki KH2PO4
derisimi 20, 40, 60, 80 ve 100 mM olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmustr. %62’lik
farkh derisimlerde KHPO,4 c¢ozeltileri ile %38 metanol karistirlarak  hazirlanan
mobil fazda etken maddelerin ayrmu incelenmistir. Analizler sonunda en iyl
ayrimann Sekil 4.2°’de goriildiigii gbi tampon derisimnin 80 mM ve 100 mM
oldugu sartlarda oldugu saptanmustr. Iki derisimin ahkonma zamanlarma etkisi
ayndrr. Tampon derisiminin fazla olmasmm hem kimyasal madde sarfiyatt hem de
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cihaz agisindan dezavantaj olacag distlinilerek daha diisik olan 80 mM tampon

derisiminde karar kilmmustir.

30 _
=27 M pseudoefedrin
.-E 24 @ asetaminofen
8 21 A feniramin maleat
g 18 ) 4 X A A X guaifenesin
] 12 ) X pirilamin maleat
§ 9 triprolidin HCI
g 2 2 a2 a a
=z 6 é 5 = v v dekstromethorfan HBr
< 3 difenhidramin HCI

0

0 20 40 60 80 100 120

KH,PO, Derisimi (mM)

Sekil 4.2. Tampon ¢ozelti derisimine bagh olarak alkonma zamanlarindaki degisim

Mobil fazm hacimce yiizde oranlart ve tampon derisimi belirlendikten sonra,
mobil fazm pH’mm alkonma zamanlan iizerine etkisi arastrimstr. Bunun i¢cin
oncelikle tim etken maddelerin pK; degerleri bilgisayar ortammnda hesaplanmustir.
Tiim etken maddelere ait pK, degerleri Tablo 4.1°de goriimektedir.

Tablo 4.1. Etken maddelerin pK, degerleri (74)

Standartlar pKa Degerleri
Asetaminofen 9.46
Psddoefedrin HCI 9.52
Feniramin Maleat 9.48
Guaifenesin 13.6
Pirilamin Maleat 8.76
Klorfeniramin Maleat 9.47
Triprolidin HCI 8.64
Dekstrometorfan HBr 9.85
Difenhidramin HCI 8.87
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Degerlere bakildignda pK, degerlerinin 8.5 i istiinde oldugu goriilmektedir. Zayif

bazik maddelerin ayrimasi s6z konusu oldugunda mobil faza bir tampon eklenerek

pH’smmn kontrol altmda tutulmasi Onerilir (36).

Tampon c¢ozeltmin pH’s1 %10 luk

ortofosforik asit ilavesiyle, srasiyla 2, 3, 4, 5 ve 6’ya ayarlanmustwr. En iyi ayrmm

Sekil 4.3 de goriildiigii gibi pH 3’de oldugu anlagimistir.

45
_;:?40 =
39 4
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g X
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]
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pH

@ asetaminofen

M pseudoefedrin HCI

A feniramin maleat

X guaifenesin

X pirilamin maleat

@ klorfeniramin maleat
triprolidin HCI
dekstrometorfan HBr
difenhidramin HCI

Sekil 4.3. Tampon pH’smin etken maddelerin alkonma zamanlarina etkisi

Mobil faz bilesimi optimize edildikten sonra (%662 KH,PO,4 ve %38 metanol),

etken maddelerin ayrimasi, 0.75 mL/dk akis hiznda,

oda sicakhgnda Nucleodur

gravity C18 kolonda 37.9 dakikada gerceklestiriimistir. I¢ standart olarak 24,6

trimetoksibenzaldehit kullanilmigtir. Ultraviyole absorpsiyon 210 nm’de izlenmistir.
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Sekil 4.4. Etken maddelerin kromotografik ayrminin gosterimi (A= 210 nm)

Bagl alkonma zamanlar bes farkh giinde, her bir etken maddenin alkonma

zamannm, i¢ standardm abkonma zamanma oranlanmasiyla hesaplanmstr (Tablo

4.2).




Tablo 4.2. Etken maddelerin bagil alkonma zamanlari (n=5)

Pik Standartlar Bagil Alikonma % CV
Zamam

1 Asetaminofen 0.1795 3.8033
2 Psodoefedrin HCI 0.1988 0.7379
3 Feniramin Maleat 0.3725 0.7258
4 Guaifenesin 0.4398 0.4365
5 Pirilamin Maleat 0.7704 0.5706
6 2.4.6-trimetoksibenzaldehit 1.000 1

7 Klorfeniramin Maleat 1.1317 0.2217
8 Triprolidin HCI 1.3234 0.3126
9 Dekstrometorfan HBr 1.7550 0.2972
10 Difenhidramin HCI 1.8844 0.4412

4.2. Sistem Uygunluk Parametrelerinin Hesaplanmasi

4.2.1. Kapasite Faktorii (k')

bulunmustur. Buna gore her bir madde
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to zaman, KBr kullamlarak hesaplanmistr ve 2.3196+0.01504 dk olarak

icin kapasite faktorleri Tablo 4.3’de

verilmistir. Dekstrometorfan HBr ve difenhidramin HCI haricinde kapasite faktorleri

0.5<k’<10 arahg@inda hesaplanmustir.
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Tablo 4.3. Kapasite faktorleri

Standartlar Kapasite Faktorii (k")
Asetaminofen 0.526
Pseudoefedrin HCI 0.691
Feniramin Maleat 2.180
Guaifenesin 3.170
Pirilamin Maleat 5.562
2.4.6-Trimetoksi benzaldehit 7.495
Klorfeniramin Maleat 8.628
Triprolidin HCI 9.256
Dekstrometorfan HBr 13.898
Difenhidramin HCI 14.990

4.2.2. Secicilik Faktorii (o) ve Aymmciik (R)

Hesaplanan secicilik faktorii ve aymiciik degerleri Tablo 4.4°’de verilmistir.
Asetaminofen ve psddoefedrin HCI i¢in aymicihk degeri 1.3801, dekstrometorfan
HBr ve difenhidramin HCI i¢cin ise 1.4995 olarak bulunmustur. Bunun dismdaki
biitiin maddelerin aymicilik degerleri 1.5’in tlizerindedir.



Tablo 4.4. Secicilik faktorleri ve ayricilik degerleri
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Standartlar Secicilik Faktorii(o) Ayiricilik(R)
Asetaminofen-Pseudoefedrin HCI 1.3156 1.3801
Pseudoefedrin HCI-Feniramin Maleat 3.1531 6.0079
Feniramin Maleat-Guaifenesin 1.4538 4.1485
Guaifenesin-Pirilamin Maleat 1.7546 8.1243
Pirilamin Maleat-2,4,6-trimetoksibenzaldehit 1.3475 4.6743
2,4,6-trimetoksi benzaldehit —Klorfeniramin Maleat 11511 3.3256
Klorfeniramin Maleat-Triprolidin HCI 1.1886 3.2791
Triprolidin HCI-Dekstrometorfan HBr 1.3552 5.56341
Dekstrometorfan HBr-Difenhidramin HCI 1.0786 1.4995

4.2.3. Teorik Tabaka Sayis1 (N), Kuyruklanma ve Asimetri Faktorii
Hesaplanan tim kuyruklanma faktori degerleri

0.5< T <2 aralgnda

bulunmustur. Asimetri faktorii degerleri ise dekstrometorfan HBr ve difenhidramin

HCI digmdaki diger tiim maddelerde 1.5’den kiiciiktiir. Teorik tabaka sayis1 degerleri

>2000 olarak bulunmustur.

Tablo 4.5. Teorik tabaka sayis, kuyruklanma faktorii ve asimetri faktorii degerleri

Standartlar Teorik Tabaka Pik Kuyruklanma Pik Asimetri
Sayis1 (N) Faktorii Faktorii
Asetaminofen 3168.73 0.900 0.800
Psodoefedrin HCI 2635.11 0.833 0.667
Feniramin Maleat 4890.34 1.166 1.333
Guaifenesin 7947.41 1.062 1.125
Pirilamin Maleat 6752.83 1.071 1.142
Klorfeniramin Maleat 8230.64 1.250 1.483
Triprolidin HCI 8196.33 1.400 1.387
Dekstrometorfan HBr 7708.72 1.555 2111
Difenhidramin HCI 8889.72 1.250 1.500
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4.3. Metot Validasyonu
4.3.1. Secicilik ve Kalibrasyon Egrisi

Yontemin secici olup olmadigim gostermek icin hazrlanan plasebo O6rnegi
sisteme verilmistir. Standart maddelerin allkonma zamaninda plasebodan kaynakh
herhangi bir ortiicti pik bulunmadig1 saptanmustir.
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Sekil 4.5.  Plasebo surup (A) ve standart maddelerin (B) analizi sonrasmda elde
edilen kromatogramlar (A =210 nm).

Her bir etken maddenin, ¢alisma aralklar tespit ediimistir. Etken maddelere
ait pik alanlary, i¢c standardn pik alanma boélinerek elde edilen bagl alan degerleri
konsantrasyona karsi grafige gegirilerek  kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
Dogrusal aralkta, 5 farkh ginde, bes farkh konsantrasyonda gerceklestirilen
enjeksiyonlar sonucu elde edilen kalibrasyon egrilerinin denklemleri tablo 4.6’da

verilmistir.
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Elde edilen kalibrasyon egrilerinin a¢iklayicik katsaylart R? >0.999 olarak
hesaplanmustr.  Feniramin  maleata  ait  kalbrasyon grafigi Sekil 4.6’da
gortilmek tedir.

2 -
y =0,3698x-0,0462
16 4 R?=0,9993
=
S
S
=] 1,2
=
&
=
a 0,8 1
]
=]
0,4 -
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Derisim (mg/L)

Sekil 4.6. Feniramin maleata ait kalibrasyon grafigi

Saptama alt tayin smm1 belirlenitken plaseboya eklenen etken maddeler,
S/G oram yaklagk olarak 3 oluncaya kadar seyreltimistir. Alt tayin smiri
belirlenirken,  plaseboya eklenen etken maddeler bilesikler, S/G oram yaklasik
olarak 10 oluncaya kadar seyreltimistir. Sinyal diizeyinin giiriiltii ~ diizeyine
oranmm ti¢ katma (S/G=3) karsiik gelen derisim degeri, saptama alt smm1 (LOD)
degeri olarak verimistir. Sinyal diizeyinin giiriiltii diizeyine oranmm on katmna
(S/G=10) karsiikk gelen derisim degeri alt tayn smmt (LOQ) degeri olarak
verimigtir. Etken maddelerin LOD ve LOQ degerlermin belirlenmesi i¢in; her bir
madde icin 5 kez calsimis ve % RSD degerleri 0.256-1.109 arahgnda
bulunmustur.



Tablo 4.6. Etken maddelerin kalibrasyon egrileri (PDA dedektor)
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Asetaminofen Psodoefedrin Feniramin Guaifenesin Pirilamin Klorfeniramin Tripirolidin Dekstrometorfan Difenhidramin
HCI Maleat Maleat Maleat HCI HBr HCI
Kalibrasyon
Denklemi y=0.3659x+0.0583 y=0.3x+0.0134 y=0.3698x-0.0462 | y=0.2798x+0.0225 y=0.2236x-0.0015 | y=0.3101x-0.0205 | y=0.4438x+0.0116 y=0.2556x-0.0351 y=0.4565x-0.0059
(y=mx+b)
Kesim Noktasi 0.0222 0.0047 0.0188 0.0175 0.0011 0.0092 0.0162 0.0046 0.0243
(ss)
Egim (ss) 0.0244 0.0071 0.0099 0.0162 0.0012 0.0085 0.0058 0.0007 0.0091
R? 0.9993 0.9997 0.9993 0.9991 0.9999 1 0.9998 0.9990 0.9997
Calisma
Arahigi (mg/L) 0.2-250 0.5-250 0.5-250 1-250 5-250 2.5-250 2.5-250 10-250 5-250
LOD (mg/L) 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.5 0.75 25 0.75
LOQ (mg/L) 0.3 05 0.75 1 5 2.5 2.5 10 5
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4.3.2. Kesinlik ve Dogruluk

Kesimlk ve dogruluk degerleri diisiik, orta ve yikksek olmak tizere 3 farkh
konsantrasyonda hazrlanan kontrol oOrneklerinde birbirini izleyen 5 farkh giinde
glinler arast ve bes kere giin icinde olmak iizere hesaplanmistr. Kesinlk bagil
standart sapma olarak (%RSD) ve dogruluk yiizde geri kazanm olarak ifade
edilmistir.



Tablo 4.7. Etken maddelerin kesinlik ve dogruluk degerleri

Giin Ici Giinler Arasi
Eklenen Kesinlik Dogruluk Kesinlik Dogruluk
(mg/L) (% RSD) (% Geri kazanim) (% RSD) (% Geri kazanim)
50 1.4420 101.6520 1.4658 101.9980
Asetaminofen 100 0.6876 100.3878 0.6902 101.2141
250 1.0201 100.5995 1.1025 102.3410
50 3.3608 98.7927 3.7541 96.3060
Pseudoefedrin 100 1.3449 100.0609 1.3457 100.212
HCI 250 0.3759 99.9519 0.3854 100.5387
50 2.3601 99.1892 2.3499 100.1165
Feniramin 100 1.2286 101.1458 1.2427 103.1933
Maleat 250 1.0122 99.4358 1.0065 100.057
50 0.9491 100.8194 0.9569 101.0235
Guaifenesin 100 0.7833 100.2711 0.7854 100.3749
250 2.2236 101.6682 2.5607 103.1516
50 3.9870 101.2402 4.0364 103.0688
Pirilamin 100 3.3658 100.8789 3.3954 101.0122
Maleat 250 3.9282 99.0023 3.8890 100.0521
50 2.5739 101.8374 2.6212 102.056
Klorfeniramin 100 0.5632 100.9189 0.5684 100.9465
Maleat 250 1.4962 101.3465 1.5163 102.9471
50 2.2186 100.0368 2.9564 101.5857
Tripirolidin HCI 100 1.6736 102.1042 1.7089 103.2254
250 2.0286 101.1976 2.6815 103.8761
50 2.0466 99.5917 2.9157 102.0081
Dekstromethorfan 100 2.0346 101.4256 2.0636 101.9875
HBr 250 12113 100.8714 1.2218 101.0159
50 1.1565 100.66 1.1641 101.1572
Difenhidramin 100 0.4162 100.2087 0.4170 100.8704
HCI 250 0.4766 99.4162 0.4738 99.9141

57



4.3.3. Stres Testleri
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Stres testleri alkali, asidik ve oksidatif ortam sartlarmda gerceklestirimistir.

Cabsmalar sonunda elde edillen % geri kazanim degerleri Tablo 4.8’de
goriilmek tedir.
Tablo 4.8. Stres testleri sonunda elde edilen % geri kazanm degerleri
% Geri Kazanim
HCI H,O, NaOH
2 Saat, 80 C | 8 Saat, 80 °C 2 Saat, 24(£2)°C 8 Saat, 24(+2)°C 2 Saat, 80 °C 8 Saat, 80 °C
Asetaminofen 56.12 0 99.5 86.3 53.8 0
Psodoefedrin HCI 73.07 65.8 97.3 95.6 80.5 74.6
Feniramin Maleat Pik sekli kotii | Pik sekli kot 93.1 84.3 70.9 57.2
Guaifenesin 94.1 91.9 98.2 95.7 83.5 63.8
Pirilamin M aleat 76.7 36.3 89.9 86.2 46.8 0
Klorfeniramin M aleat 90.4 78.2 94.7 75.9 54.9 20.9
Triprolidin HCI 81.1 717 90.4 79.4 23.3 0
Dekstrometorfan HBr 84.7 63.9 98.8 92.7 93.0 36.4
Difenhidramin HCI 18.9 6.6 97.5 85.9 30.3 0

Sonuglar ele alndigmda en az bozunmanmn oksidatif stres sartlarmda oldugu

goriilmektedir. Alkali ortamda asetaminofen, pirilamin maleat, triprolidn HCI ve

difenhidramin  HCI 8 saatlk 1stma islemi sonunda tamamen bozunmustur. Asidik

stres sartlarmda ise guaifenesin gibi bazi piklerde bozunma ¢ok fazla olmazken

asetaminofen

Ve

gorilimek tedir.

difetnhidramin ~ HCI’de

biiyiik

oranda

bozunma

oldugu
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4.4. Surup Orneklerindeki Etken Madde Tayini

Piyasadan edinilen surup Ornekleri 10 kat seyreltildikten sonra vorteks
kanstrict yardmuyla 15 dk  kargtwimig ve  0.45 pm  gézenek caplh membran
kullanilarak siiziiliip cihaza enjekte edilmistir. Her surup 6rmegi 3 kez cahsilmustir.

mAl
800
700
asetaminofen

800
500
400

psodoefedrin

HCI
200 feniramin 2,46
pe maleat guaifenesin trimetoksibenzaldehit

pirilamin klorfeniramin
100 4 maleat maleat triprolidin HCI dekstrometorfan difenhidramin
[\ /\ HCI
Hﬁm
]

T T T T T T T
] 5 10 15 20 25 30 35 min

Sekil 4.7. Etken maddelerin kromatografik ayrmmm gosterimi

mAL
Asetaminofen
2000
1000
' 2.4 6-trimetoksi
U Sodsyum ben=aldehit
Ben=oat i i B
k g Hlorfem:amm DMvialeat
= = 0 = ]

Sekil 4.8. Corsal suruba ait kromatogram.

Psddoefedrin HCI

Sodyum Benzcat

2.4 6-trimetolsi

=0 benzaldehit ekstrome
_,_fld L )\ n g Triprotidin HCI DA;:W HEr

T T T T

Sekil 4.9. Actidem suruba ait kromatogram.
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A
Psddoefedrin HCI
1000 4
Sodyum Benzoat
=50 2.4 6-trimetoksi
benzaldehit Triprolidin HCI
a S
: 1 5 @ = 2 = ]
Sekil 4.10. Actifed suruba ait kromatogram.
AL
20004 Aszsaminofen
1000
e Psédoefedrin HCI
. Sodyvum 2.4.6-trimetolsi
- Benzoat benzaldehit
. o .,Iﬁ\ [y~ Klorfeniramin Naleat
Sekil 4.11. Aferin suruba ait kromatogram.
Al
raan Psddoefedrin HCI
1600
-
a0
a0 ] Sodyum Benzoat
2.4 6-trimetolksi
00 benzaldehit Dekstrometorfan HBr
i L M~ Klorfeniramin Maleat i
T ' 4 3 5 = = )

Sekil 4.12. Benical suruba ait kromatogram.
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maL
2250 A setaminofen

2.4 6-trimetolksi
benzaldehit

. M‘ L Sodyum Benzoat  n  iorfeniramin Maleat

a 3 10 15 20 -] £ £ -] Lli
Sekil 4.13. Katarin suruba ait kromatogram
"y
Aczetaminofen
2000 4
1000
= 2.4.6-trimetoksi
ot B benzaldehit
odvum Benzoat
“ 1 Tn - Klorfeniramin Maleat
1 : 10 5 a = 3 = ]
Sekil 4.14. Kongest suruba ait kromatogram.
A
2250 ] Azetaminofen
20004
1000
Guaifenssin
= —’AJ Pisilamin  Sodyvm .6 metokst
. Maleat enzoat I
: i : = = 2 % ]

Sekil 4.15. Peditus suruba ait kromatogram.
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Psidoefedrin HCI

v
b=

S A

Sodyum Ben=oat

2.4 6-trimetolsi
benzaldehit

Falr

Sel;ﬂ 4.16. Sudafed suru‘t;a ait krorhatogram

Analizlenen surup Orneklerinde bulunan etken maddelerin konsantrasyonlar

Tablo 4.9°da, analiz sonucunda bulunan etken madde konsantrasyonlari ve % bagil
hata degerleri Tablo 4.10°da goriilmektedir.



Tablo 4.9. Piyasadaki suruplarda bulunan etken madde konsantrasyonlar1
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HBr

Actidem Actifed Aferin Benical Corsal Katarin Kongest Peditus Sudafed
Derisim Derisim Derisim Derisim Derisim Derisim Derisim Derisim Derisim
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Asetaminofen 32000 24000 24000 32000 24000

Guaifenesin 10000

K|0n°Mea”| Lraé;min 200 400 400 200 200

Pirilamin Maleat 1250

Psbdocledrin 6000 6000 3000 4000 6000

Triprolidin HCI 250 250

Dekstrometorfan 2000 2000




Tablo 4.10. Analiz sonucu hesaplanan etken madde konsantrasyonlar1 ve % bagil hata degerleri
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Actidem Actifed Aferin Benical Corsal Katarin Kongest Peditus Sudafed
Derisim % Bagil Derisim % Bagil Derisim % Bagil Derisim % Bagil Derisim % Bagil Derisim % Bagil Derisim % Bagil Derisim % Bagil Derisim % Bagil
(mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata
Asetaminofen 32351.243.67 1.0976 4021.8+1.94 0.5468 24067.8+0.95 0.2825 24982.4+0.03 0.0701 32842.3+6.09 2.6323 24412.4+2.07 1.7187
Guaifenesin 10690.3+3.12 0.0106
Klorfeniramin 207.41£1.16 3.7066 398.5+4.90 0.3568 402.6+1.65 0.6708 236.4+3.39 8.245 501.55+0.95 0.3113
Maleat
Pirilamin Maleat 1254.443.01 0.3597
Psodoefedrin HCI 5961.2+1.92 0.6466 6375.6+£3.51 6.2605 3072.8+1.88 24273 3.8273 6003.1£2.1 0.0518
Triprolidin HCI 250.9+2.58 0.3723 251.8244.28 0.7380
Delstromethorfan 2016.1£3.92 0.8082 2076.5+3.92
HBr




4.5. Tablet Orneklerindeki Etken Madde Miktarlan
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Daha oOnce belirtilen 6n islemlerden gecirilen ticari tablet Ornekleri cihaza
enjekte edilmistir. Her tablet 6rnegi icin 3 kez cahsimistr. Elde edilen sonuglar ve

kromatogram Ornekleri asagida verilmistir.

Acsetaminofen

rale

2.4 6-trimetolzi

benzaldehit M

Klorfeniramin hialeat

e

Sekil 4.17. Gerakon tablete ait krométogram.

R

Psddoefedrin HCI

2 4 & -trimetolksi ben=aldehit

e

Sekil 4.18. Sudafed tablete“ait kromafogram.

Acsetaminofen

.
8

2.4 6 trimetolksi
ben=aldehit

g

n Klorfeniramin Mialeat

T T
= 2

i

Sekil 4.19. Corsal tablete

ait kromatogram.
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Asetaminofen

200 2 4 6-trimetolesi

d L benzaldehit ularfmi.ramm Dofaleat

T T T T
e 5 30 5 nainy

Sekil 4.20. Kongest tableté ait kromatogram.

Analizlenen tablet Orneklerinde bulunan etken maddelerin konsantrasyonlari
Tablo 4.11’de analiz sonucunda bulunan etken madde konsantrasyonlar1 ve Tablo
4.12°de % bagl hata degerleri goriilmektedir.
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Tablo 4.11. Piyasadaki tabletlerde bulunan etken maddelerin konsantrasyonlari

Benical Corsal Gerakon Kongest Sudafed Theraflu
Derigim (mg/L) Derigim (mg/L) Derigim (mg/L) Derigim (mg/L) Derigim (mg/L) Derigim (mg/L)
Asetaminofen 10000 6000 13000 6000 13000
Klorfeniramin Maleat 40 80 40 80
Psedoefedrin  HCI 600 1200
Dekstromethorfan HBr 400

Tablo 4.12. Analiz sonucu hesaplanan etken madde konsantrasyonlar1 ve % bagil hata degerleri

Benical Corsal Gerakon Kongest Sudafed Theraflu
Derigim % Bagil Derigim % Bagil Derigim % Bagil Derigim % Bagil Derigim % Bagil Derigim % Bagil
(mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata (mg/L) Hata
Asetaminofen 10002.7+1.25 0.1003 5993.0+0.98 0.1162 13080.1+£2.21 0.6164 6016.6+1.45 0.0167 13049.7+1.51 0.0077
Kloifﬂer:irami n 40.0+0.71 0.075 79.8+2.76 0.2006 40.67+1.92 1.6833 80.1£1.27 0.1833
aleat
Psed&eéelzdri n 600.2+1.62 0.3667 1205.6+1.78 0.0837
Dekstromethorfan | 390.8+1 38 0.5083
HBr
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5. TARTISM A

Literatirde HPLC-DAD yontemiyle sogukalgmligi tedavisinde kullanilan
tablet ve suruplardaki etken maddeleri tayin eden ¢aligmalar mevcuttur.

Franeta ve arkadaslar, tabletlerde asetilasisik asit, parasetamol, kafein,
fenobarbital etken maddelerinin  tayinini HPLC-DAD yontemiyle yapmuslardir.
Ayrma isleminde mobil faz olarak hacimce 25/75 oranlarmda asetonitril ve Suyun
karistrip pH’mm fosforik asitle 2.5’¢ ayarlanmasiyla olusturulan mobil faz
kullanibugtr.  Kullanilan kolon Bio Si HL C18 (250%x4.6 mm, Sum) kolondur. 207
nm dalgaboyunda ¢aligimustir. R? degeri 0.998’dir. Yontemin dezavantaji eszamanh
olarak az sayida maddenin analiZenmis olmasidr ve R? degerinin diisik olmasdr
(62).

Ghulam ve arkadaglar, tabletlerde ve tibbi siispansiyonlarda parasetamol,
metil paraben, etil paraben ve propil parabenin tayinini UV-GB dedektorii bagh ters
faz HPLC cihazn ile yapmuslardwr. Mobil faz pH’1 formik asitle 3.0°a ayarlanmis
asetonitril-tetrahidrofuran-su  (21:13:66, Wh/h) karismudr. 249 nm dalgaboyunda
caligmiglardwr.  Lichrosorb RP8  (150x4.6mm, 5 ppm) kolon kullanngslardir.
Parasetamol, metil paraben, propil paraben ve etil paraben icin ¢aligma arahg
srastyla; 25-160 pg/mL; 20-128 pg/ml; 5-40 pg/mlL ve 5-32 pg/ml’dir. Bizim
cahgmamizda parasetamol i¢in belirlenen ¢aligma arahg ise 0.2-250 pg/mL’dir (70).
Buradan parasetamol i¢in saptanan c¢algma arahmm dar oldugu goriilmektedir.
Ayrica cahsmada tek bir etken maddenin analizlenmesi de  yOntemin
dezavantajlarindan biridir.

Maithani ve arkadaglari, farmasotik dozaj formlarmda klorfeniramin maleat
ve fenilefrin analizni ters faz HPLC yontemiyle gerceklestirmislerdir. Mobil faz
olarak; asetonitril-fosfat tamponu 5545 (h/h) orannda karstrimis ve pH’1
trietlamin ile 5.6+ 0.02 e ayarlanmustr. 255 nm dalgaboyunda cahsmuslardwr. C18
(250 mm x 8§ mm, 10 um) kolon kullanarak ayrma islemini gergeklestirmislerdir.
Klorfeniramin maleat ve fenilefiin i¢in cahgma arah@ swasiyla; 10-70 pg/mL, 10-70
ng/mL’dir. Klorfenramin maleat icin R® degeri 0.9995 iken fenilefrin igin 0.9993’

tir (69). Bizim cahsmamizda ise klorfeniramin maleat i¢in saptanan cahsma arahgi
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ve R? degeri ; 2.5-250 pg/mL ve 1°dir. Buradan hareketle Maithani ve arkadaslarma
ait cahsmada, cahsma arah@inin dar ve R? degerinin diisiik oldugu goriilmektedir.

Tunus’ da yapilan bir caliymada Louhaichi ve arkadaslari, soguk algmhg ve
Oksiirik suruplarmda bulunan psddoefedrin  HCI, feniramine maleate, guaifenesin,
pirilamin maleat, Klorfeniramin maleat, dekstrometorfan HBr nin HPLC ile tayininde
mobil faz olarak pH’st 3 e ayarlanmig metanol ve pH’s1 3’e ayarlanmis dihidrojen
fosfat tamponu (45:55, Wh) kullanmuslardr.  Izokratk eliisyon uygulayarak
maddelerin ayrmm ger¢eklestirmiglerdir. 220 nm dalgaboyunda Kromasil LC18
(150mmx4.6 mm, 5 um) kolon yardmuiyla ayrmu gerceklestirmislerdir. Ps6doefedrin
HCI, feniramine maleate, klorfeniramin maleat icin calsma arahg 5-50 pg/mL,
guaifenesin, pirilamin maleat, dekstrometorfan HBr, sodyum benzoat, metil paraben
icin 50-600 pg/mL’dir. Psddoefedrin HCI, fenramine maleate, klorfeniramin maleat,
guaifenesin, pirilamin maleat, dekstrometorfan HBr i¢in swasiyla: LOD degerleri;
0.2 pg/mL, 0.03 pg/mL, 0.03 pg/mL, 0.04 pg/mL, 0.1 pg/mL, 0.06 pg/mL ken LOQ
degerleri 0.66 g/mL, 0.1 g/mL, 0.13 g/mL, 0.13 g/mL, 0.33 g/mL, 0.2 g/mL’dir. Yine
aym sekilde R? degerleri de soyle swralanmaktadir; 0.999, 0.999, 0.999, 0.999, 0.999
ve 0.999°dur (67). Bizim ¢alsmamizda ise psddoefedrin HCI, feniramin maleat ve
klorfeniramin maleat i¢cin bulunan ¢aligma aralklar1 swasiyla soyledir; 0.5-250
pg/ml, 0.5-250 pg/mlL ve 2.5-250 pg/mL’dir. Louhaichi ve arkadaslarmm yaptig
calgmaya nazaran daha genis bir calisma aralignn belirlendigi gorimektedir.
Cabsmamizda psodoefedrm  HCI, fenramine maleate, klorfeniramin maleat,
guaifenesin, pirilamin maleat ve dekstrometorfan HBr  i¢in bulunan R? degerleri
sOyledir; 0.9997, 0.9993, 1, 0.9991, 0.9999 ve 0.9990°dur. Buradan ¢aligmamizda
bulunan R? degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica cok sayida etken
maddenin analizini yapnmis olmamizda yontemimizin diger bir avantajdir.

Qi ve arkadaglar, sogukalgmhg tedaviside yeni ila¢ formulasyonlarmda
kullaniimak {izere asetaminofen, psodoefedrin HCI ve dekstrometorfan HBr’nin
analizini gerceklestirmiglerdir. Qi ve arkadaslari, mobil faz olarak heptansiifonik asit
sodyum tuzu-metanol-ACN (25:57:18, h/Wh) belirtilen oranlarda karistiriip pH’st
3.3’¢ ayarlanmustr. A Hypersi CN (150x5.0 mm, 5 pm) normal faz kolon
kullanilarak 220 nm dalgaboyunda cahsilmustr. Asetaminofen, psddoefedrin HCI,
dekstrometorfan HBr i¢cin swasiyla c¢ahsma arahg 2.06-20.6 pg/mL; 0.202-2.02
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mg/mL; 0.042-1.06 mg/mL. LOQ degerleri ise 0.98 pgmL, 0.10 mg/mL; 0.02
mgmlL’dir (64). Bu yOntemin dezavantaji ¢ahyma aralgmn dar ve LOQ
degerlerinin yiiksek olmasidir.

Nagaralli ve arkadaglart insan plazmasmda ve farmasotik formiilasyonlarda
bulunan setirizimn HCI ve parasetamol tayinini HPLC ile gerceklestirmislerdir. Mobil
faz olarak asetonitril-su (5545, Wh) kullanmslardr. 230 nm dalgaboyunda analizi
gerceklestirmislerdir.  Kolon olarak CLC C18 (250x4.6 mm, 5 um) kolon
kullanmuslardr.  Setirizin HCI ve parasetamol i¢in ¢ahsma aralyn ve R® degerleri
srrastyla; 0.715-55 pg/mL, 0.55-39 pg/mL ve 0.9985-0.9957°dir. LOD ve LOQ
degerleri ise setirizin HCI igin 0.248 pg/mL ve 0.550 pg/ml, parasetamol i¢in ise
0.208 pg/mL 0.715 pg/ml’dir (75). Cahsmamizda parasetamol icin belirlenen
cahgma arahg, 0.2-250 pg/mL’dir. Arah@n genis olmasi bize parasetamol taymninde
avantaj saglamaktadwr. Yine parasetamol i¢cin belirlenen LOD ve LOQ degerleri ise
0.1 pg/mL ve 0.2 pg/mL, R? degeri ise 0.9993’tir. Bu da Nagaralli ve arkadaglarmm
cahgmasnda parasetamol icin cahsma arahgmn dar, LOD ve LOQ degerlerinin
yiiksek ve R? degerinin diisiik oldugunu gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Soguk algmhgr ve Oksiiriik suruplarmda aktif madde olarak bulunan
psodoefedrin  HCI, feniramin maleat, asetaminofen, guaifenesin, pirilamin maleat,
Klorfeniramin maleat, triprolidin HCI, dekstrometorfan HBr ve difenhidramin HCI
ters faz HPLC-DAD yontemiyle es zamanli olarak tayin edimistir.

Yontemimizi optimize etmek amaciyla Oncelikle mobil fazn hacimce yiizde
KH,PO4 ve MeOH oranlar taranmustr. Daha sonra, mobil fazda bulunan KH2PO4
tamponunun derigimi  belirlenmistir.  Mobil faznm pH’mmn alkonma zamanlari {izerine
etkisi arastrimustr. 9 aktif maddenin kromatografk ayrmm % 62 KH;PO4 (80 mM,
pH=3) ve % 38 metanol igeren mobil faz ¢ozeltisi kullanilarak, oda sicakhgmnda,
0.75 mL/dk akis hiznda, 210 nm dalga boyunda 37. 9 dakikada gerceklestiriimistir.
I¢ standart olarak 2.4,6-trimetoksi benzaldehit kullanilmistir

Analiz esnasmnda sistemin dogru olarak isledigini gostermek amaciyla her bir
aktif madde i¢in sistem uygunluk parametreleri hesaplanmistir.

Optimize edilen yontem valide edimistir. Secicilk, kalibrasyonun (egrisinin)
dogrusallig,, saptama alt smmr1 (LOD), dogruluk, giinici ve giinler arasi kesinlk, geri
kazanim ve zorlanmuis bozunma c¢ahsmalari metot validasyonunun bir parcasi olarak
mcelenmistir. ' Yontemimizin  segici oldugu standart maddelerm alkonma zamanmda
plasebodan kaynakh herhangi bir ortiicii pik gelmedigi gosterilerek kanitlanmustir.
Tayin edilen bilesikler i¢in farkh derisimlerde giinici ve giinlerarast kesinlik
degerleri (%RSD) srasiyla 0.3759-3.9870 ve 0.3854- 4.0364 arahginda oldugu
hesaplanmust.  Giinici ve giinleraras1 dogruluk degerleri (% geri kazanim) swasiyla
98.7927-102.1042 ve 96.3060-103.8761 araliginda bulunmustur.

Her bilesigin asidik, bazik ve oksidatif stres sartlarmda ne kadar bozundugu
belirlenmistir. Sonuglar ele alndigmnda en az bozunmanin oksidatif stres sartlarmda
oldugu goriilmektedir.

Gelistirilen  yontemimiz soguk algmhgi ve Oksiiriikte kullandlan surup ve
tabletler gibi farkh farmasotik ilaglarm rutin analizinde basartyla uygulanmustir.
Piyasadan temin edilen Actidem, Actifed, Aferin, Benical, Corsal, Katarin, Kongest,
Peditus ve Sudafed suruplarmda yapilan analizlerde bagl yiizde hata 0.0106-8.245
araligmdadr. Benical, Corsal, Gerekon, Kongest, Sudafed ve Theraflu tabletlerinde
yapilan analizlerde bagl yilizde hata 0.007-1.6833 arahgindadr.
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Yontemimizin en Onemli avantaji ¢ok sayida aktif maddenin analizmin es
zamanh olarak yapilmis olmasidr. Cok sayida aktif maddenn tek bir yontemle
tayini,  piyasada bulunan cok sayda tablet ve surubun rutin analizine olanak

saglamistir.
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