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16 50mM PBS (pH 6) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM parasetamol’e ait tipik 79
DPV voltamogrami
%10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM PBS (B) ve %75-

17 25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) ¢dzgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM 80
parasetamol’e ait tipik DPV voltamogramlari
%10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B) ve %50-50

18 (h/h) Ach-50mM PBS (C) ¢dzgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1TmM parasetamol’e 81
ait tipik DPV voltamogramlari

19 %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS c¢o6zgen sisteminde GCE elektrotla elde edilmis 1mM 82
parasetamol’e ait tipik anodik (A) ve katodik (B) CV voltamogramlari
50mM PBS (pH 6) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM klorfeniramin maleat’'a

20 o 83
ait tipik DPV voltamogrami.
%10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM PBS (B) ve %75-

21 25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) c¢dzgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM 84
klorfeniramin maleat’a ait tipik DPV voltamogramlari.
%10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B) ve %50-50

22 (h/h) Ach-50mM PBS (C) ¢ozgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM klorfeniramin 85
maleat’a ait tipik DPV voltamogramlari.
50mM PBS (pH 6) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM fenilefrin hidroklorir'e

23 o 86
ait tipik DPV voltamogrami
%10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM PBS (B) ve %75-

24 25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) ¢dzgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM fenilefrin 87
hidroklortr’e ait tipik DPV voltamogramlari
%10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B) ve %50-50

25 (h/h) Ach-50mM PBS (C) c¢bézgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM fenilefrin 88
hidroklortr’e ait tipik DPV voltamogramlari.

26 50mM PBS (pH 6) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM ibuprofen’e ait tipik DPV 89
voltamogrami
%10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM PBS (B) ve %75-

27 25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) ¢ozgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM 90
ibuprofen’e ait tipik DPV voltamogramlari.
%10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B) ve %50-50

28 (h/h) Ach-50mM PBS (C) ¢bézgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM ibuprofen’e ait 91

tipik DPV voltamogramlari
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 9.25) (B)
¢dzgen sistemlerinde elde edilmis 1mM parasetamol’e ait tipik UV-Vis spektrumlari.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 9.25) (B)
¢bzgen sistemlerinde elde edilmis 1mM klorfeniramin maleat'a ait tipik UV-Vis
spektrumlari.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 9.25) (B)
¢bzgen sistemlerinde elde edilmis 1mM fenilefrin hidroklorire ait tipik UV-Vis
spektrumlari.
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. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 9.25)
(B) ¢bzgen sistemlerinde elde edilmis 1mM ibuprofen’e ait tipik UV-Vis spektrumlari.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) ¢dzgen sisteminden olusan Mobil Faz-1’de elde
edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklorir’e ait tipik HPLC-ECD kromatogramlari.
Akis hizi 0,2 mL/dk, Ecalisma: +1200 mV (Ag/AgCl'e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2
Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Alikonma
zamanlari: 22,60 dk fenilefrin hidroklorir ve 25,64 dk parasetamol.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) ¢dzgen sisteminden olusan Mobil Faz-1'de elde
edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklorir'e ait tipik HPLC-ECD kromatogramlari.
Ecalisma: +1200 mV (Ag/AgCle Kkarsl), analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,
250mmx4.6mm, 5um partikill ¢api, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Akis hizinin
kromatogramda alikonma zamanlarina etkisi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) ¢cdzgen sisteminden olusan Mobil Faz-1'de elde
edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklortr’e ait tipik HPLC-ECD kromatogramlari.
Akis hizi 1,0 mL/dk, analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, S5um partikul
capl, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Calisma potansiyelinin kromatograma etkisi.
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Degisik ¢ozgen sistemlerinden olusan mobil fazlarda elde edilmis 10-6M parasetamol ve
fenilefrin hidroklorir'e ait tipik HPLC-ECD kromatogramlari. Akis hizi 1,0 mL/dk, .
Ecalisma: +1200 mV (Ag/AgCle Kkarsl), analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,
250mmx4.6mm, 5um partikiil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Mobil faz
kompozisyonunun kromatograma etkisi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazlarda elde edilmis
10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklortr’e ait tipik HPLC-ECD kromatogramlari. Akis
hizi 1,0 mL/dk, . Ecalisma: +1200 mV (Ag/AgCl'e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2
Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikil capi, 80A por gapi. 20uL loop hacmi. Mobil faz pH
degerinin _kromatograma etkisi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢6zgen sisteminden olugsan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin hidroklorire (FE) ait tipik HPLC-ECD
kromatogramlari. Akis hizi 1,0 mL/dk, . Egalisma: +1200 mV (Ag/AgCl'e karsi), analitik
kolon: Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil ¢capi, 80A por ¢api. 20uL
loop hacmi. Gun i¢i tekrarlanabilirlik galismasi (n=11).
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢ézgen sisteminden olusan mobil fazda (Mobil Faz-
2) elde edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklorir'e ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Akis hizi 1,0 mL/dk, . Ecalisma: +900 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon:
Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil gapi, 80A por ¢api. 20uL loop
hacmi.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢6zgen sisteminden olugan mobil fazda (Mobil Faz-
2) elde edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklorir'e ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Akis hizi 1,0 mL/dk, . Ecalisma: +900 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon:
Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil ¢api, 80A por capi. 20uL loop
hacmi. Gun igi tekrarlanabilirlik calismasi (n=6).
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢6zgen sisteminden olugan mobil fazda (Mobil Faz-
2) elde edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklorir'e ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Ecalisma: +900 mV (Ag/AgCl'e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2
Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikil capi, 80A por gapi. 20uL loop hacmi. Akis hizinin
kromatogramda allkonma zamanlarina etkisi.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢ozgen sisteminden olugan mobil fazda (Mobil Faz-
2) elde edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklorir'e ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Akis hizi 1,0 mL/dk, analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,
250mmx4.6mm, 5um partikiil gapi, 80A por ¢api. 20uL loop hacmi. Calisma potansiyelinin
kromatograma etkisi.

104
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS ¢bzgen sisteminden olusan mobil fazda (Mobil Faz-2) elde
edilmis 10-6M parasetamol ve fenilefrin hidroklorire ait tipik HPLC-ECD kromatogrami.
Akis hizi 1,0 mL/dk, Egcalisma: +900 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2
Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil ¢api, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Mobil faz pH
degerinin kromatograma etkisi.

105

44

%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol’e (PA) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 100uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por ¢api. 10uL loop
hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 100pL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. 10uL loop
hacmi.

107
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢bozgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 100uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A
por ¢apl. 10uL loop hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol’e (PA) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por ¢api. 10uL loop
hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por ¢api. 10uL loop
hacmi.
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%75-25(h/n) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 500uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A
por ¢apl. 10uL loop hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢ézgen sisteminden olugan mobil fazda elde
edilmis 10°M parasetamol’e (PA) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. 5uL loop
hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢6zgen sisteminden olugsan mobil fazda elde
edilmis 10-6M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por c¢api. 5uL loop
hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 500uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A
por ¢ap!. 5uL loop hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 200uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7uym, 100 A
por ¢apl. 5uL loop hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢ézgen sisteminden olugsan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 300uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A
por ¢apl. 10uL loop hacmi.
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢ézgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 300uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A
por capi. 10uL loop hacmi. Total Scan (A) ve Spectrum Maximum (B).
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. 5uL loop
hacmi. Akis hizinin kromatograma etkisi 200 (A), 400 (B) ve 500 (C) pL/dk.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢ozgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve 5x10-6M fenilefrin'e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7uym, 100 A por
capl. 3uL loop hacmi. Akis hizinin kromatograma etkisi 100 (A) ve 500 (B) uL/dk.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢ozgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve 5x10-6M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por
capl. 2uL loop hacmi. Akis hizinin kromatograma etkisi 100 (A) ve 400 (B) pL/dk.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olugsan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve 5x10-6M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por
capl. 2uL loop hacmi. Akis hizinin kromatograma etkisi 200 (A), 300 (B) ve 400 (C) uL/dk.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 4.0) ¢ozgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve 5x10-6M fenilefrin'e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por
capl. 2uL loop hacmi. Akis hizi: 100 pL/dk.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 4.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10-6M parasetamol (PA) ve 5x10-6M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por
capl. 2uL loop hacmi. Akis hizi: 100 yL/dk. Total Scan (A) ve Spectrum Maximum (B).
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%75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik kromatogramlar. Yéntem 1’in
HPLC’den UPLC’ye transferi.
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%30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 4.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik kromatogramlar. Yéntem 2'nin
HPLC’den UPLC’ye transferi.

123




TABLOLAR

TABL AYFA
NOO ACIKLAMA S N
1 Alinan 6rnek miktarina gére Analiz yontemlerinin isimlendiriimesi 4
2 M_gddeninl karakteristik 6zelligine goére kullanilabilecek Enstrumantel Analiz 5

Yontemleri
3 Belirlenen kategorilere gore yapilamasi gereken performans 6zellikleri 54

\




KISALTMA VE SEMBOLLER DiZziNi

SEMBOL ANLAMI
Ach Asetonitril
Ag/AgCI Gumusg/Gumaus Klorur Karsilastirma Elektrodu
%CV % Varyasyon Katsayisi
S Standart Sapma
MeOH Metanol
CVv Doéngusel Voltametri (Cyclic Voltammetry)
DAD Sirali Fotodiyot Dedektoru (Diode Array Detector)
PBS 50 mM Fosfat Tamponu Coézeltisi (pH 6,0)
DPV Diferansiyel Puls Voltametresi (Differential Pulse Voltammetry)
ECD Elektrokimyasal Dedektor (Electrochemical Detector)
uvD Kizilétesi Gorunur Bolge dedektort (Ultraviole Visible Detector)
FLD Flouresans Dedektor (Fluorescence Detector)
GCE Camimsi Karbon Elektrot (Glassy Carbon Electrode)
HPLC Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography)
Ultra Performansli Sivi Kromatografisi (Ultra Performance Liquid
UPLC Chromatography)
MS Kltle dedektori (Mass Detector)
PEEK Polietilen Etil Keton
S/N Sinyal /GUrdltt orani
TBAP Tetrabutilamonyum perklorat
TEFLON Politetrafloroetilen
THF Tetrahidrofuran
ICH The Ir_wternational Conf_eren_ce on Harmonisati(_)n of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
EDA U.S. Department of Health & Human Services, U.S. Food and Drug
Administration
CDER The Center for Drug Evaluation and Research
USP The U.S. Pharmacopeial Convention
MF1 Mobil Faz 1. %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH=6,0)
MF2 Mobil Faz 2: %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH=4,0)

Vi
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BOLUM |
GiRiS

Farmasotik analizlerde etkin madde tayinleri i¢in “altin standart
ybntem” olarak da adlandirilan sivi kromatografi (LC) yOontemlerinden
yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile ila¢ etkin maddelerinin
miktar tayinleri standart analitik LC yontemlerinin kullanimiyla 1970’li
yillardan  beri  yapimaktadir (7,10,13,15,19,34,35,37). GuUnumuz
kosullarinda, analiz sUrelerinin kisaltimasi, yontem etkinliginin ve
¢6zUnUrlGgunun arttinlmasi, érnek hacminin (ve dolayisiyla enjeksiyon
hacminin) dusurdlmesi, atik ¢ézgen (mobil faz) hacminin ve analiz
giderlerinin  azaltlmasi  yonlinde yogunlasan talepler nedeniyle
konvansiyonel HPLC ile kiyaslandiginda hizli ve ¢ok hizli (fast, ultra fast)
LC yontemlerine ihtiyac duyulmaktadir (3,5,6,14,16,20,31,36,50,55). Sivi
kromatografide son yillarda genel egilim olarak analiz suresi onlarca
dakika surebilen HPLC yontemlerinin yerini artik toplam analiz suresi 1-2
dakika civarinda olan ultra performansh sivi kromatografisi (UPLC)
yontemleri almaktadir (2,4,8,9,11,12,23-26,28,32,38-41,46,48-54,56-60).
Tez konusu Farmasotik Ar-Ge baz alinarak irdelendiginde ve yeni bir ilag
etkin maddesinin gelistiriimesi i¢in ortalama 10-15 yil kadarlik zaman
dilimine ve gene ortalama 1 milyar Amerikan dolari ($) civari yatinrma
ihtiyaci oldugu dusunuldagunde bu amacgla yapilan Ar-Ge faaliyetlerinin
maaliyetlerini dusurmede ila¢c etkin maddesinin ilgili analizlerinin yapildigi
analitik laboratuvarin analiz giderlerini azaltabilmesi agisindan HPLC’den

UPLC’ye yontem transferinin 6nemi her bir etkin madde igin



gerceklestirilen ylzbinlerce analiz dikkate alindiginda daha da iyi
anlasilabilmektedir. Bahsi gecen bu ekonomik etken o kadar onemlidir ki,
kiresel ilag sektdrinin Ar-Ge faaliyetleri hakkindaki birgok uluslararasi
raporda, yeni bir ilagc molekulu gelistirmenin katlanarak artan maaliyetleri
sebebiyle karlihgin oraninin giderek dustiglu ve Ar-Ge faaliyetlerinin
maliyetinin azaltiimasi yoluyla verimliligin arttirlamamasi durumunda
kiresel ilag sanayi sirketlerinin patent surelerinin dolmasi nedeniyle
kaybettikleri imtiyazlarin yerine yenilerinin konmasi icin basarili yeni ilag
molekullerine yonelik yeterli yenilik¢i (inovatif) Ar-Ge faaliyetlerini finanse
edemiyecegi ortaya konmaktadir (43).

Dolayisiyla ultra performansli  sivi  kromatografisi (UPLC), ylksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC)'ne kiyasla goéreceli olarak daha
dusuk tayin ve belirleme sinirlar, yuksek tekrarlanabilirlik, kisa analiz
suresi, sarf malzemesi tasarrufu, daha az tehlikeli atik miktar gibi
sagladig! yararlar nedeniyle son yillarda hizla HPLC’nin yerini almaktadir
(3,5,14,28,32,37,38,41,50,55). Mevcut durumda siklikla sorunla
kargilagilan sureg, gegerli (valide) HPLC yontemlerinin UPLC’ye transferi
asamasidir (13,15,39,56). Benzer analizlerin UPLC ile yapilmasinin gok
sayida faydasi olmakla birlikte analitik ydntemin, UPLC donanimi
kullanilarak c¢alisilacak olmasi nedeniyle, yeniden deneysel olarak
olusturulmasi, sinanmasi ve gegerlilik (validasyon) testlerinin yapiimasi
gibi baslica sakincalari da bulunmaktadir. Calismamizda her iki cihaz
arasinda yontem transferi ve adaptasyonunun, hizli, az sorunlu ve
olabildigince az deney yapilarak gerceklesebilmesine yardimci olmak igin,

tamamiyla analitik verilere dayali bir sekilde yontem transferinin



incelenmesi amaclanmistir. Tez konusunda hedeflenen iki adet model ilag
etkin maddeleri ile (fenilefrin hidroklortr-PE ve parasetamol-PA) deneysel
olarak elde edilecek HPLC ve UPLC miktar tayini yontemi bulgulari
incelenerek HPLC’den UPLC’ye, akis hizi, enjeksiyon hacmi, analitik kolon
Ozellikleri, sicaklik, mobil faz kombinasyonu, analiz zamani gibi deneysel
parametrelerin donastiriimesi igin calismalar yuruttlecektir. Elde edilecek
verilerin 1s1ginda yapay sinir aglarinin ve/veya kemometrik bazi
yontemlerin (PCA, vb) kullanildigi HPLC’den UPLC’ye ybntem transferi
icin interaktif bir web sayfasinin tez calismalari tamamlandiktan sonra
olusturulmasi  dastnulmektedir.  Kromatografik donanim ve sarf
malzemeleri tedarikgileri olan Phonemex
(http://www.phenomenex.com/tools/kinetexcalculator#), Agilent
(http://www.chem.agilent.com/en-US/products-services/Instruments-

Systems/Liquid-Chromatography/Pages/1200infinity_cost_calculator.aspx)
ve Thermo Scientific (http://www.hplctransfer.com/IsocraticMethod.aspx)
firmalari yontem transferi konusunda hali hazirda spesifik web siteleri
olusturmaya baslamiglardir. Devam etmekte olan tez c¢alismamizin
tamamlanmasindan sonra yerli bir yaklagsimla benzer bir web sayfasinin

kullanima sunulmasi hedeflenmektedir.



1.1 GENEL BILGILER

1.1.1 ANALITIK YONTEMLERIN SINIFLANDIRILMASI

Kimyanin konusu igerisinde analitik yontemler genel olarak ifade
edildiginde klasik ve entsrumantel kimyasal analiz olmak Uzere ikiye
ayrilirlar. Klasik kimyasal analiz yontemleri, gelisen teknoloji ve endustriyle
beraber veri degerleri bakimindan arka planda kalmis gibi gozukse de
halen analizin temelini olusturmaktadir. Analit numunesi igindeki
bilesenlerin ayirimi i¢in ¢oktirme, ekstraksiyon veya damitma iglemleri
uygulanmaktadir. Analite ait olan, kaynama veya erime noktalari, standart
¢6zucu icindeki ¢ozunurlik dederleri, renk degisimleri en basit sonuca
ulasilan kalitatif analiz yontemleridir. Analitin veya analitten elde edilmis

baska bir bilesigin kutlesinin tayin edildigi “Gravimetri” ve olgcimu yapilan
analit ile tamamen reaksiyona giren standart reaktifin kitlesi veya
hacminin bulundugu “Titrimetri” birgok laboratuarda kantitatif analiz

amaciyla kullanilan ydéntemlerdir. Entsrumantel analiz, klasik kimyasal

analizin yetersiz kaldigi mikro analiz yontemlerinde tercih edilir (Tablo 1).

TABLO 1 Alinan érnek miktarina gére Analiz yéntemlerinin isimlendirilmesi

Analiz Yontemi Alinan Ornek Miktari
Adi ve Makro Yontem 100,00 mg

Yari Mikro Yontem 10,00 mg

Mikro Yontem 1,00 mg

Ultra Mikro Yontem 0,001 mg veya 1,00 ug
Submikrogram Yontem 0,01 ug




Numune igindeki bilesenlerin yuksek verimli ayirma ve tayininde

yararlanilan karakteristik 6zelliklerden bazilari Tablo 2’ de verilmistir.

TABLO 2 Maddenin karakteristik 6zelligine gore kullanilabilecek Enstrumantel Analiz

Yontemleri

Karakteristik Ozellikler

Enstrumantel Yontemler

Isin Emisyonu

Emisyon spekstroskopisi(x-1sinlari,
uv, goérunur bolge, elektron auger);
Flouresans, Fosforesans ve
Luminesans(x-iginlari, uv ve
gorundr)

Isin Absorpsiyonu

Spektrofotometri ve Fotometri(x-
Isinlari, uv ve gorunur bolge, IR);
Foto Akustik Spektroskopisi;
Nukleer Manyetik Rezonans

Isin Sacgiimasi

Tuarbidimetri; Nefelometri; Raman
Spektroskopisi

Isik Kirllmasi

Refraktometri; Interferometri

Isin Difraksiyonu

X-1ginlari ve elektron difraksiyon
yontemleri

Isin Rotasyonu

Polarimetri; Optik rotary
dispersiyon; Dairesel Dikroizm

Elektrik Potansiyeli

Potansiyometri;
Kronopotansiyometri

Elektrik Yuku

Kulometri

Elektrik Akimi

Amperometri; Polarografi

Elektriksel Direng

Konduktometri

Analitin dlculen 6zelligine gore entsrumantel analiz G¢ alt baslik altinda

incelenir:

A) Spektral yontemler, numune igindeki atom, molekul veya iyonlarin, bir

enerji duzeyinden digerine gegisleri sirasinda elektromanyetik 1simanin

karakteristik Ozelliklerinde meydana gelen degisimlerin (Tablo 2)

elektronik sinyallere donusturerek gézlenebilmesini saglar.




B) Elektroanalitik ydontemler, Maddenin elektrik enerjisi ile etkilesimi sonucu
olusan kimyasal enerjiyi, elektronik sinyaller  doénuUstirerek
g6zlenebilmesini saglar (Tablo 2).

C)Kromatografik yontemler, numune igerisinde yer alan, kimyasal ve
fiziksel Ozellikleri benzer bilesenlerin bir matris iginden gegiriimesi
sonucunda, analitin ylksek verim ile diger tlrlerden ayrildigi
yontemlerdir. Analitin karekteristik 6zelliklerinin  tespit edilmesiyle
beraber kullanilan uygun bir dedektor ile yuksek duyarlilikta analizler

gerceklestirilebilir.

1.1.1.1 KROMATOGRAFIK YONTEMLER

Sivi  bir mobil fazin kullanildigi  Kromatografik yontemlerin(Sivi
kromatografisi) tarihgesi incelendiginde kayith ilk ¢alismalarin 1855 yilinda
boyar maddelerin taninmasinda reaktif emdirilmis filtre kagidi kullanimini
oneren Alman Kimyaci Friedrich Ferdinand Runge, 1860 vyilinda
maddelerin filtre kagidinda kapiler etki nedeniyle ¢ézgenle farkli hizlarda
suruklendigini bildiren Christian Friedrich Schonbein ve 6Jdrencisi Friedrich
Goppelsroeder bunlari takiben 1906 yilinda bitkilerin renk pigmentleri ile
ilgili ayrim galismalari bulunan Rus botanik¢i Mikhail S. Tsvet® tarafindan
gergeklestirildigi  gortlmektedir (Sekill). Tsvet, cam kolon igerisine
doldurdugu toz CaCOgs; igerisinden, bitkilerden izole ettigi bitki pigment

ekstrelerini gegirdiginde, klorofil ve ksantrofil gibi bir¢cok bitki pigmentine ait

Tsvet M (1906 a) Physikalisch-chemische Studien iiber das Chlorophyll. Die Adsorptionen.
Ber Dtsch Botan Ges 24: 316-323

Tsvet M (1906 b) Adsorptionsanalyse und chromatographische Methode. Anwendung auf die
Chemie des Chlorophylls. Ber Dtsch Botan Ges 24: 384-393



renk ayirimlari gézlemlemistir (40). Renk ayirimina dayanan bu ydénteme
ise Latincede renk anlamina gelen “chroma” ve yazma anlamina gelen
"graphein® s6zcuklerini kullanarak “chromatographie ” kromotografi adini

vermigtir.

Friedlieb Ferdinand Runge Christian Friedrich Schénbein

Mikhail Tsvet

S ——

Born 8 February 1795 ) " g Mikhail Tsvet
Hom . ety Christian Friedrich Schonbein
Died 25 March 1867 (aged 72) Born 14 May 1872
Oranienburg, Germany Born 18 October 1799 Asti, Italy
Residence Germany Metzingen, Germany ) J
Nationality German Died 29 August 1886 (aged 86) Died 26 June 1919 (aged 47)
Instituti Baden-Baden, Germany
nstitutions University of Berlin, University of i
Bresiau : Residence Germany, Switzerland Nationality Russia
Alma mater University of Jena, University of Nationality German Fields botany
acm Institutions University of Basel Knownfor
Doctoral e Déber r I /
SAISOr Johann Wolfgang Dobereine: Known for fuel cell, ozone, guncotton adsorption chromatography

SEKIL 1 Kromatografik ydntemlerin gelismesine yardim eden bazi énemli bilim
adamlari

Onceleri diizlemsel yapida sabit fazlar kullaniimis ve bu teknikler daha
sonra kagit kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi - ITK (thin layer
chromatography -TLC) olarak isimlendiriimistir. Modern sivi  kolon
kromatografisi ise 1969 yilinda YBSK’nin kullanima girmeye baslamasiyla
gelisme gostermistir. Bu yontemlerin bilime buyuk katkilar yapmasi sonucu
bu alandaki buluglarina karsilik 1952 yilinda A. J. MARTIN ve R. L. M.
SYNGE’ye Nobel 6dult verilmigtir. 1937 ve 1972 yillari arasinda alinan 12
Nobel Odili kromatografinin 6nemli rol oynadigi galismalara verilmistir.
Suphesiz bu sayl glinimuze kadar daha da artmistir. Son yillarda hem

birgcok yeni kromatografik teknik gelistigi ve hem de bilimcilerin kompleks



karigimlari ayirmak i¢in daha iyi tekniklere gereksinimleri arttigi igin,

kromatografik uygulamalar blylk oranda artis gostermektedir.

1.1.1.1.1 KROMATOGRAFIiNIN TEMEL PRENSIP ve KABULLERI

1.1.1.1.1.1 ELUSYON

Matris’e eklenen ¢6zucuyle maddenin taginmasi islemine “elisyon” denir.
Sivi kromatografinin ilk Ornekleri olan ince tabaka kromatografisinde,

madde ilerlemesi bu yontemle yapilirdi (Sekil 2).

Pl Harskath Faz

I I .
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I
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SEKIL 2. ince tabaka kromatografisinde ayirim semasi

Burada dolgu maddesine tutunan numune, hareketli faz varliginda
¢Ozunerek ilerler ve bilesenleri tutunma farkliliklarina goére ayrilir. Dolgu
maddesinin kolon igine tutturuldugu kolon kromatografi yéntemlerinde de
temel isleyis bu sekildedir. Numunedeki bilesenlerin etkin bir sekilde
birbirinden ayrilmasi ve kromatografik Olcimlerde yapilan kabullerin

bircogu, maddelerin kolondaki elusyon hizlarina baghdir. Bu hizlar,




maddenin hareketli ve durgun fazlar arasinda dagilmasini saglayan

reaksiyonlarin denge sabitlerinin buyuklugu ile belirlenir.

1.1.1.1.1.2 DAGILMA SABITI

C6zunen madde igin, hareketli faz ve durgun faz arasinda bir denge
olustugu varsayilir ise, olusan tepkime su sekilde ifade edilebilir;

Anareketi «——  Adurgun

Reaksiyonun K denge sabiti, analitin hareketli fazdaki molar derisimi ¢, ve

durgun fazdaki molar derigimi cs ile dodru orantilidir.

Cs
Cm

Yukaridaki esitligin gecerli oldugu kromatografiye dogrusal kromatografi
denilir. Dogrusal kromatografinin, simetrik Gauss tipi pikler vermesi ve
allkonma zamanlarinin enjekte edilen analit miktarindan bagimsiz olmasi

gibi 6zellikleri vardir.

1.1.1.1.1.3 ALIKONMA ZAMANI

Kolona enjekte edilen maddenin dedektdore ulasmasi icin gegen sureye,
allkonma zamani(tg;) denir (Sekil 3). Bu slre her kimyasal madde igin
degisir.

Burada, t, = kolona ait 6l zaman, tg = alilkonma zamani, t'r = net

alikonma zamanini gosterir ve su sekilde hesaplanir;
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SEKIL 3. Kromatogramlara ait genel degiskenler

1.1.1.1.1.4 HACIM AKIS HIZI

F ile sembolize edilir. Birimi mL/dakika olup, allkonma hacminin alikonma

zamanina bolunmesiyle hesaplanir.

1.1.1.1.1.5 DOGRUSAL AKIS HizI

v ile sembolize edilir. Analitin alikonulma zamanin (tg) kolon
uzunlugunun ( L) fonksiyonu olarak degisimini ifade eder.
L

U=
fr

1.1.1.1.1.6 ORTALAMA AKIS Hizl

u ile sembolize edilir. Mobil fazin kolondan ¢ikma slresi (to) ile kolon
uzunlugu (L) arasindaki bagintiyi ifade eder. Birimi cm/saniye’dir.

Ortalama akig hizi, kolonun enine kesitinden bagimsiz olup, ¢dzucu

10



molekdllerinin kolon boyunca hareketleri sirasindaki ortalama hizlarini
gOsterir.

L
fo

1.1.1.1.1.7 KAPASITE FAKTORU

Alikonma faktori de denir ve k' ile sembolize edilir. Kolonda ¢oziinen
ornegin go6¢ hizini agiklamada sikga kullanilan 6nemli bir terimdir.
Kapasite faktorunun sayisal degeri 1’den ¢ok kugUk olursa elisyon ¢ok
hizli olacagindan alikonma zamaninin tayini zorlagir., Kapasite faktorinun
20 — 30°dan blyuk olmasi durumunda ise elisyon zamani asiri uzun olur.
Idealde, kromatografik analizler kapasite faktérinin 2 < k' < 10 oldugu

durumlarda gergeklestirilir.

T'r1 t'rz
|(|1 = — |(|2 =
fo fo

1.1.1.1.1.8 AYRILMA FAKTORU

Bagil alikonma (relative retention) olarakta adlandirilir ve “a” ile sembolize
edilir. Sistemin, birbirini takip eden 2 maddeyi ayirma gucundn bir
gOstergesi olup, kapasite faktorlerinin oranidir. Mobil ve sabit fazin
ozelliklerinden ve sicakliktan etkilenir.

k'

k'

u:

Ayrilma faktort, analitin hareketli faz ile durgun faz arasindaki dagiliminin
fonksiyonudur ve degeri birden kigtk olamaz.

Bu kabul su sekilde gosterilir;

11



kH:L . kb :&

Vu Vit

Burada K; ve K bir ve iki turlerine ait dagilma sabitlerini, Vs = Durgun fazi,

Vwu = Hareketli fazi gdstermektedir.

k'2 . .

= —— cozimlenirse ;
k4

a=——— esitligl
K1

elde edilir. Burada, ikinci tur kolon igcerisinden daha uzun strede ¢iktigi icin
dagilma sabiti birinci tire gore daha buyuk olacaktir. Dolayisiyla,

K, >K; olacagi igin, a >1 olur.

12



1.1.1.1.1.9 COZUNURLUK

R ile sembolize edilir. Birbirini takip eden iki adet bilesene ait piklerin
birbirinden ayirimlarinin basarisini(oranini) gésterir. Incelen cevaplarin
allkonma zamanlari arasindaki farkin, iki pik’e ait genigliklerin (birimi

dakika) toplamina bolunmesiyle hesaplanir.

[2(trz - tR1)]
Wi + W2

Takip eden pikler icin iyi bir gozunurlikten bahsedebilmek icin hesaplanan

R degderinin 1-1,5 civarinda olmasi istenir (Sekil 4).

R;=0,8 R,=1,0 R3=1,25

SEKIL 4. Céziinirlik (R) degerinin kromatogramda piklerin ayirimi Gizerine etkisi

13



1.1.1.1.1.10 PiK SIMETRISI

Pikin simetrisi ylksekliginin %10’lik kismindan dlgllir (Sekil 5) . ideal

simetrinin degeri 1 olup, su

sekilde olgulur;
N _ . A
k Simetri = ———
i, B
- iz
Uronting ) Simetri <1 ise pik saga dogru
A yatik (fronting), Simetri >1 ise
I
;“'f pik sola dogru yatik (tailing)
._.,-'I . : :
AVE — olmak Uzere asimetrik olur
(tailing)
SEKIL 5. Kromatogramda pik simetrisinin
gOsterimi

1.1.1.1.1.11 KOLON VERIMLILiGI TANIMLAMA

Kromatografik kolonun verimliligi bant genisligi ile iliskilendirilebilir.
Numune olusumunda yer alan bilesenlerin, durgun ve hareketli faz
icerisinde dengeli bir sekilde dagildigi varsayilir. Ancak, bazi hallerde, belli
bir fazda kalis suresi diger faza gore daha uzun veya daha kisa olabilir.
Molekul sadece hareketli fazda iken ilerleyebildidi icin, durgun fazda kalig

suresi arttik¢ca bant genigligi artar.

1.1.1.1.1.12 TEORIK PLAKA SAYISI

Teorik plaka sayisi, tabaka yuksekligi ile iligkilendirilebilir. Bu iki terim

arasinda,

14



N=L/H

h x 0.044

!
WWacs Wso Wiz
N=168 (te/ Wag)® N=25(te/Wsc)> N =5545 ( tr/ Wao.5)"

SEKIL 6. Teorik plaka sayisina ait iig farkli hesaplama formulii

bagdintisi vardir. Burada, L = kolon dolgusunun uzunlugu, H = tabaka
yuksekligi, N = teorik plaka sayisidir. Teorik plaka sayisi, kolonun
doldurma materyalinin 6zellikleri ve kitle transferinin basarisi ile ilgili bir
Olcudur. Plaka sayisi artikca ve tabaka yuksekligi azaldik¢a, kolonun
ayiricihgr artar. Martin ve Synge yapmis olduklari ¢alismalarda teorik plaka

sayisi ve tabaka sayisi ile ilgili bir takim kabullerde bulunmusglardir (27).

15




1.1.1.1.2 KROMATOGRAFiIK YONTEMLERIN SINIFLANDIRILMASI

Bu yontemlerde genel olarak, hareketli faz® icindeki analit, sabit fazin®®

bulundugu matris icindeki ilerleme hizlarinin farkli olmasi sonucu

karigsimdaki diger bilesimlerden ayrilir. Burada, sabit fazin tutturuldugu
yuzey ve hareketli fazin bilesimine gore kromatografik yontemleri
siniflandirma geregi ortaya ¢ikmistir. Sabit fazin tutturuldugu yizeye gore

“Tabaka kromatografisi” ve “Kolon kromatografisi” olmak Uzere ikiye

ayrilirlar.

a) Duzlemsel kromatografi: Sabit fazin duz bir plaka veya bir kagidin
gOzeneklerine tutturuldugu ve hareketli fazin kapiler etkisi veya
yercekimi ile yurutulduga yontemlerdir.

b) Kolon kromatografisi: Burada, sabit faz kolon igerisine tutturulurken,
hareketli faz basing veya yercekimi ile matris igerisinden gegirilir.

Hareketli fazin bilesimine goére ise “Gaz kromatografisi’, “Sivi
kromatografisi” veya “Super kritik akiskan kromatografisi” olmak tzere Uge
ayrilir. Bahsedilen bu U¢ yodntemin hangisinin analiz esnasinda
kullanilacagi, genellikle c¢alisilan numunenin  molekul buyukluguyle

iligkilendirilebilir (Sekil 7).

2 Analit maddesini igeren gaz veya sivi ortam
3 Ayrimin gergeklesecegi yiizey lizerine tutturulan, iizerinde aktif gruplar bulunan dolgu maddesi.

16
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GK : Gaz Kromatografisi
SAK : Siiperkritik Akiskan Kromatografisi
YBSK : Yiiksek Performansh Sivi Kromato grafisi
JOK : Jel Olusum Kromatografisi
SEKIL 7. Numunenin molekiil agirhigina gére kullanilabilecek kromatografik ydntemler

1.1.1.1.2.1 YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi

Sivi  kromatografisinin ik  uygulamalarinda, kullanilan  tabaka
kromatografisi yontemlerinde (Sekil 2) hareketli faz, kolon icerisinde
kapiler etki veya yer c¢ekimi ile tasiniyordu. Bu ydntemlerde analitin
kolondaki ilerleme hizi dakikada milimetrenin birka¢ ondalik kesri kadar
oluyordu (46). Ayirma islemlerinin uzun slirmesi nedeniyle akis hizi
arttinlmak istenmigtir. Bu dogrultu da ilk olarak, dolgu maddeleri kolon
icine girmig ardindan basing veya vakumlama islemleri ile akis hizi
arttinimistir. Boylece, yuksek basingli sivi kromatografisi yontemi ortaya
cikmistir. Artan akis hizi, analiz suresini kisaltmis fakat ayirma verimini
dusurmesi nedeniyle uygulamada kargilagilan problemler ortaya ¢ikmistir.
Yapilan caligmalar sonucu dolgu maddelerinin partikil boyutlarini

kUgulterek verimin arttirilabilecegi bulunmustur. Gelisen teknoloji ile
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beraber kolon dolgu maddelerinin partikil boyutlart 3 — 10 ym arasina
cekilmis bu da kolon verimini yukseltmigtir. Zaman icinde; kisa analiz
sureleri, duyarhligi, ayirma verimindeki yukseklik, kompleks c¢ozeltilere
uygulanabilirligi ve kantitatif tayinlere uygulanabilirligi bakimindan diger
sivi kromatografi ydntemlerinden Ustinligli gézlemlenmis ve yuksek
performansli sivi kromatografisi adi kabul gérmustur.

Sekil 26., kolon kromatografisi yonteminde, analit maddesinin karakteristik
Ozelliklerine goére yapilan, durgun faz secimini ve analitin secilen iki faz
arasindaki hareketini ve bu tercihler sonrasinda kullanilan 6zel yontemlerin
isimlerini gostermektedir.

Yuksek performansli sivi kromatografisi, kullanilan durgun faza gére bes
sinifa ayrilir (Sekil 8b).

a) Adsorpsiyon

b) Dagima

c) lyon degistirme

d) Boyut eleme

e) Afinite kromatografisi

18
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(D) Genel simt Ozel Yontem Durgun Faz Denge Tipi
Sm kromatografisi (LC ) Sm - smveya Kat (zenne Kansmayan swilar
( hareketh faz - sw ) dagima adsorplanmis smv arasinda dagima
Sm-bagh faz Kat yizeye baglanmis Sm ve badh yizey
organik tarier arasinda dagima
Sm - kati veya Kat Adsorpsiyon
adsorpsiyon
lyon degisimi lyon dedistinci regine lyon degisimi
Boyut eleme Polimer bir katinin Dagima’eleme
gozeneklerindeki sm

SEKIL 8. (a)Sivi kromatografisi ydntemleri uygulamalari, (b) siniflandiriimasi
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1.1.1.1.2.1.1 HPLC TURLERI

1.1.1.1.2.1.1.1 ADSORPSiYON KROMATOGRAFiSi

Durgun fazin kati, hareketli fazin sivi oldugu adsorpsiyon kromatografisi,
sivi kromatografisinde en c¢ok kullanilan yodntemdir. Burada, ¢bdzgen
maddeler polarite farkliliklarina gore ylzeye adsorbe olur.
a) Durgun fazin polar oldugu durumlar
Silis ve aliminanin durgun faz olarak kullanildidi bu sistemde, polar
fonksiyonel gruplar iceren molekuller, durgun fazdaki polar gruplarla
dipol — dipol etkilesimlerine girerek yuzeye tutunduklari gibi bazende
yuzeydeki fonksiyonel gruplarla kimyasal bag olugsumuna katilirlar.
Kolon igcinde meydana gelen bu kimyasal bag olusumlari, alikonma
zamanlarini uzatmakla beraber genellikle tersinmez olup kolonda
tikanmalara sebebiyet verirler ya da kolon dolgu maddesinde
¢cbzunmelere neden olurlar (9).
b) Durgun fazin Apolar oldugu durumlar
Kimyasal bagh apolar fazlar, polar durgun fazlara gére daha kolay
hazirlanirlar. Durgun fazin polar oldugu normal kromatogramlarinin
tersine apolar oldugu igin ters faz olarak da adlandirilir. Kullanilan
durgun fazin hidrofobik oldugu bu yoéntemde kuvvetli tutunmalar
meydana gelir, bu da alikonma zamanlarini arttirir. Howard ve Martin
(15) yapmig olduklar galigmadan bu yana kullanim alanlari artan ters
faz kolonlarin avantajlari ve 6zellikleri igin pek ¢ok ¢alisma yapilmistir

(6, 9).

20



1.1.1.1.2.1.1.2 DAGILMA KROMATOGRAFiSIi

Sivi — sivi ve bagh faz kromatografisi olmak Uzere ikiye ayrilir.
Adsorpsiyon kromatografisinden farkli olarak bu yontemde durgun faz
sividir ve kolon dolgu maddesi yuzeyine fiziksel adsorpsiyonla
tutturulmustur.  Ayirim, analizlenecek maddenin her 2 sividaki
¢OzunarlGgunun farkh olmasi esasina dayanmaktadir. Adsorpsiyon
kromatografisine gore en 6nemli dezavantaji, kolonun siklikla rejenere
edilmesi geregidir. Ayrica, durgun — faz farkh sivilarda farkh ¢6zindugu

icin gradient elusyon i¢in uygulama zorluklari gorular.

1.1.1.1.2.1.1.3 iYON DEGIiISTIRME KROMATOGRAFiSi

YUKIU bir maddenin ters yukle yuklenmis kati bir sabit fazla tutulmasi
prensibine dayanir. Sabit faz genellikle asit veya baz fonksiyonel gruplari
icermektedir. iyonlarin kalitatif ve kantitatif analizleri icin etkili bir

yontemdir.

1.1.1.1.2.1.1.4 BOYUT ELEME KROMATOGRAFiSi

Analizlenecek maddelere ait molekuller boyutlarina gore ayrilmaktadir. Bu
islem icin ¢ok degisik por caplar iceren dolgu maddesiyle doldurulmus
kolonlar kullaniimaktadir. Boylece degisik caplardaki porlar birer elek gibi

davranarak maddeleri boyut(gaplarina) goére alikoymaktadir.

1.1.1.1.2.1.1.5 AFINITE KROMATOGRAFiSi

Allkonma mekanizmasi maddeye 6zgun olmakta ve anahtar-kilit modeline
uygun biyolojik materyaller dolgu malzemesi olarak kullaniimaktadir.

Maliyetinin ¢ok yuksek olmasi nedeniyle uygulama alani oldukga kisithdir.
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1.1.1.1.2.1.2 HPLC EKIPMANLARI

HPLC donanimlari temel olarak; pompa, enjektor, kolon ve dedektor
bilesenlerinden olugsmaktadir (Sekil 9). Zaman iginde analiz iglemlerini
standardize etmek ve bdylece analiz sirasinda olugsan girisimleri
engellemek igin degazir, otomatik ornekleyici, kolon firini, vb. gibi ¢ok

cesitli ara aparatlar geligtirilmigtir.

Veri Kaydi

Degasser Kolon Firini

Mobil Faz Pompa Enjektdr Kolon Dedektor Atk

SEKIL 9. Temel HPLC donanimlarini sema ile gésterilmesi

1.1.1.1.2.1.3 HPLC METODUNUN GELIiSTIRILMESI

Kullanilacak HPLC metodunun gelistiriimesi icin éncelikli olarak analizin
amaci ve gerekleri 6ne koyulmalidir. Bu baglamda, analitin fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri incelenerek kullanilacak olan dedektér, mobil faz,
durgun faz ve calisilacak olan HPLC sistemi belirlenir. Devaminda ise;
metodu gelistirmek igin ayrilacak olan zaman, enjeksiyon basina
maksimum analiz zamani, birim zamanda incelenecek olan numune
sayisl, olasi analit degradasyonlari (hidroliz, fotoliz, dehidrasyon, termoliz
vb.) ve bozunma urlnleri dngérulmelidir. Son olarak ise gegerliligin geregi
olarak tayin siniri, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik parametreleri tespit

edilmelidir. Bu baglamda bahsedilen gerekler su sekilde siralanabilir:
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e Ornege ait fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin belirlenmesi

e Ornek hazirlanmasina ait detaylarin belirlenmesi

e Dedektor se¢iminin yapilmasi

o Kromatografik ayirma kosullarinin saptanmasi

e Kromatografik kosullarin optimize edilmesi

e Muhtemel problemler i¢in 6zel ¢ozum islemlerinin saptanmasi

e Rutin laboratuvar analizleri icin metodun validasyonu

1.1.1.1.2.2 ULTRA PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSIi

UPLC kelimesi Ingilizce “Ultra Performance Liquid Chromatography”
kelimelerinin bas harflerinden olusturulmus bir kisaltmadir. Literatlre
bakildiginda UPLC® kelimesinin kromatografik donanim ve sarf
malzemeleri tedarikgisi olan Waters Coorporation fimasinin tescilli ticari
markasi oldugu gorulmektedir. Bahsi gegcen firma UPLC anlaminda ilk
donanim ve urunlerini ticarilestirirken UPLC kelimesi icinde marka tescili
almistir. Bu sebeple literaturde UPLC kelimesinin yerine UHPLC’de ayni
anlamda kullaniimaktadir. UHPLC kelimesi ise ingilizce “Ultra High
Performance Liquid Chromatography” kelimelerinin bas harflerinden
olusturulmus bir kisaltmadir. Ancak ¢odu kaynakta sikhkla UPLC ve
UHPLC kelimeleri birbirinin yerine kullaniimaktadir. Tezimiz igerisinde
kullanilacak kisaltmalarda bir kargasaya yol agmamak icin sadece UPLC
kelimesi  kullaniimistir.,  UPLC  donanimlarinin  temelde  HPLC
donanimlarinin bir sonraki nesilleri oldugu kabul edilmektedir. Bununla
beraber bazi donanimsal 6zellikler UPLC’leri HPLC’lere oldukga ustln

kilmaktadir. Bu 6zelliklerin basinda yuksek galisma basinci gelmektedir.
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UPLC donanimlari standart HPLC calisma basinci olan 400 Bar’'in ¢ok
ustinde 1250 Bar basing degerlerine kadar sorunsuz gsekilde
calisabilmektedirler. Bu sayede partikul buyukligu ve kolon i¢ ¢api ¢ok
daha kuculk analitik kolonlarla calisilabilmektedir. Ornegin HPLC kolonlari
partikil caplari Sum dolaylarindayken UPLC’lerde bu deger 1,5um
dizeylerindedir. Kolon i¢ caplari HPLC’lerde 4-5mm iken UPLC’lerde 1-
2mm dolaylarina inebilmektedir. Bu tarz tasarimsal Ustunliklerinin yanisira
UPLC kullanimi beraberinde analiz giderlerinde o6nemli faydalar
saglamaktadir. Analiz surelerinin ortalama 20-40 dakika araliginda oldugu
HPLC analizlerinin yaninda UPLC analizlerinin slresi genellikle 2-4 dakika
dolaylarinda olmaktadir. Yaklasik 10 kata kadar varan bu zaman tasarrufu
az sayida analizde belki gok 6nemli bulunmasa da ¢ok sayida ornek s6z
konusu oldugunda analiz giderlerinde ciddi tasarruflara olanak
saglamaktadir. Ornegdin zaman sikalasi kisalacagindan birim zamanda 10
kat daha fazla is yapilabilecek, enerji tasarrufu saglanacak, yaklasik 10 kat
daha az miktar atik ¢bzgen cikmasi saglanarak tehlikeli atik bertaraf
islemlerine ait maaliyetlerde ciddi tasarruf saglanabilecektir. Tum sayilan
bu faydalarinin yaninda 6zde tasarim ve kullanim prensipleri olarak

UPLC’ler HPLC’lerden ¢i1gir agacak boyutta farkli tasarimlar degillerdir.

1.1.1.1.2.3 SIVI KROMATOGRAFI'DE YONTEM GEGCERLILIiGI

“Validasyon” kelimesi ing. valid = gecerli kelimesinden turetilmekle birlikte
Tuarkge bir ifade degildir. Adi gegen kelimenin Turkge bilimsel literatlrdeki

kullaniimaya baslanan karsiligi “gecerlilik” tir. Bununla beraber hala siklikla

‘validasyon” ifadesi kullanilmaktadir. Tez c¢alismalarimizin bilimsel
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literaturde Turkge terimlerin yer edinmesine katkida bulunmasi agisindan
tezimiz genelinde “validasyon” kelimesi yerine “gecerlilik® ifadesi

kullanilacaktir.

1.1.1.1.2.2.1 ICH’E GORE YONTEM GEGERLILIGI

1.1.1.1.2.2.1.1 ICH YAPISI ve YONERGE OLUSTURMA SURECI

Analitik yontem gecerliligi calismalar tarihge agisindan incelenecek olursa
bu alanda ilk yaklasimlarin, Belgika/Bruksel'de 1990 yilinda toplanan ve ev
sahipligi Avrupa llag Endistrileri ve Birlikleri Federasyonu (European
Federation of Pharmaceutical Industries and Associations — EFPIA)
tarafindan yapilan “insanlarda Kullanilan ilaglarin Ruhsatlandiriimasi igin
Teknik Gerekliliklerin Belirlenmesi Uluslararasi Konferansi” (International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use — ICH) isimli kongrede sergilendigi
gorulmektedir.

ICH duzenleyici kurullari 6 farkh kurulus tarafindan olusturulmus bir tizel
kisiliktir. Bu kuruluslar sirasiyla,

1. Avrupa Komisyonu: Avrupa Birligini olusturan 27 aye ulkeyi
temsilen, Avrupa ila¢ Ajansi (European Medicines Agency -
EMEA)ya ait Iinsan Kullanimi igin Tibbi Uriinler Komitesi
(Committee for Medicinal Products for Human Use — CHMP)

2. Avrupa ilag Endustrileri ve Birlikleri Federasyonu (EFPIA): Merkezi
Briiksel'de bulunan Federasyon, AB’ye ait 29 Ulusal ilag Endiistrisi

Birlikleri ve Ar-Ge alaninda faaliyet gosteren ileri gelen 45 ilag
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firmasinin  katilimiyla olusturulmustur. EFPIA’nin  6ncelikli ilgi
alanlari AB Komisyonu ve EMEA ile uyum igerisindedir.

. Japonya Saglik, is ve Sosyal Yardim Bakanligi: (Ministry of Health,
Labour and Welfare, Japan - MHLW) Japonya'da ilag
ruhsatlandirma iglemlerinin  onaylanmasi ve yoOnetiimesinden
sorumlu kurumdur. ICH aktivitelerine saglanan teknik ve bilimsel
katkilar konusunda diizenlemeler 2004’de kurulan ilag ve Tibbi
Cihazlar Ajansi (PMDA) ve Saglhk Bilimleri Ulusal Enstitlsu
tarafindan koordine edilmektedir.

. Japonya ilag Ureticileri Birligi (JPMA): 20’si yabanci 75 katilimcl ile
olusturulmus bir kurum olup tamami temel Ar-Ge tabanli ilag
ureticileridir. Gorevleri arasinda rekabete dayali, uluslararasi
gelisime acik wulusal bir ilagc endustrisinin geligtirimesi ve
uluslararasi standart ve normlarin uye firmalarca uygulanmasinin
O0zendirilmesi gibi yenilik¢i gorevler bulunmaktadir. ICH ile olan
iliskiler ayni zamanda ICH Uzman Calisma Gruplar’nda (ICH
Expert Working Groups) gorev alan uzmanlardan kurulu 6zgun alt
komitelerce yurutulmektedir.

. Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA): ilaglar, biyolojik materyeller,
tibbi cihazlar, kozmetikler ve radyolojik trlnler konusunda oldukga
genis sorumluluklari olan bir kurumdur. Dudnyanin en buyuk
dizenleyici kurumu olarak ABD’de kullanima sunulan tim ilag¢ ve
ilgili Granleri konusunda sorumlulugu bulunmaktadir. ICH ile ilgili
yukimlulikleri ila¢g Degerlendirme ve Arastirma Merkezi (Center for

Drug Evaluation and Research — CDER) ve Biyolojik Urlinler
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Degerlendirme ve Arastirma Merkezi (Center for Biologics
Evaluation and Research — CBER) tarafindan koordine
edilmektedir.

6. Amerikan ilag Arastirmalari ve Ureticileri Birligi (Pharmaceutical
Research and Manufacturers of America — PhRMA): Kurulus
ABD’de Ar-Ge tabanl ilag endustrisiniu temsil etmektedir. Birlige
dye 67 ticari kurulus recgetelendiriimis ilag formulasyonlar
konusunda tasarim, sentez ve Uretim faaliyetlerinde, ayrica 24 Ar-
Ge merkezi de ayni konuda biyolojik arastirma faaliyetlerinde
bulunmaktadir. PhRMA, teskilat yapisinda yer alan Bilimsel ve
Duzenleyici Boluminin sagladigi katkilarla ICH'in faaliyetlerine
teknik girdi saglamaktadir. PhRMA'ya Uye ticari kuruluslarindan
uzmanlarin ICH’in ilgi alanlarinda faaliyet gosterebilmeleri icin 6zel
komiteler olusturulmustur.

ICH yontem gegerliligi yonergelerinin olusturuimasi 5 basamakl bir

islemler serisi olup kisaca,;

Adim 1: Uzman Calisma Grubu Uzlagma Siireci

Yonetim kurulu yeni bir konu olarak bir konsept rapor kabul ettiginde,
konsensus olusturma sureci baslar. Raportor, genellikle uzman c¢alisma
grubu(Expert Working Group) (EWG) (UCG) igindeki sanayi kuruluslarini
temsil eden saygi deger 6 Uyesi arasindan segcilir. Bu UCG dizenleme ve
sanayi kurumlari (her bir kurum ve bdlgeden oy veren bir Uye), ve
g6zlemcilerden olusur. Raportér, UCG’den secilmis uzmanlarin

goruglerine ve tasarida yer alan konulara dayanarak, kilavuz igin bir on
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yazi hazirlar. On yazi ve glncel gézden gecirmeler yorumlamalari igin
UCG uyelerine sunulur. Cogu kez, UCG konslltasyonu yazismalarla
yapilir. UCG’nin ylUz ylze yapilan toplantilari normalde sadece yilda iki
kere yapilan yonetim kurulu toplantilari esnasinda yapilir. Her Yonetim
Kurulu toplantisinda gegici raporlar olusturulur. UCG esnasinda bir
konsensus olursa Uzman Sonlandirma Raporu imzalanir ve onay verilmesi
icin yonetim kuruluna sunulur. Belirlenen slre igerisinde UCG Uyeleri
arasinda bir fikir birligi olusmaz ise ydnetim kurulu harmonizasyon
projesinin suresini uzatabilir, erteleyebilir veya tamamiyla yuararlikten

kaldirabilir.

Adim 2: Yonetim Kurulu tarafindan UGG konsensisiinin

onaylanmasi

Yonetim kurulu, UCG’nin raporu géz onune alarak, taslak kilavuz igin
teknik konularda vyeteri kadar bilimsel konsensus olustuguna karar
verdiginde Adim 2’ye ulasilir. Bu metin Adim 2 Nihai Belgesi olarak

yonetim kurulu tarafindan kabul edilir.

Adim 3: Tartigsma ve Diizenleyici Konsensiis

Taslak yayinlandigi U¢ bolgede konsultasyon konusu olur. Avrupa Birligi
(CHMP taslagi veya CVMP kilavuzu), Japonya (MHLW cevirisinden sonra)
ve ABD (Federal kayitlarda taslak kilavuz olarak yayinlandiktan sonra) ve
bu sekilde bu bolgelerdeki herkes bu taslak hakkinda yorum yapabilir. Bu
taslak, olusum asamasinda yorumda bulunamayan ICH bdlgeleri disinda

kalan alanlardaki sirketler, dernekler ve yetkililere, IFPMA ve WHO

28



tarafindan dagitihr. Boylece taslak hakkinda yorum yapma firsati bulurlar.
Konsitltasyon sonuglarinin tima toplandiktan sonra UCG c¢alismaya
devam eder. Duzenleyici kurumdan tercihen oOnceki raportorle ayni
bolgeden olmak Uzere yeni bir raportor atanir. Konsultasyon sonuglarinin
2. Adim Nihai Belge iginde yer almasi i¢in 1.Adim’ agiklanan prosedur ayni
sekilde uygulanir. 4.Adim Uzman belgesi olarak adlandirilan 3.Adim’in bir
sonucu olarak taslak dékiman olusturulur. Konsultasyonun bir sonucu
olarak UCG’nun dizenleyici ve sanayiyi temsil eden Uyeleri diizenlemeler
konusunda anlasirsa, 4. Adim Uzman belgesi sadece UCG’nun
dizenleyici tyeleri tarafindan imzalanir ve ICH ydnteminin 4. Adimi olarak
kabul edilmek Uzere yonetim kuruluna sunulur. Belirlenen stire igerisinde
UCG JUyeleri arasinda bir fikir birligi olusmaz ise ydnetim kurulu
harmonizasyon projesi igin belirlenen bu sureyi uzatabilir, guncel tasariyi
geri ¢ekebilir ve prosesin tekrar 1.Adimdan ele alinmasini isteyebilir veya

projeyi tamamiyla erteleyebilir ya da geri ¢cekebilir.

Adim 4: Harmonize edilmis 3 PartiliAB, JAPONYA, ABD) ICH

kilavuzunun Adaptasyonu

Teknik konular Uzerinde yeteri kadar bilimsel konsensus oldugu Yonetim
Kurulu tarafindan kabul edildiginde Adim 4’e ulasilir. Bir endUstri partisi,
konsensuste revize edilmis taslaktan sapmalar oldugu igin kilavuzun
kabulline siddetli bir sekilde itiraz eder ise duzenleyici partiler, revize
edilmis  taslagin  ileri  bir  konsultasyonda  degerlendiriimesini

onaylayabilirler. Bu durumda, UCG tartismalari tekrar baslatilabilir. Adim 4
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Nihai Belge harmonize edilmis 3 partili bir ICH kilavuzu olarak ICH’nin

dizenleyici partileri igin Yonetim Kurulu tarafindan onaylanir.

Adim 5: Yururluge Gegirme

Harmonize edilmis 3 partili ICH kilavuzu prosesin duzenleyici
uygulamalarini iceren son adimi i¢in acilen yururluge konur. AB, Japonya
ve ABD igerisinde, bu adim diger bodlgesel duzenleyici kilavuzlar ve
gereksinimler igin gecerli olan benzer ulusal/bdlgesel prosedirlere gore
yapilir. Yapilan duzenleyici hareketler ve uygulanma tarihleri hakkinda geri
bildirimler ICH sekretaryasi tarafindan yonetim kuruluna raporlanir ve ICH

resmi internet sitesinde yayinlanir.

1.1.1.1.2.2.1.2 ICH KILAVUZU

Avrupa Komisyonu, Japonya ve Amerika’daki dizenleyiceler ve birgok
sayidaki kompendalar arasinda siklikla karsilasilan farkhliklar arasinda
kopri kurmak igin bazi terim ve tanimlar bu kilavuzda acgiklanmistir.
Kilavuzda yer alan parametreler gozetilerek analitik bir prosedirin gegerli
kilinmasindaki hedef, istenilen sonug igin gelistirilen ydntemin uygun

oldugunun gosterilmesidir.

1.1.1.1.2.2.1.2.1 GEGERLI KILINMASI GEREKEN ANALITIiK

PROSEDUR TURLERI

A. Tanimlama testleri; Ornek icerisindeki bir analitin kesin bir sekilde

tanimlanmasi amaglanir. Bu normal olarak bir ornek o6zelliginin
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(spektrum, kromatografik davranig, kimyasal reaktivite, vb. gibi) bir
referans standarda ait ayni 6zelligin karsilastiriimasiyla yapilir.

B. Safsizlik testleri (safsizlik igerigi icin kantitatif testler ve safsizlik
kontroll igin sinir testleri); Her iki test icin de, 6érnegin saflik
Ozelliklerinin tam olarak yansitilmasi amaciyla yapilir.

C. Mustahsar urun, etkin madde veya mustahsar urin igindeki segilen
diger bilesen oOrnekleri icindeki etkin parcalarin(active moiety)
kantitatif testler; kimyasal analiz proseddurleri, verilen bir érnek
icinde var olan analitin tayinini amaclar. Bu dokuman iginde,
Kimyasal analiz yontemi: etkin madde icindeki ana bilesen(ler)in
kantitatif tayini olarak kabul edilmistir. Mistahsar Urlnler, etkin ve
diger secilen bilesen(ler) icinde benzer gecerlilik parametreleri
uygulanabilir. Yine ayni sekilde dissolusyon testleri icinde bu

parametreler kullanilabilir.

Muastahzar dran icin dissolusyon testi veya etkin madde igin partikul
blyUkligu tayin testi gibi bir cok sayida analitik prosedir olmasina
ragmen, bunlar analitik prosedurlerin gecerliligi Uzerine yayinlanan ilk
metin icerisinde yer almazlar. Yukarida tanimlanan analitk prosedurlerin
gecerliligi  kilavuzda listelenen prosedurlerin gecerliligi kadar onemli

olmamakla beraber bir sonraki dokiman igerisinde tanimlanabilirler.

1.1.1.1.2.2.1.2.2 TANIMLAR

Analitik Prosedur, uygulanan analitk yontemin nasil yapildigini gdsterir.
Uygulanan her analitik test icin gerekli basamaklarin detaylari verilmelidir.

Ornek, referans standart ve reaktiflerin hazirlanmasinin aciklanmasi,
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cihazlarin kullanimi, kalibrasyon egrisinin olusturulmasi, hesaplamalar igin

kullanilan formullerin kullanim vb. gdsterilmedir

1.1.1.1.2.2.1.2.2.1 60ZGULLUK

Var olmasi beklenen safsizliklar, bozunma drunleri, matris, vb., gibi
bilesenler icinde analitin tam olarak tayin edilebilme yetenegidir.

Ozglllik parametresi tanimlama testlerinin gegerliligi, safsizliklarin tayini
ve Kkantitatif analiz sirasinda arastinimahldir. Analitik bir prosedurin
belirlenen analit(tam ayiricilik) i¢in 6zel oldugunu gdstermek her zaman
mumkun dedildir. Bu durumda gerekli ayiricilik seviyesine ulagsmak igin 2
ve ya daha fazla analitik prosedurin bir kombinasyonun kullaniimasi

tavsiye edilir.

A. Tanimlama Testleri (Identification Tests):

Gegerli tanimlama testleri, 6rnek icinde bulunma olasihd olan benzer
yapili bilesgikler arasinda ayrim yapmak icin gerekirlidir. Bir prosedurin
ayiricih@i, analiti iceren 6rneklerden alinan pozitif sonugclarla(bilinen bir
referans madde ile karsilastirilarak olabilir) analiti icermeyen drneklerden
alinan negatif sonuglar birlestirilerek onaylanabilir. Buna ek olarak,
tanimlama testi, analite yapisal olarak benzer veya cokca yakin olan
maddelere uygulanarak onlar igin pozitif sonug alinmadigi gosterilmelidir.
Girisim yapma potansiyeli olan tirler saglam bilimsel yargilara dayanilarak

segilir.

B. Kantifikasyon ve Safsizlik Test(ler)i:
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Kromatografik prosedurler icin, temsili kromatogramlar &6zgulligu
gOstermek icgin kullanilmahdir ve bilesenler ayri ayri uygun bir sekilde
etiketlenmelidir. Diger ayirma teknikleri igin benzer kabuller verilmelidir.
Kromatografideki kritik ayirimlar uygun bir seviyede incelenmelidir. Kritik
ayirnmlar igin O6zgulluk, elusyon sureleri birbirine yakin iki bilesenin

¢ozunurlukleri verilerek gosterilebilir.

Ozgll olmayan bir kantitatif analiz ydntemi kullanildi§i durumda, diger
destekleyici analitik prosedurler genel Ozgullugu gostermek igin
kullaniimahdirlar. Ornegin, etkin madde salimi icin kantitafi analiz yontemi
olarak titrasyon metodu secildigi durumda, titrasyon metodunun

kombinasyonu ve uygun bir test metodu kullanilabilir.

Kabuller, kantitatif analizler ve safsizlik testlerinin her ikisi igcinde benzerdir.

o Safsizlik varliginda

Kantitatif analizler icin, safsizlik ve/veya yardimci maddeler varliginda
analitin ayrildigi gosterilmelidir; pratikte, bu saf maddeler ile birlikte uygun
bir seviyede safsizlik ve/veya yardimci madde siringa edilmesiyle deney
sonuglarinin bu maddelerin varligindan etkilenmediginin gosteriimesiyle
yapilir(Safsizlik siringa edilmeyen saf maddelerin deney sonuglariyla

kiyaslanarak).

e Safsizlik oimadigi durumlarda

Safsizlik veya bozunma Urunu standartlari temin edilemiyorsa, 6zgulluk,

safsizliklari veya bozunma UrUnlerini iceren drneklerin test sonugclari iyi
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karakterize edilmis bir prosedur(farmakopiel metod veya gecerli kilinmis
diger analitik proseduir) ile karsilastirilarak gdsterilebilir. Bu durumda,
ornekler ilgili stres kosullari (isik, 1Is1, nem, asid/baz hidrolizi ve

oksidasyon) altinda depo edilir.

Pik safligi testleri analitin kromatografik pikinin bir bilesenden daha fazla
pike ait olmadigini gdéstermek icin faydali olabillir (DAD veya MS gibi

dedektorler kullanilarak).

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.2 DOGRUSALLIK

Dogrusallik parametresi analitik prosedurun tayin arahdl iginde
gosterilmelidir. Dogrusallik dogrudan etkin madde (stok standart
cOzeltilerin seyreltiimesiyle) ve/veya mistahzara ait bilesenlerden tartilarak
Onerilen prosedure gore hazirlanmig sentetik karisimlar Uzerinden
calisilabilir. Dogrusallik, analit derisiminin bir fonksiyonu olarak yanit
sinyallerinin gorsel izlenmesiyle takip edilebilir. Eger dogrusal bir iligki
tespit edilirse test sonuglari uygun bir istatistiksel yontem ile (6rnegin en
kiguk kareler metodu ile regresyon dogrusunun gizilmesi ve ilgili
korelasyon katsayisi ve dogru denkleminin hesaplanmasi) degerlendirilir.
Bazi 6zel durumlarda analiz sonuglariyla 6rnek derisimleri arasinda
dogrusalligin saglanabilmesi ig¢in bir takim 6n matematiksel islemler
(donusumler) gerekebilmektedir. Standardizasyon amagli yapilan bu
islemlerde belirli bir grup veriden 6rnegin standart sapma degeri
cikariimakta ve elde edilen sonuglar aritmetik ortalamaya bolunmektedir.

Bunun gibi yapilan bu matematiksel donugstumler istatistiksel amacl ticari
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yazilimlarin hepsinde “veri indirgenmesi - data reduction” veya
“standardize-standardize et”’ gibi degisik komut ve menu isimleri altinda
mevcuttur. Regresyon dogru denklemi ve korelasyon katsayisi Uzerinden
dogrusalligin olgimlenmesi ve kiyaslanmasi mumkun olabilmektedir.
Dogrusallik hakkinda yorum vyapilirken, korelasyon katsayisi, y ekseni
kesisme noktasl, regresyon dogrusunun egimi, karelerin artik toplami (ing.
Residual sum) gibi veriler gosteriimeli ayrica veriler grafikle de
sunulmalidir. ilave olarak gercek veri noktalarinin regresyon dogrusundan
sapmasina ait analiz dogrusalligin incelenmesinde yarar saglamaktadir.
immiinoassay gibi bazi analitik ydntemler verilerin déniisiimii sonrasi cogu
zaman dogrusallik gostermedikleri icin analitik yanit, ornekte yer alan
analitin  derigsiminin  uygun bir fonksiyonu olarak tanimlanmalidir.
Dogrusalligin kontroll icin en az 5 farkli derisim degeri ICH tarafindan

onerilmektedir.

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.3 TAYIiN ARALIGI

Analitik bir prosedurun tayin arahgi; ornek igindeki analitin tanimlanan
dogruluk ve kesinlik parametrelerinde tayin edilebilen Ust ve alt derigimleri
arasindaki araliktir(Ust ve alt derisimlerini da icerir). Analitik prosedurin
uygun bir sevide kesinlige, dogruluga ve dogrusalliga sahip oldugunu

gOsterir.

Belirlenen tayin araligi dogrusallik caligmalari sonucunda tespit edilir ve
uygulanacak prosedurin amacina baghdir. Tayin arahgi, geligtirilen

analitik yontem analit iceren bir dérnege uygulandiginda veya analitik
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yontemin belirlenmis ug¢ araliklarinda caligildiginda dogrusallgin,

dogrulugun ve kesinligin kabul edilebilir bir derecesini sagladiginin

belirlenmesiyle onaylanir.

Asagidaki belirlenmis minumum araliklar goz ontunde tutulmahdir.

Etkin bir madde veya bitmis bir Urln igin yapilan Kantifikasyon
testleri igin: test derisimun +%20 Uzerinde

Benzer igerik igin(For content uniformity): Dozaj formunun niteligine
gore daha genis bir uygulama araligi secgilmezse, test derisimunun
minumum +%30 araliklarini kapsamaldir,

DissolUsyon testleri igin: Belirlenen araligin £%20 Uzerinde

Safsizlik tayini igin: Safsizhigin rapor edilen bir seviyesinden
spekifikasyonun %120’sine kadar

Nadiren gugli olan veya toksik Uureten veya beklenmedik
farmakolojik etkileri olan bilinen safsizlar igin, tayin ve niceleme

siniri safsizliklarin kontrol edildigi seviyeyle orantili olmaldir.

Kantifikasyon ve saflik tahlili birlikte yapiliyorsa ve sadece bir %100

standart kullanilmigsa, dogrusallik safsizligin rapor edilen seviyesinden

Kantifikasyon tahlili spesifikasyonlarinin  %120’si i¢in olan araligi

kapsamalidir.

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.4 DOGRULUK
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Analitik bir prosedurun dogrulugu, gergek oldugu kabul edilen bir deger

veya referans olarak kabul edilmis bir deger ile analiz sonucunda bulunan

degerin yakinliklarinin bir 6lgusu olarak tanimlanir.

Dogruluk parametresi, analitik prosedurun belirlenen tayin araligi iginde

gOsterilmelidir.

A. Kantifikasyon testleri

A. Etkin madde

Dogrulugun belirlenmesinde birgok metod kullanilir:

Bilinen bir safliktaki analit (6rn. Referans madde) igin
analitik bir prosedur uygulanarak ;

Onerilen analitik prosediriin sonuclari ile dogrulugu
tanimlanmig iyi karakterize edilmis ikinci bir metodun
sonuglarinin karsilastiriimasi;

Kesinlik, dogrusallik ve 6zgullik saglandidinda dogruluk

parametresinin saglandigi kabul edilebilir.

B. Mistahsar iriin

Mustahsar Uran bilesenlerinin sentetik karigimlari(analiz
edilmesi icin eklenmis bilinen miktarda analit) igin analitik
prosedurun uygulanmasi

Muastahsar UrGnun tum bilesenlerinin  6rneklerini elde
etmenin muimkuin olmadigi durumlarda, mustahsar Urine

analitin bilinen miktarinin eklenmesi veya elde edilen
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sonuglarin dogrulugu tanimlanmis iyi karakterize edilmig
ikinci bir metodun sonuglariyla kargilastirilmasi kabul
edilebilir;

o Kesinlik, dogrusallik ve 6zgulluk saglandiginda dogruluk

parametresinin saglandigi kabul edilebilir.

B. Safsizliklar(kantitasyon)

Dogruluk bilinen miktarda safsizlik enjekte edilen oOrnekler Uzerinden

degerlendiriimelidir.

Gergek safsizliklar ve/veya bozunma urtnlerinin érneklerini elde etmenin
mumkun olmadigi durumlarda, elde edilen sonuglarin bagimsiz bir

prosedur ile karsilastiriimasi kabul edilebilir.

Her bir safsizligin ayri ayri veya hepsinin birden nasil tanimlanmis oldugu
acik bir sekilde gosterilmelidir (6rn, agirlik/agirhk veya yuzde alan), her

durumda asil analit dikkate alinir.

C. Tavsiye edilen veri

Dogruluk, Dbelirlenen tayin araliginda 3 derisim seviyesinin Uzerinde
minumun 9 veri alinarak degerlendiriimelidir (6rn, 3 derisim noktasi i¢in 3

tekrar).

Dogruluk 6rnek icine eklenen bilinen miktarda analitin analizi yapilarak

veya ortalama ve guven araliklari ile beraber verilen kabul edilmis gergcek
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deger arasindaki fark olarak geri kazanim ylzdesi seklinde rapor

edilmelidir.

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.5 KESINLIK

Analitik bir prosedurin kesinligi, tanimlanan kosullar altindaki benzer
homojen 6rnegin ¢oklu érneklerinden elde edilen bir dizi 6lgim arasindaki
yakinhgin bir dlgusudur. Kesinlik tekrar edilebilirlik (reproducibility), gtnler
arasl! kesinlik (intermediate precision) ve tekrarlanabilirlik olmak Gzere U¢
seviyede ifade edilebilir. Kesinlik homojen, otantik ornekler kullanilarak
incelenmelidir. Ancak, saf bir 6rnegin elde edilmesinin mumkuin olmadigi
durumlarda, yapay olarak hazirlanmis 0Ornek veya O&rnek ¢ozeltisi
kullanilabilir. ~ Analitik bir prosedirun kesinligi genelde bir dizi 6lgimun

varyansl, standart sapmasi veya varyasyon katsayisi olarak tanimlanir.

A. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa bir zaman araliginda ayni analiz kosullar1 altindaki
kesinlik olarak tanimlanir. Tekrarlanabilirlik analiz ici(intra-assay) kesinlik

olarak da ifade edilebilir.

Tekrarlanabilirlik asagidakiler kullanilarak degerlendirilmelidir:

e Prosedur igin belirlenen aralikta minumun 9 tayini kapsamalidir
(6rn., 3 derisim noktasinin her biri igin 3 tekrar yapilmalidir.);
e Minumum 6 tayin igin verilerin %100 test derisimi seviyesinde

olmalidir.

B. Giinler arasi kesinlik
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Gunler arasi kesinlik, laboratuvar icindeki varyasyonlar olarak tanimlanir:

farkh glnler, farkh analist, farkli ekipmanlar, vb.

Kullanilmasi amaglanan prosedurun sartlarina bagh olarak gunler arasi
kesinligin genigletilmesi degerlendirilebilir. Rastgele olarak meydana gelen
olaylarin analitik prosedurin Kkesinligine olan etkisi bagvuru sahibi
tarafindan degerlendirilmelidir. Farkli glnler, analistler, ekipmanlar, vb. gibi
tipik varyasyonlar galisiimalidir. Bu etkilerin herbirinin ayri ayri ¢aligiimasi

gerekli degildir. Bunun yerine deneysel bir tasari (matris) kullanilabilir.

C. Tekraredilebilirlik

Tekrar edilebilirlik, laboratuvar (metodolojininin  standardizasyonu
uygulanmasi igin kullanilan igbirlik¢i laboratuvarlar) arasi kesinlik olarak

tanimlanir.

Tekraredilebilirlik, laboratuvarlar arasi bir ¢alismanin ortalamasi alinarak
degerlendirilir. Tekraredilebilirlik, analitik bir prosedurin
standardizasyonunun yapilmasi durumunda (6rn., farmakopiler igindeki

prosedure eklenmesi igin) disunulmelidir.

D. Tavsiye edilen veriler

Standart sapma, bagil standart sapma(varyasyon katsayisi) ve glven

araligi kesinligin arastirilan her bir parametresi i¢in rapor edilmelidir.

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.6 TAYIN SINIRI
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Her bir analitik prosedurun tayin siniri, ornek i¢indeki analitin nicel olarak
tam bir deger ifade etmesine gerek olmadan tayin edilebilen en disuk
miktaridir. Tayin sinirinin belirlenmesi igin entsrumantel veya entsrumantel

prosedurlere dayanan pek ¢ok uygulama vardir.

A. Gorsel degerlendirme baz alinarak

Gorsel degerlendirme enstrumantel ve enstrumantel olmayan metodlarin
her ikisi iginde kullanilabilir. Tayin siniri analitin bilinen derigimleri ile 6rnek
analizi yapilarak ve guvenilir seviyede tayin edilebilen analitin en dusuk

seviyesinin bulunmasiyla belirlenir.

B. Sinyal/Gurultii baz alinarak

Bu yaklasim sadece taban cizgisinde gurulta var olan analitik prosedurler
icin uygulanabilir. Sinyal/gurulti orani tayini, analiti bilinen dustk
derisimlerini iceren oOrnekler ile kor ornek sinyalleri karsilastirarak ve
analitin guvenilir sekilde tespit edilebilen minimum derigsimunun
belirlenmesiyle yapilir. Kabul edilebilir tahmini tayin siniri igin

Sinyal/GUrdltt oraninin genelde 3:1 veya 2:1 arasinda oldugu kabul edilir.

C. Egrinin ve Cevabin standart sapmasi baz alinarak

Tayin siniri(DL) asagidaki sekilde tanimlanabilir:

DL=3.30/S

Burada, o = cevabin standart sapmasi,S= kalibrasyon egrisinin egimini

ifade eder. Egim “S”, analitin kalibrasyon egrisinden hesaplanabilir.
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S’nin hesaplanmasi:

o Kor ¢ozeltisinin standart sapmasina baz alinarak

Kor ¢ozeltisinin verdigi analitik cevabin buyukll uygun bir sayidaki kor
orneklerinin  analizi ve Kkor cevaplarinin standart sapmalarinin

hesaplanmasiyla oOlgulur.

o Kalibrasyon egrisi baz alinarak

Spesifik bir kalibrasyon egrisi analit iceren érnekler kullanilarak DL arahgi
icinde incelenmelidir. Regresyon dogrusunun y-kesim noktasinin standart
sapmasli veya regresyon dogrusunun artik standart sapmasi(the residual

standart deviation) standart sapma olarak kullanilabilir.

D. Tavsiye edilen veriler
Tayin sinirinin  belirlenmesi icin  kullanilan metod ve tayin siniri
gosterilmelidir. DL gorsel degerlendirme veya sinyal/gurilti orani baz
alinarak belirlenmis ise, savunma (justification) icin ilgili kromatogramlarin
sunumu kabul edilebilir oldugu varsayilir. Tayin siniri igcin tahmini bir
degerin hesaplama veya ekstarapolasyon yoluyla belirlendigi durumlarda,
Bu tahmini deger daha sonra tayin sinirina yakin oldugu bilinen veya tayin
sinirl seviyesinde hazirlanan uygun bir sayidaki orneklerin analizi ile test

edilebilir

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.7 NICELEME SINIRI
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Her bir analitik prosedurin tayin siniri, uygun kesinlik ve dogruluk ile
kantitatif olarak tayin edilebilen 6rnek igindeki analitin en dusik miktaridir.
Ozellikle safsizlik velveya bozunma Urlnlerinin tayini igin kullanilan
niceleme siniri, matris igindeki duguk seviyedeki bilegikler icin yapilan

kantitatif analizin bir parametresidir.

Niceleme sinirinin  belirlenmesi igin ensrumantel veya enstrumantel

prosedurlere dayanan pek ¢ok uygulama vardir.

A. Gorsel degerlendirme baz alinarak

Gorsel degerlendirme enstrumantel ve enstrumantel olmayan metodlarin
her ikisi icinde kullanilabilir. Tayin siniri analitin bilinen derisimleri ile 6rnek
analizi yapilarak ve kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte Olgulebilen

analitin en dusuk seviyesinin bulunmasiyla belirlenir.

B. Sinyal/glriltii yaklagimi baz alinarak

Bu yaklasim sadece taban gizgisinde gurultd var olan analitik prosedurler
icin uygulanabilir. Sinyal/gurtltd orani tayini, analiti bilinen dusuk
derisimlerini iceren ornekler ile kor ornek sinyalleri karsilastirarak ve
analitin  guvenilir sekilde tespit edilebilen minimum derisimunun

belirlenmesiyle yapilir. Tipik sinyal/gurultd orani 10:1 ‘dir.

C. Egrinin veya cevabin standart sapmasi baz alinarak

Niceleme sinir(QL) asagidaki sekilde tanimlanabilir:

QL=100/S

43



Burada, 0 = cevabin standart sapmasi,S= kalibrasyon egrisinin egimini

ifade eder. Egim “S”, analitin kalibrasyon egrisinden hesaplanabilir.

o Kor ¢ozeltisinin standart sapmasi baz alinarak

Kor ¢ozeltisinin verdigi analitik cevabin buyuklugu uygun bir sayidaki kor
orneklerinin  analizi ve kor cevaplarinin standart sapmalarinin

hesaplanmasiyla oOlgulur.

o Kalibrasyon egrisi baz alinarak

Spesifik bir kalibrasyon edrisi analit iceren drnekler kullanilarak QL araligi
icinde incelenmelidir. Regresyon dogrusunun y-kesim noktasinin standart
sapmasli veya regresyon dogrusunun artik standart sapmasi (the residual

standart deviation) standart sapma olarak kullanilabilir.

D. Tavsiye edilen veriler
Niceleme sinirinin belirlenmesi icin kullanilan metod ve niceleme siniri
gOsterilmelidir. Niceleme siniri daha sonra niceleme sinirina yakin oldugu
bilinen veya niceleme siniri seviyesinde hazirlanan uygun sayidaki

orneklerin analizi ile test edilmeldir.

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.8 SAGLAMLIK

Saglamlik, farkli laboratuvarlar(is birlik¢i degil) da gelistiriien metodun

tanimlanan parametrelerinde varyasyonlara gidilmesi ile saglanir.

Olglimler analitk kosullardaki degisimlere duyarli ise, analitik kosullar

uygun bir sekilde kontrol edilmelidir veya prosedur alinan tedbirleri
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icermelidir. Bir seri sistem uygunluk parametresi ne zaman kullanilirsa
kullanilsin analitik yontemin gegerliliginin saglanmasinin kabull saglamhk

deneylerinin degerlendiriimesin bir sonucudur.

Tipik degisimlerin ornekleri sunlardir:

o Analitik ¢ozeltinin kararlihgi

e Ekstraksiyon zamani

Sivi kromatografisi kullanimi durumunda, tipik degisimlerin 6rnekleri

sunlardir:

Mobil faz pH degerindeki degisimlerin etkisi

e Mobil faz bilesimindeki degisimlerin etkisi

e Farkli kolon(farkh seri numarlari ve/veya Ureticiler)
e Sicaklik;

o Akis hizi

Gaz kromatografisi kullanilmasi durumunda, tipik degisimlerin ornekleri

sunlardir:

o Farkh kolonlar (farkl seri numaralari ve/veya Ureticiler)
e Sicaklik;

e Akis hizi

1.1.1.1.2.1.4.1.2.2.9 SISTEMLIK UYGUK TESTiI

Sistem uygunluk testi bir gok analitik prosedurin ayrilmaz bir pargasidir.

Testler ekipmanin, elektroniklerin, analitik operasyonlarin ve orneklerin
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ayrilmaz bir sistem olusturmus gibi degerlendirilirek analiz edilmesi
konseptine dayanir. Belirli bir prosedure gore kurulucak sistem uygunluk

test parametreleri gecerli kilinan prosedurin turune baghdir.

1.1.1.1.2.1.4.2 USP’YE GORE YONTEM GEGERLILIGI

Amerikan Farmakopesi (Cilt 30, 1997 — USP 30 NF 25)ne gore yeni
geligtirilen  yontemlere ait yontem gecerliligi(lmetod validasyonu)
bagvurularinin  Amerikan Farmakopesi Uzmanlar Konseyi tarafindan
incelenebilmesi icin Oncelikle yeterli duzeyde veri igeriyor olmahdir. Bu
baglamda c¢ogunlukla analitik iglemlerin kesin ve tam bir gsekilde
tanimlanmasi, igslemlere duyulan ihtiyacin belirtiimesi ve gegerliligin
saglandigina dair dokumantasyonlarin saglanmasi  gerekmektedir.
Gegerliligi sinanacak yonteme goére degismekle beraber USP’ye gore
gegerlilik icin basvurularin baslica 3 bolimden olusmasi esastir;

A. Gerekge (Rationale): Bu kisimda isleme ait ihtiyaci ve gecerliligi
caligilacak islemin yapabildikleri ve bu yontemin digerlerine tercih
edilmesinin nedenlerini tanimlanmalidir.

B. Onerilen Analitik Ydéntem (Proposed Analytical Procedure): Bu
kisim iginde uzman kigilerin sonuglari aynen tekrarlayabileceqgi
sekilde analitik yontemin eksiksiz tanimini ve standart operasyon
prosedurlerini igermelidir.

C. Veri (Data Elements): Tum analitik iglemler igin analitik gecerlilik ile
ilgili dokimantasyonu ve deneysel verilerin 6zetini (grafik, sekil,

tablo, vb) icermelidir.
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USP’ye gore rutin analitik yontem gecerliligi c¢alismalarinda kullanilan
deneysel parametreler USP’deki Tablo1’de verilmistir. Bu parametreler
sirasiyla; Dogruluk, kesinlik, 6zgunlUk, tayin siniri, niceleme siniri,

dogrusallik, tayin araligi ve saglamlik seklindedir.
1.1.1.1.2.1.4.2.1 GEGERLILIK PARAMETRELERI

1.1.1.1.2.1.4.2.1.1 DOGRULUK

Tanim: Bir analitik yontemin dogrulugu o yontem ile elde edilen verinin
gercek degere yakinhgi seklinde tanimlanabilir.
Tayini: USP’ ye gore dogruluk parametresinin tayini,

A. Etkin madde tayini,

B. Formulasyon igerisinde ilag etkin maddesi tayini,

C. Safsizliklarin tayini

gibi 3 farkl kategoride incelenmektedir.

A. Etkin madde tayininde tanimlanan yontemin, hem analizlenecek
etkin madde hem de ayni etkin maddeye ait referans standart
maddenin tayininde kullaniimasi ve elde edilen sonuglarin
karsilastirimasi ile gerceklestirilir.

B. Tanimlanan yontem ile igerisine tayin araligina uygun etkin madde
eklenmis ilag formilasyonuna ait sentetik karisimin tayininin
gerceklestiriimesiyle dogruluk parametresi kontrol edilebilir. Eger
sentetik karigimin hazirlanmasi mumkun degil ise ayni islem, ticari
olarak satilan formulasyona tayin araligina uygun etkin madde ilave

edilerek de yapilabilinmektedir.
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C. Etkin madde c¢ozeltisine veya ilag formullasyonu ¢ozeltisine
belirlenen miktarlarda safsizlik eklenerek tayin edilmelidir.
Safsizliklari ve bozunma UrUnlerini elde etmek mumkin degilse
analizler sonucunda elde edilen verilen bagimsiz bir prosedirun
sonuglariyla kiyaslanmalidir.

Dogruluk numune igerisine eklenen bilinen miktarda analitin geri

kazaniminin yuzdesi olarak veya guven sinirlari igcindeki ortalama ve

kabul edilen gercek deger arasindaki fark olarak gdsterilebilir. USP bu
konuda yapilacak tekrar sayisi ve kullanilacak farkli derisim degerleri
icin ICH’i referans almaktadir. Buna goére 3 farkh derisim degeri igin 9’ar

okuma yapilmasi onerilmektedir.

1.1.1.1.2.1.4.2.1.2 KESINLIK

Tanim: Analitik bir ydontemin kesinligi, homojen bir drnekten alinan her bir
numune igin tekrar edilen yonteme ait test sonuglari arasindaki uyumun
derecesidir. Analitik bir yontemin kesinligi genellikle bir dizi olgimun
standart sapmasi veya bagil standart sapmasi (relative standard deviation
or coefficient of variation) olarak ifade edilir. Kesinlik, normal calisma
kosullari  altinda analitk bir yontemin tekrarlanabilirik  veya
tekraredilebilirlik olarak da tanimlanabilir. Burada tekraredilebilirlik, analitik
yontemin ayni calisma kosullarini saglayabilen farkli laboratuvarlarda
kullaniimasiyla saglanir. Dayaniklilik olarak da kabul edilen gunler arasi
tekraredilebilirlik  ise analiz yontemin gelistirildigi laboratuvarda, ayni
calismada bazi cesitlemeler yapilarak saglanir (farkh operator, farkli

gunler, farkh ekipmanlar). Tekrarlanabilirlik parametresi ise kisa zaman
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periyotlari igerisinde analitik yontemin ayni laboratuvarda, ayni operator
ve ekipmanlarla birlikte kullaniimasini gerektirir.

Tayini: Analitik yontemin kesinligi, istatistiksel olarak gecerli standart
sapmanin  veya bagil standart sapmanin tahmini  degerlerini
hesaplayabilmek igin homojen bir ornekten alinan vyeterli sayida
numunenin tayin edilmesiyle saptanir.

ICHe gbre analitk yontemin tekrarlanabilirlik  parametresinin
saglanabilmesi igin belirlenen derigim araliginda minumum dokuz anlamli

veri (3 farkli derisimda en az 3 tekrar) elde edilmesi gerekir.

1.1.1.1.2.1.4.2.1.3 0ZGULLUK

Tanim: ICH kilavuzu 6zgunlagu, analitin safsizlik, bozulma drunleri ve
matris bilesenleri varliginda net bir sekilde tayin edilebilme yetenegi olarak
tanimlar.
A. Tanimlama Testi: Analitin kimyasal yapisinin ispatlanmasi
B. Saflik Testi: Uygulanan tim analitik yontemin analite ait tim
safsizlik icerigine(Agir metal limiti, Ugucu organik safsizliklar) dair
kesin bir rapor verdiginin ispat edilmesi.
C. Deney: Bir numune icindeki analitin igerigine dair tam bir sonug¢
vermelidir.
Tayini: Nitel analiz esnasinda, molekul yapilari benzer bilesiklerin ayirt
edilmesiyle gergeklestirilir. Analit ve molekll yapilari yakin (gereklilik
halinde molekill yapisi bilinen referans bir madde kullanilir) bilesenlerin

varliginda yapilan analiz sonrasi alinan veriler ile analit icermeyen numune
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icin yapilan veriler karsilastirilarak yontemin gecerliligi hakkinda yargiya
varilir.

Safsizliklar icin analitik bir yontem gelistirildigi bir durumda, 6zgullik
parametresi saglamak igin numune igerisine uygun miktarda safsizlikla
beraber etkin madde enjekte edilir ve bu safsizliklara ait uygun dogruluk
ve kesinlik parametreleri tanimlanir.

Analiz esnasinda, 6zgulluk parametresinin geregi olarak uygulanan analitik
yontemin safsizliktan ve ara maddelerden etkilenmediginin gosterilmesi
gerekir. Pratikte bu uygun miktarda safsizlik veya ara madde standardi ile
beraber etkin madde enjekte edilerek elde edilen sonuglarin safsizlik ve
ara maddelerden bagimsiz oldugunun gosteriimesiyle yapilir. Fakat bu
standarlarin  bulunmadigi  durumlarda Ozgulluk parametresi test
sonuglarinin, iyi bir sekilde tanimlanmig(farmakope veya gecerli edilmis bir
yontem) safsizlik ve bozunma Urdnlerini iceren ikincil bir metodla
kiyaslanmasiyla gosterilir.

Kromatografik bir yontemin kullanildigi durumlarda elde edilen
kromotogramlar segicilik parametresinin bir derecesi olarak tanimlanir, ve
bu kromotogramlarda gozlenen pikler uygun bir sekilde isaretlenmelidir.
Burada pikin birden fazla bilesik icermedigin gosterilmesi icin saflik testi

yapilabilir.

1.1.1.1.2.1.4.2.1.4 TAYIN SINIRI

Tanim: Belirlenen deneysel kosullar altinda numune igerisinde, guvenilir

bir sekilde tayin edilebilen minumum analit miktaridir.
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Tayini: Geligtirilen yontemin resmi yontem olarak degerlendirmek Uzere
sunulmasi durumunda, tayin sinirinin belirlemek ¢ok da gerekli degildir.
Bunun vyerine tayin sinirinin, gereken tayin seviyesinin altinda ve
ustundeki analitin bilinen derisimuyla numune analizi igin yeteri kadar
diistk oldugunun gosterilmesi gerekir. Ornegin, %0,1 saflik seviyesinde bir
tayin yapilmasi gerekiyorsa gelistirilien yontem ile bu saflik seviyesinde
guvenilir bir gsekilde tayin yapilabildigi gosterilmelidir.

Uygulanan enstrumantel analitik yontem sonucu alinan sinyalde gurultu
g6zlenmesi durumunda, analite ait gézlenebilen minumum derisim degeri
icin elde edilen sinyalle koér ¢ozeltisine ait sinyal karsilastirilir. Genellikle

kabul edilebilir sinyal/gurtlti orani 2:1 veya 3:1 ‘dir.

1.1.1.1.2.1.4.2.1.5 NICELEME SINIRI

Tanim: Niceleme sinirl, numune matrisi icinde bulunan etkin madde yigini
icindeki safsizliklar ve bitmis ila¢ icindeki bozunma Urlnleri gibi duisuk
miktardaki bilesikler igin yapilan kantitatif dlcimlerin bir gostergesidir.

Tayini: Enstrumantel bir yontem igin, kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik
deg@erlerinde analiz edilebilen analitin  minumum derisim noktasinin
goOsterilmesi  gerekir.  Gelistirilen yontemin resmi yéntem olarak
degerlendirmek Uzere sunulmasi durumunda, niceleme sinirinin
belirlemek cok da gerekli degildir. Bunun vyerine niceleme sinirinin,
gereken tayin seviyesinin altinda ve Ustundeki analitin bilinen derisimuyla
numune analizi i¢in yeteri kadar dusuk oldugunun gosterilmesi gerekir.

Ornegin, tablet bagina 0,1 mg analit seviyesinde analizin yapiimasi
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gerekiyorsa geligtirilen yontem ile bu analit seviyesinde guvenilir bir sekilde
tayin yapilabildigi gosterilmelidir.

Uygulanan enstrumantel analitik yontem sonucu alinan sinyalde gurultu
gbzlenmesi durumunda, analite ait gozlenebilen minumum derigim degeri
icin elde edilen sinyalle kor c¢ozeltisine ait sinyal karsilagtiriir. Kabul

edilebilir sinyal/gUraltd orani 10:1 ‘dir.

1.1.1.1.2.1.4.2.1.6 DOGRUSALLIK ve CALISMA ARALIGI

Dogrusallik Tanimi: Analitik bir yontemin dogrusalligi, verilen bir aralk
icerisinde degisen analit konsatrasyonuyla orantili bir sekilde degisen test
sonuglarin kesin bir sekilde alinabilme yeterliligidir.

Calisma Aralhigi Tanimi: Yazilan yontem kullanilarak, uygun bir
seviyedeki kesinlik,dogruluk ve dogrusalligin belirlenmesiyle analitin alt ve
ust sinirlarini kapsayan analitik bir yontemin araligi saptanir.
Dogrusalligin ve Calisma Araliginin Tayini: Dogrusallik, ilk olarak analit
derisimunun bir fonksiyonu olan sinyaller kromatogram Uzerine
isaretlenerek gorsel olarak incelenmelidir. inceleme sonucunda dogrusal
bir iliski gozlenirse test sonuglari istatiksel metodlar kullanilarak analiz
edili(En kiguk kareler metodu kullanilarak regresyon dogrusu gizilir.).
Regresyon dogrusundan elde edilen veriler(Korelasyon katsayisi, y-
intercept, regresyon dogrusunun egimi ) kullanilarak dogrusalligin derecesi
matematiksel olarak hesaplanabilir.

Dogrusalligin saglanmasi i¢cin minumum 5 konstrasyon noktasinda

kullaniimaldir. Ayni zaman bazi minumum araliklar sunlar olmahdir:
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Etkin madde deneyi: Test derisimunun %80’den %120’ye kadar degisen
araliginda caligiimalidir.
Safsizlik tayini: Kabul kriterinin  %50'den %120’ye kadar degisen

araliginda caligiimalidir.

1.1.1.1.2.1.4.2.1.7 SAGLAMLIK

Tanimi: Analitik bir yontemin saglamligi, yontem dokimantasyonunda
listelenen yonteme ait parametrelerdeki kig¢lik ama etkili degisimlerden
etkilenmeden kalma kapasitesinin bir Ol¢cusidir ve yodntemin normal
kullanilirken yeterliliginin bir dlgusudur. Saglamlik parametresi, analitik bir

yontem geligtirilirken tanimlanabilir.

1.1.1.1.2.1.4.2.1.8 SISTEM UYGUNLUGU

Yapilan analizlerde elde edilen sonuglar supheli c¢ikiyorsa sistemin
uygunlugu kontrol edilmelidir. ilk olarak Saglamlik ve Dayaniklilik
parametrelerinden elde edilen veriler incelenir. Sonuglarda sapmalara
neden olan tipik degiskenlerin basinda analitk ¢ozeltinin dayanikhligi, farkl
ekipman kullanimi ve farkh operator tarafindan analiz yapilmasi gelir. Sivi
kromatografinin kullanildi§i durumlarda, mobil fazin pH’i, mobil faz
bilesimi, ayni marka kolon kullaniimasina ragmen kolonun farkli bir
tedarikgiden alinmasi, calisma 1sisi ve akis hizinda meydana gelen
degisimler sonuglarda sapmalara neden olmaktadir.

Validasyon igin Gerekli Ogeler:

Gelistirilen her yontem igindeki tahmin edilemez degiskenlerden otrl

aslinda her bir yontemin kendine ait validasyon parametreleri
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belirlenmelidir. Burada sadece genel olarak kategorilendirilen testler igin
hangi gecerlilik parametrelerine sahip olmasi gerektigi gosteriimektedir.
Kategori 1: Bitmis eczacilik drtnleri icerisindeki etkin madde yiginlarinin
veya aktif korucu maddelerin temel bilesenlerinin nicel analizi igin
kullanilan analitik yontemler.

Kategori 2: Bitmis eczacilik drunleri icerisindeki etkin madde yiginlarinin
veya bozunma bilesiklerinin safsizlarinin tanimlanmasi igin kullanilan
analitik yontemler. Bu yontemler nicel analiz deneyleri ve limit testlerini
igerir.

Kategori 3: Performans 6zelliklerinin tanimlanmasi icin kullanilan analitik
yontemler(Dissollsyon testleri, ila¢ salinim testleri gibi.).

Kategori 4. Tanimlama testleri

TABLO 3. Belirlenen kategorilere gére yapilamasi gereken performans 6zellikleri

Analitik : Kategori 2 . .
Performans Katelgorl Nicel Limit Kat(:aggorl Katigorl
Ozellikleri Testleri
Dogruluk Evet Evet * * Hayir
Kesinlik Evet Evet Hayir Evet Hayir
Ozgllik Evet Evet Evet * Evet
Tayin Siniri Hayir Hayir Evet * Hayir
Niceleme *
S Hayir Evet Hayir Hayir
Dogrusallik Evet Evet Hayir * Hayir
Calisma * *
Araligi Evet Evet Hayir

* Yapilan testin 6zelliklerine gore belki gerekebilir
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1.1.1.1.2.1.4.3 CDER’E GORE YONTEM GEGERLILIGi

Kromatografik test metodlari geligtirilirken meydana gelen karigikhgin
giderilmesi igin ilag Arastirma ve Degerlendirme Merkezi (Center for Drug
Evaluation and Research) Kromatografik Yontemlerin Gegerliligi
(Validation of Chromatographic methods) adiyla Kasim 1994 tarihinde
teknik bir inceleme kilavuzu yayinlamigtir. Buna gore, metod saglamlik ve
dayaniklilk parametrelerini saglamak igin operator tarafindan geligtirilmeli
ve olusturulan bu metod gegerli kilnmalidir. Geligtirilen bu metod baska bir
operator tarafindan, farkli yer ve zamanda, esdeger ekipmanlarla ve

analitin bozunma suresi boyunca tekrar edilebilmelidir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1 GEGERLILIK PARAMETRELERI

Bu kilavuzda parametreler ters-faz HPLC teknigi kullanilarak UV
absorbansi Olgebilen analizlerle iliskilendirilmigtir. Yine burada tanimlanan

parametreler diger analiz metodlari iginde kullanilabilir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.1 DOGRULUK

Dogruluk, deneysel degerin gercek degere olan yakinhginin dlgisudur.
Metod gecerliligi icin analitik verilerin ve Calisilan drnekler i¢in yayinlanan
kilavuzda da deginildigi gibi, analitik ilag etkin maddeleri ve miistahsarlar
icin yapilana dogruluk calismalarinda tayin edilen miktarin gercek degerin
80%, 100%, 120% seviyelerinde olmasi onerilir.

Mustahsarlar icin genellikle plasebo formulasyonuna agirlikca veya
hacimce bilinen miktarda ilacin eklenmesiyle dogrusal aralikta analit tayini

yapilir. Tablet, fitil, transdermal bant gibi formulasyonlar igin etkin madde
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ile yardimci maddeler arasindaki potansiyel etkilesimlerin
degerlendiriimesiyle bulunur.

Oneriler:

Geri kazanim verilerinin, en az U¢ tekrar igin, her seviyede belirtilen
arahkta (%80, %100, %120) olmasi dnerilir. Ortalama dogrulugun tahmini

bir degeridir, BSS ise bir 6rnek analiz kesinligidir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.2 TAYIN ve NiCELEME SINIRI

Tayin Siniri:  Deneysel kosullar altinda numune igerisinde miktardan
badimsiz olarak tayin edilebilen analitin en digtuk miktaridir.

Niceleme Siniri: Deneysel kosullar altinda numune igerisinde kabul
edilebilir kesinlik ve dogrulukla tayin edilebilen en disuk analit miktaridir.
UV dedektorlerle c¢aligilirken yillar gegtikge kademeli olarak lambanin
duyarlihgin azalmasi veya dedektor Ureticisinden kaynaklanan gurulti
seviyesi farkliliklari nedeniyle dlsuk miktardaki bilesiklerin tayin
kesinliginden emin olmak zordur. Dusuk miktarlarda caligilirken her
seferinde tayin ve niceleme sinirlarinin ulasilabilir oldugu test metodu ile
gosterilmelidir. USP, tayin ve niceleme sinirini gurilti seviyesi terimi
uzerinden degerlendirse de analit tayini igin kullanilan dedektor
degistiginde gurultt seviyesinde de degisiklikler gozlenecegi icin bu bakis
acisi pek pratik degildir. Niceleme sinirinin tayini igin yapilan deneylerde
referans standart madde kullaniimasi tavsiye edilir.

Mobil faz c¢ozeltisi seyreltme c¢oOzeltisinden farkh ise taban

cizgisinde(baseline) dalgalanmalar gdzlenebilir. Bu durumda taban
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gizgisindeki bu gurultulerin ilgisiz pik olarak degerlendirimemesine dikkat

edilmelidir.

Oneriler:
a. Niceleme sinirindaki ver tekrarlanabilirlik analizi ve enjeksiyon
tekrarlanabilirlik analizi verileri.

b. Niceleme siniri dizeyinde referans standart madde kullanimi.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.3 DOGRUSALLIK

Safsizlik pikinin, ilgili etkin maddeye ait olanin yuzdesi olarak gozlendigi
durumlarda, derigsim egrisinin dogrusal olmayan bir araliginda calisiimis
ise safsizligin gozlenen degeri, safsizigin teorik degerini gergek bir
sekilde yansitmayabilir. Safsizligin ve iliskili oldugu maddenin absorpsiyon
dalga boyunun ayni oldugu durumlarda safsizlida ait referans standart
maddesi kullaniimalidir.

Oneriler:

Calisilan dogrusal aralik, test metodunun amacina goére dedisir. Birgok

durumda regresyon katsayisi “n” = 0,999 olmalidir. Grafik tGzerinde egrinin

kesim noktalari ve egri denklemi gosterilmelidir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.4 KESINLIK

Ayni analitik kosullar altinda yapilan bir dizi élgim igin kesinlik, verilerin
birbirlerine olan yakinhginin dl¢usudir. CDER kesinlik i¢in ICH’i referans
gOstermigstir. Buna gore kesinlik U¢ parametreden olusur: tekrarlanabilirlik,
gunlerarasi tekraredilebilirlik, tekraredilebilirlik.

A. Tekrarlanabilirlik:
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a) Enjeksiyon tekrarlanabilirligi
Duyarlilik, numune igerisindeki analitin derisimindeki klguk degisimleri
tayin etme yetenegidir. Duyarlilik, tekrar edilebilirlik spesifikasyonlari
monitorize edilerek kismi olarak kontrol edilebilir. Duyarlilik veya kesinlik
saf bir numunenin c¢oklu enjeksiyonlari yapilarak olgulir. Elde edilen
bilgiler gecerlilik verilerinin ve sistem uygunlugu testinin bir pargasidir. %
olarak varyasyon katsayisindaki degisimi ya da BSS gibi spekifikasyonlar,
analizin varyasyonlar sinirlarinin tanimlanmasi igin kullanilir.
Oneriler:
Metod gecerliliginin bir pargasi olarak bagil standart sapma(BSS) degeri
%1’den kiguk olan minumum 10 enjeksiyon yapilmalidir. Bu sayi ilag
salinimi ve kararlilik galismalari icin en disik “n” de@eri i¢cin n=5 olmalidir.
DusUk seviyedeki safsizliklar igin yuksek varyasyonlar kabul edilebilir.

b) Analiz tekrarlanabiliriligi (Analysis repeatability)
Bir 6rnegin ¢oklu Olgcumlerini igeren, ayni analiz kosullari altinda ayni
operator tarafindan yapilan tayinin  bagil standart sapmasi olarak
tanimlanir.

B. Giinler arasi tekrar edilebilirlik:
Gelistirilen metodun benzer 6rneklerin analizi yapildiginda ayni sonucu
verdiginin gosterilmesidir. Zamana ve kaynaklara bagl olarak metod farkli
gunlerde, farkli operator tarafindan veya farkli enstrimanlar kullanilarak
test edilebilir.
Oneriler: Dogruluk, gelistirilen metodun kesinlik parametresini gdsterir.

C. Tekrar edilebilirlik:
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ICH'in tanimi baz alinmistir. Buna gbre tekraredilebilirlik, farkl
laboratuarlarda ayni metod kullanilarak yapilan analitin analizinde elde
edilen verilerin birbirlerine olan yakinhginin dolayisiyla kesinliginin bir

Olgusuddr.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.5 TAYiIN ARALIGI

Calisilan analitin yuksek ve dusuk seviyeleri arasindaki araliktir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.6 GERI KAZANIM

Geri kazanim, ortamdaki analizi yapilan bilesik miktarinin, bilesigin teorik
miktarina oraninin yiizdesi olarak ifade edilir. ilgili bilesik(ler) icin tam geri
kazanim elde edilmelidir. Ekstraksiyon prosedurd boyunca, ilgili bilesik
basit bir sulu c¢oézeltiden kompleks krem formulasyonlarina vs. kadar
degisen araliklardaki matris formulasyonu icindeki yardimci maddelerden
ekstre edilmelidir. Genelde, basit bir 6rnek hazirlama prosediria geri

kazanimin dusuk bir varyasyonunda sonug verir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.7 SAGLAMLIK

Saglamlik parametresi ICH'e gbére tanimlanmistir. Buna gére metod
parametrelerindeki kiglk fakat istemli olarak yapilan degisimlerden
etkilenmeden kalma kapasitesinin bir 6lgusu olarak tanimlanmigtir. Kolon
yasl, kolon tipi, kolon sicakhgi, mobil faz ¢ozeltisi icindeki tamponun pH’si,
reaktifler gibi.

Oneriler:
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Saglamlik i¢in yapilan c¢alismalardan elde edilen veriler, genelde
sunulmamasina karsin, metod gegerliliginin bir pargasi olarak yapilmasi

onerilir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.8 ORNEK COZELTi KARARLILIGI

Otomatik drnekleyici kullanilan birgok laboratuarda, 6rnekler gece boyunca
analiz ¢ozeltisi icinde kalmaktadir. Bu dogrultuda o6zellikle hidroliz veya
fotoliz ile bozunmaya ugrayan ilaglar igin ¢ozelti kararliiginin gosterilmesi
gerekmektedir.

Oneriler:

Normal laboratuar kosullari altinda test yonteminin dayanikliligi icin 6rnek
cOzelti kararhligi verilerle desteklenmelidir. Tavsiye edilen ¢ozelti kararlligi
minumum 24 saat olmaldir. Cozelti hazirlanmasinin uzun surdugu ve
hazirlanan ¢ozeltinin depolanmasi gibi durumlarda kararlilik gostergesi

uzatiimahdir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.9 6ZGULLUK/SEGICILIK

Analit ortamdaki diger ilgisiz bilesenlerle girisim yapmamali ve onlardan iyi
bir sekilde ayrilmahdir. Temsili bir yiksek basingli sivi kromatogrami elde
edilmelidir ve bu kromatogramda analizi yapilan bilesigin ilgisiz bilesiklerin
her birinden ayrildigi bilinen bilesikler ve ya stres testinden elde edilen
bozunma urunleri eklenerek gosteriimelidir.

Pik safligi foto diyot dedektor kullanilarak tayin edilebilir. Pikin saf olmadigi
durumlarda, analit pikinin altinda dusuk miktarlarda var olan ilgisiz
bilesikler analitin UV spektrumuna girisim yapmayabilir veya etki

etmeyebilir.
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Oneriler:

Safsizlik test metodu, koruyucu(lar), vb. ile ilgili plasebo 6rneklerini iceren
kosullarina maruz kalmis ve kalmamig ornekler icin temsili kromotagramlar
sunulmalidir. Segiciligi gostermek igin temsili yluksek performansli sivi

kromatogram(lar)i ilgisiz bilesigin bilinen miktari eklenerek sunulmaldir.

1.1.1.1.2.1.4.3.1.10 SISTEM UYGUNLUK SPESIFIKASYONLARI VE

TESTLERI

Bu boliumdeki agiklamalar asagidaki sekil Gzerinden yapilmistir.

SEKIL10. Sistem uygunluk parametrelerinin tanimlanmasi igin temsili sinyal

Wx= Pike ait taban genisligi(taban ¢izgisinden %5 veya %10 yukseklikteki)

f= Pik maksimumu ile W genigliginin baslangi¢ noktasi arasindaki uzaklik
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to= bos hacmin veya analiz bilesigi icermeyen ¢ozeltinin kolonu terk etmesi
icin gegen sure
tr= Analitin alikonma zamani
tw= Ikincil bir pikin taban cizgisi seviyesinde 8lgiilen taban genisligi

A. Kapasite faktorii (k)
k= (tz - to) / to
Kapasite faktord, oOl0 hacim g6z oninde tutulmak kaydiyla ilgili pikin
nerede oldugunun bir dlgusudur.
Oneriler:
ilgili pik diger piklerden ve o6lii hacimden iyi bir sekilde ayriimahdir.
Genelde kapasite faktorl icin degerin k>2 olmasi istenir.

B. Kesinlik/Enjeksiyon tekrar edilebilirligi
BSS olarak tanimlanan enjeksiyon kesinligi drnek analizi sirasinda ylksek
basingl sivi kromatograf sisteminin tesisatinin, kolonunun veya gevresel
kosullarinin performansini gdsterir. Ornek hazirlanmasi asamasindaki
degisimlerler bu konu bagligi altinda degerlendirilemez.
Oneriler:
n = 5 degeri icin BSS < %1 olmalidir.

C. Bagil alikonma
a=ki/kz
Bagil alikonma iki pikin bagil konumunun bir élgusudur. (Rs) kadar gerekli

bir parametre degildir.
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Rg=1.50 Rg=2.0

SEKIL 11. R, degerleri gosterilerek piklerin ayrilmasi

D. Gozunurliik
Rs = (tre — tr1) / V2 (tw1 + tw2)
Rs, Iki pikin birbirlerinde ne kadar iyi bir sekilde ayrildiginin lgtisudiir.
Birbirine yakin allkkonma zamanina sahip pikler ile calisiliyor ise bu
parametre c¢ok yararlidir. Rs c¢alisilan iki bilesigin oraninda minimal

derecede etkilenir.

Oneriler:
ilgili pik ve allkonma zamanlarinin g¢akisma olasiliyi en yiksek pik
(safsizlik, yardimci madde, bozunma Urlnd, i¢ standart, vb.) arasindaki Rs
degerinin > 2 olmasi istenir.

E. Bant genislemesi / Kuyruklanma Faktoru (Tailing Factor —T)

T=Wx/2f
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Pik taban alaninin simetrik olmayan bir sekilde artmasiyla, pikin nerde ve
ne zaman bittiginin belirlenmesinde ve dolayisiyla pik altinda kalan alanin
hesaplanmasinda  entegratérin  karsilastigi  zorluklar  nedeniyle
kantitasyonun dogrulugu diser. ilgilenilen pikin alanin en iyi sekilde
hesaplanmasi icin entegratdor degiskenleri analist tarafindan &énceden

ayarlanmalidir. Asagidaki sekiller kuyruklanma faktoru ile ilgilidir.

Tailing factor = 1.3
Tailing factor = 3.7

Tailing factor = 4.4

SEKIL 12. Cesitli kuyruklanma faktérii degerlerinin gdsterimi

SEKIL 10. Pik kuyruklanmasinin kantitasyon iizerine etkisi
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Oneriler:
Optimum analiz igin T < 2 olmaldir.

F. Teorik Plaka Sayisi (N)
N= 16 (tr/ tw)? = L/H
Teorik plaka numarasi kolon verimliliginin bir olgUsudur. Bu da bize birim
calisma suresinde kag pik bulunabilecegdini gosterir. Burada H, veya teorik
bir plakanin esdeger yuksekligi olan tabaka yuksekligini gosterir. L ise
kolonun uzunlugunu gosterir. Pik pozisyonu, kolon partikul buyuklugd,
mobil faz akis hizi, kolon sicakligi, mobil fazin viskozitesi ve analitin
molekul agirhgi parametreleri N veya H degerlerini etkileyebilir. Sekil 51 iki
farkh kromatografik kosul altinda A,B ve C tirlerine ait cevaplari
gOstermektedir. B turtine ait pik incelendiginde pik gérinumleri ayni oldugu

durumda bile teorik plaka degerlerinin farkl oldugu gozlenir.
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R, N x
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SEKIL 14. Alilkonma zamaninin teorik plaka sayisi iizerine etkisi

Oneriler:
Teorik plaka sayisi elisyon zamanina bagh olsa da N degeri > 2000

olmalidir.

Dikkat edilmesi gereken genel noktalar:

1. Ornek ve standart mobil faz iginde ¢dzilmelidir. Eger bu mimkin
degilse, mobil faz ¢ozeltisi ile secgilen organik ¢ézicunun polariteleri
arasinda ¢ok fark olmasindan kacginiimalidir.

2. Ornek ve standart derigimleri ayni degilse yakin olmalidir.

3. Analitik prosedur boyunca ornekler standartlarla isaretlenmelidir.

enjeksiyon oncesi Orneklerin filtrasyonu zaman zaman go6zlenmelidir.

Filtrasyon kolonun tikanmasina yol agabilecek partikulleri uzaklastiracaktir.
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1.1.1.1.2.4 HPLC’DEN UPLC’YE YONTEM TRANSFERI

1.1.1.1.2.4.1 Tanimi

Gelistirme ve gecerlilik (validasyon) islemleri tamamlanmis ve tanimlandigi
enstrumental analiz teknigine ait analitik bir cihazda sorunsuz calistigi
bilinen bir analitik ydontemin gene ayni enstrumental analiz teknigine ait bir
baska cihaza (farkli model, marka veya nesil) uyarlanmasina ve sorunsuz
analiz yapilabilmesi igin ilgili gelistirme ve gecerlilik c¢alismalarinin

yapllmasina “yéntem transferi’ denilmektedir.

1.1.1.1.2.4.2 Transferde dikkate alinan deneysel parametreler

Sivi kromatografik tekniklerde HPLC’den UPLC’ye ydntem transferi
calismalarinda deneysel bazda dedistirilerek kromatograma etkisinin
incelendigi baglica deneysel degiskenler belirli olmakla birlikte belirlenmig
standart bir calisma sirasi veya onceligi bulunmamaktadir. Literaturde
takip edilen siralamalar ve tez calismalarimizdan edindigimiz deneyimler
ile asagidaki siralamanin faydali olacagini dusinmekteyiz;
1) Degisken 1: Akis hizi (HPLC igin mL/dk, UPLC igin pL/dk
dizeyinde)
2) Degisken 2: Mobil faz kombinasyonu (% h/h icerigi)
3) Degisken 3: Mobil faz pH degderi (6rnegin C18 gibi silisyum tabanli
analitik kolonlarda pH 2-3-4-5-6-7 araligi)
4) Degigken 4: Analitik kolon oOzellikleri (her seferde tek parametre
degistirmek kosuluyla kolon boyu, kolon i¢ c¢api, kolon dolgu

maddesi partikal bayalligua, por ¢api, dolgu maddesi)
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5) Degisken 5: Dedektor ozellikleri (mumkuinse ayni fiziksel 6zelliklerin
kiyaslanabilmesi icin ayni tip dedektdr kullanilmalidir. Ornegin ECD
icin duyarhlik, calisma potansiyeli, tayin modu, vb. DAD igin
duyarhlik, spektrum arahdi, S/N orani, vb)

6) Degisken 6: Analiz sdresi (run time). Piklerin ayiriminin
bozulmamasi 6n kosuluyla (minimum R21,5) analiz surelerinin
takibi.

7) Degisken 7: Genel olarak sistem uygunluk testleri. Ornegin
kromatogram ¢6zinurligu (R), pik simetrisi, allkonma zamanlari

(tr), alikonma faktérleri, vb.

1.1.1.1.2.4.3 Literatiirdeki calismalar

Literatlrde direkt olarak HPLC/UPLC ydntem transferi konusuyla ilgili veya
baska konularla ilgili olup yontem transferine de deginen sinirli sayida
¢alisma mevcuttur (3,13,15,24,32,35,39,40,41,48,53,56,59,60). Bunlardan
sadece 4 tanesi HPLC’den UPLC’ye yontem transferi ile ilgili olup detayh
deneysel verileri ve analitik tartismalari icermektedir (13,15,35,39). Bu
calismalardan 3 tanesi ayni grubun eseri olup Guillarme ve arkadaslari
tarafindan gercgeklestirilmistir (13,15,39). Guillarme ve arkadaslari yontem
transferi konusunu izokratik (13) ve gradient (15) mobil fazlar igin ayri ayr

irdelemiglerdir.

1.1.1.1.2.4.4 Mevcut ticari yaklagimlar

Kromtografik sistemlerde ydntem transferi ile ilgili yapilan ¢alismalar ve

firmalarca yayimlanan uygulama notlari (aplikasyon notlari) baz alinarak
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kromatografi konusunda c¢alisanlarin ineraktif olarak kullanabilecekleri az
sayilda web sayfasi tasarimi, ilgili kromatografi donanim ve sarf
malzemeleri saticisi firmalar tarafindan, yapilarak kullanima sunulmustur.
Bu firmalar ve ilgili web safyalarinin detaylari asagidaki gibidir;

1) Phonemex (http://www.phenomenex.com/tools/kinetexcalculator#)

2) Agilent (nttp://www.chem.agilent.com/en-US/products-services/Instruments-

Systems/Liquid-Chromatography/Pages/1200infinity cost calculator.aspx)

3) Thermo Scientific (http://www.hplctransfer.com/IsocraticMethod.aspx)

4) Waters  Coorporation  (http://www.waters.com/waters/en TR/HPLC-to-

UPLC%3A-Easy-Transfer/nav.htm?cid=10140762)

5) Sigma-Aldrich (Supelco) (http://www.sigmaaldrich.com/analytical-

chromatography/hplc/method-transfer-calculator.html)
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BOLUM II

2.1 GEREG ve YONTEM

2.1.1 KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER

2.1.1.1 STANDART MADDELER

OH H
o * N
~ Y
o
HO
o
H,C
— CH, ONa
N |
\ 7/ N—CH,
o
vy H
‘ OH
OH CH,
H
Cl o CH,
SEKIL 15. HPLC ve UPLC analizlerinde kullanilan standartlar olan
fenilefrin(A), klorfeniramin  maleat(B), asetaminofen(C)
ibuprofen’e (D) ait acik kimyasal formuller.
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2.1.1.1.1 YUKSEK SAFLIKTA STANDART MADDELER

1)
2)
3)
4)

5)

Acetaminophen, CAS [103-90-2], FW: 151.17g/mol, minimum 99.0%,
Sigma-Aldrich, A7085-100G, Batch #: 115K0098

(R)-(-)-Phenylephire hydrochloride, CAS [61-76-7], FW: 203.67g/mol,
100%, Sigma-Aldrich, P6126-100G, LOT #: 031M1736V
(¥)-Chlorpheniramine maleate, CAS [113-92-8], FW: 390.86g/mol,
100%, Sigma-Aldrich, C3025-100G, LOT #: 058K0097V

Ibuprofen sodium salt, CAS [31121-93-4], FW:228.266g/mol, =298%,
Fluka, 11892-100G, LOT #: BCBJ1499V

Ibuprofen (base), CAS [51146-56-6], FW: 206.28g/mol, 299.0%, Fluka,
58635, 10g, LOT&Filling Code: 1303685 33806079

2.1.1.1.2 ANALITIK STANDART MADDELER

1)

2)

Acetaminophen, 98.5%, Sigma-Aldrich, A3035-1VL, LOT #
051M5015V

(R)-(-)-Phenylephrine hydrochloride, 98.2%, Sigma-Aldrich, P8155-
1VL, LOT #: 041M8738V

2.1.1.1.3 REFERANS STANDART MADDELER

1)
2)
3)
4)

5)

Acetaminophen, 99.2%, Sigma-Aldrich, A3035-1VL (1g/vial), LOT #:
045K8800

(£)-Chlorpheniramine maleate, 99.8%, Sigma-Aldrich, C5172-1VL
(250mg/vial), LOT #: 074K8803

(R)-(-)-Phenylephrine hydrochloride, 99.2%, Sigma-Aldrich, P8155-
1VL (250mg/vial), LOT #: 123K8806

Chlorpheniramine maleate, 99.5%, Fluka, PHR1016-500MG, LOT #:
P500016

Ibuprofen, 99.9%, Fluka, PHR1004-1G, LOT #: P500004

2.1.1.2 MOBIL FAZ GOZELTIiSI

Bu agsamada HPLC ve UPLC analizleri igin kullanilan ¢ézgen maddeler HPLC

yontemi icin kabul edilen saflik derecesinde olup Sigma — Aldrich’in MeOH

(Metanol) ve Merck’in Ach (Asetonitril) ¢gdzgenleri kullaniimigtir. 50mM PBS

cOzeltisinin haizrlanmasinda ultra saf su ve analitik saflikta KH,PO, ile

K;HPO, veya NaH,PO, ile NaHPO, susuz (anhidrik) tuzlar kullaniimigtir.

Tartim hesaplamalari su sekildedir:
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KH,PO4: 1,36 g/L + Ky;HPO,4: 6,96 g/L = 1L suda ¢ozulur veya NaH,POy,:

1,19 g/L + NaHPOy: 5,67 g/L = 1L suda ¢ozulur.

2.1.1.3 SEYRELTME GOZELTISI

HPLC safliginda Sigma — Aldrich’in MeOH (metanol) ve Merck’ in Ach

(asetonitril) cozgenleri kullaniimistir.

2.1.1.4 ELEKTROT ON TEMIZLIK COZELTiSi
Sigma-Aldrich’in %95-99 (ag/agd) H,SO4 (Sulfurik asit) ¢ozgeni kullaniimistir.
Elektrot yuzeyini temizlemek igin Al,O3 (Alimina) temizlik c¢ozeltisi

saglanmistir.
2.1.2 KULLANILAN DONANIM

2.1.2.1 HPLC DONANIMI

Yapilan bu ¢calisimda Agilent 1100 serisi HPLC sistemi kullaniimigtir. Sistem
olusumunda yer alan bilesenler sunlardir:
e [zokratik pompa (G1310A isocratic pump)
e 20 pL loop hacimli manuel enjektor (G1328A Rheodyne 7725i)
e Analitik Kolonlar:
1) Macherey-Nagel marka 250/4,6 Nucleosil C18 100-5 (Seri
No. 2065339, Parti No. 21302092)
2) Hichrom marka 250/4,6 Nucleosil C18 250-5 (Seri No. HI-
5C18-3086, Parti No. Y1102)
3) Thermo marka ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5uym
partikiil capi, 80A por capi

e ECD (HP1049 A programmable electrochemical detector),
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e Kromatografik veri isleyici yazilimi (HP Chemstation for LC Rev. 06.

03[509]).

2.1.2.2 UPLC DONANIMI

Tez galismalarinda kullanilan UPLC sistemi Thermo Accela serisi olup, 1250
pompa (60057-60111, seri no: 925182), 5 uL loop’lu otomatik ornekleyici
(60057-60020, seri no: 750653), 5 cm LightPipe™ akis hicreli PDA dedektor
(60057-60141, seri no: 940128) ve kromatografik yazilimdan (Thermo
Xcalibur 2.1.0.1139) olusmaktadir. UPLC sistemiyle birlikte kullanilan analitik
kolon Thermo Syncronis C18 model olup boyutsal 6zellikleri, 50mm (uzunluk)
X 2,1mm (i¢ ¢cap), 1,7um (partikiil capi), 100 A (por capi) seklindedir. UPLC
analizlerinde HPLC analizlerinde kullanilan mobil fazlar aynen kullaniimigtir;
Mobil Faz1l: MeOH-50mM PBS 75-25% (h/h) ve Mobil Faz2: Ach-50mM PBS

30-70% (h/h) seklindedir.

2.1.2.3 ELEKTROKIMYA DONANIMI

Kullanilan elektrokimyasal donanim Bioanalytical Systems (BAS, West
Lafayette, USA) 100B/W electrochemical workstation potentiostat (seri no:
1511) olup C3 hucre standi (cell stand) (seri no: 1306) ve PA-1 dusuk akim
modult  (preamplifier low current module) (seri no: 983) ile birlikte
calistinimistir.  Elektrokimyasal hucredeki 6lgim ¢ozeltisinde bulunan
¢6zunmuUs oksijen (O,), saf azot gazi (N) kulanilarak uzaklastiriimigtir. N ile
muamalenin etkili olabilmesi igin elektrokimyasal hiicre, Teflon®(PEEK)
adaptor ile dig ortamdan yalitilmis ve bu sayede uzaklastirilan ¢dézinmus
O2'nin hucre icerisine ortam atmosferi ile tekrar geri donmesi engellenmigtir.

Kullanilan Teflon®(PEEK) adaptériin bir fonksiyonu da kullanilan Giglii elektrot

73



sistemini tagimaktir. Uglu elektrot sistemi igin kullanilan elektrotlar Ag/AgCI
referans elektrodu(BAS RE-5B with flexible connector, part # MF-2052),
platin tel yardimci elektrot (BAS, 6cm with gold-plated connector, part # MW-
4130) ve camsi karbon c¢alisma elektrodu’dur(BAS GCE, 3.0 mm dia., part #

MF-2012).

2.1.2.4 SPEKTROFOTOMETRE DONANIMI

Thermo Evolution Array spektrofotometre (seri no: EA 1002017) ve Thermo

VISIONCcollect (v. 1.5) yazilimi

2.1.2.5 DIGER DONANIMLAR

e Manyetik karistirici (NUVE — MK 20)
e Hassas Terazi (A&D HR - 120, seri no: 12202311 )
e Ultrasonik Su Banyosu (Bandelin Sonorex — Grate-Typ RK 52, seri no:

311.00025818.014)
2.1.3 YONTEM

2.1.3.1 ON TEMIZLIK iSLEMI

Deneyde kullanilan cam aparatlar once Uger kez sebeke suyu ile temizlendi.
Ardindan Uger kez saf su ile temizlendikten sonra U¢ kez de metanol ¢ézgeni

ile temizlendi.

2.1.3.2 ELEKTROT ON TEMIZLIK GOZELTIiSIiNIN HAZIRLANMASI

Elektrotlara ait on temizlik calismalari 0,5 M H,SO, c¢oOzeltisinde
gergeklestirildi. Bu amacla 10 mL 0,5 M H,SO, ¢ozeltisi hazirlayabilmek igin

ylizdesi %95-99 (ag/ag) ve yodunlugu 1,840 g/dm® olan stok H,SO,
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¢Ozeltisinden 0,280 mL alinarak hacimle (10 mL) HPLC safliginda su ile

tamamlandi.

2.1.3.3 CAMSI KARBON ELEKTROT ON TEMIZLiK iSLEMi

GCE yuzeylerindeki safsizliklarin temizlenmesi ve giderilmesi islemidir. Bu
amagla c¢alismamizda, GCE’un fiziksel temizligi 6nce alimuna (Al,O3)
suspansiyonu damlatiimig parlatma bezi ylzeyine surtulerek 1 dakika
boyunca On temizlik isleminin ikinci basamagi olarak GCE’'a 0,5 M H,SO,
cOzeltisinde, 30 saniye, +1.9 V (Ag/AgCl’' e karsi) potansiyel uygulandi. Bu
sekilde yukseltgenerek temizlenen safsizliklar giderildi. Daha sonra 10 dakika
sureyle(kararli voltamogram elde edilinceye kadar) -0,25 V ile +1.1 V
araliginda 100 mV/saniye’lik tarama hiziyla déntisimli voltametri uygulandi.
Bdylece hem negatif potansiyelde indirgenen safsizliklar hem de pozitif
potansiyelde yikseltgenen safsizliklar temizlendi. On temizlik isleminin son
basamagi olarak GCE ultrasonik su banyosunda 5 dakika streyle temizlendi.
On temizlik islemi tamamlanan elektrotlar distile suyla yikanarak kullanima

hazir hale getirildi.

2.1.3.4 HPLC MOBIL FAZ COZELTISININ HAZIRLANMASI

UPLC analizlerinde HPLC analizlerinde kullanilan mobil fazlar aynen
kullanilmigtir; Mobil Fazl: MeOH-50mM PBS 75-25% (h/h) ve Mobil Faz2:
Ach-50mM PBS 30-70% (h/h) seklindedir. MF1 mobil faz hazirlama
asamasinda ilk asamada 750 mL MeOH ve 250 mL 50mM PBS (pH 6,0)
¢ozgenleri kalibre edilmis mezur ile alinarak mobil faz sisesi igerisine aktarildi
ve burada homojen bir sekilde karigsmasi saglandi. Son olarak HPLC mobil

faz c¢ozeltisi off-line de-gaz sistemi igerisinde (ultrasonik su banyosu) 30
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dakika suUreyle ¢oziunmuUs gazlarindan kurtarilarak de-gaz iglemi
gerceklestirildi. MF2 icin de benzer islemler gerceklestiriimistir. Burada 1L igin

alinan prosiyonlar 300 mL Ach ve 700 mL 50mM PBS (pH 6,0) ¢dzgenleridir.

2.1.3.5 STANDART GOZELTIiSINiIN HAZIRLANMASI

Standardizasyon asamasinda kullanilan her bir standart reaktifinin 10*M’lik
100mL’lik c¢ozeltileri mobil faz icerisinde c¢ozllerek hazirlandi. Ardindan
hazirlanan bu c¢ozeltiler, kalibrasyon noktasi elde etmek igin mobil faz
cozeltisi ile istenilen oranda seyreltilerek 5x10°, 10®° ve 10°M’lik standart
¢ozeltiler elde edildi. Yapilan seyreltme iglemlerinde maksimum duyarlilik i¢in
pipet kullanimlarina sinirlandirma getirildi.

Yapilan iglemler esnasinda hazirlanan standart ¢ozeltilerinin 1s1 ve 1sik ile
temasi minimize edilmeye caligildi. Bu baglamda hazirlanan ¢ozeltiler
aliminyum folyo ile sarili ve kar dolu baska bir kap icerisinde buzdolabinda

bekletildi. 1’er saat aralarla kap igerisindeki kar tazelendi.
2.1.3.6 ANALIZ COZELTIiSININ HAZIRLANMASI

2.1.4 OLCUM iSLEMLERI

2.1.4.1 ELEKTROANALITIK OLCUMLER

2.1.4.1.1 DONGUSEL VOLTAMETRI (CV)

GCE ile standart maddelerin yukseltgenme potansiyellerinin oOlglimesi
amaciyla, 24 £ 2°C 'de, 0 ve +1500 V araliginda (Ag/AgCle karsi), 50
mV/saniye’lik tarama hiziyla, 1 veya 5 mM standart maddesi iceren 10 mL’lik
mobil faz ¢ozeltisi igerisinde ¢alisildi. Mobil faz olarak MF1 ve MF2 ¢ozeltileri

kullaniimistir. Elde edilen veriler bin. dosyasi halinde kaydedildi.
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2.1.4.1.2 DIFERANSIYEL PULS VOLTAMETRISi (DPV)

GCE ile standart maddelerin yukseltgenme potansiyellerinin Olgulmesi
amaciyla, 24 + 2°C ’de, 0 ve +1500 V araliginda (Ag/AgCl'e karsi), 50
mV/saniye’lik tarama hiziyla, 1 veya 5 mM standart maddesi iceren 10 mL’lik
mobil faz ¢ozeltisi igerisinde ¢alisildi. Mobil faz olarak MF1 ve MF2 ¢ozeltileri

kullaniimistir. Elde edilen veriler binary (.BIN) dosyasi halinde kaydedildi.

2.1.4.2 SPEKTROFOTOMETRIK OLGUMLER

Spektrofotometrik analizler 24 + 2°C sicaklikta yapilmigtir. Mobil faz olarak
Mobil faz olarak MF1 ve MF2 g¢ozeltileri kullanilmistir. Olglimler esnasinda
200 — 600 nm arahginda spektrum kaydi alinmistir. PDA 6zelligine sahip
spektrofotometre sayesinde istenilen dalgaboyunda tayinlerin sonradan
gergeklestiriimesi mumkin olabilmektedir. Elde edilen veriler Thermo Vision

Collect yazilimiyla kaydedilmigtir.
2.1.4.3 SIVI KROMATOGRAFiIK OLCUMLER

2.1.4.3.1 HPLC OLGUM TEKNIGI

HPLC analizleri, 24+2°C sicaklikta, 1,0 mL/dk akis hizinda, C18 analitik kolon
ile mobil faz olarak MF1 ve MF2 ¢bzgen sistemleri varliginda, 20uL sabit
hacimli manuel enjektor vasitasiyla gergeklestiriimigtir. Analiz agamasinda
kullanilan elektrokimyasal dedektér (ECD) ile galisma potansiyeli olarak
+1200 (MF1) veya +900 (MF2) mV’da ( Ag/AgCl elektroduna karsi, 0,5uA full
scale) calisilmigtir. ECD ile amperometri modunda kayit alinarak analit
maddesinin yukseltgenme degerleri olgtldi. Calhsimda kullanilan mobil faz
bilesimi, de-gaz isleminden gecirildi. Ayirimi yapilan tiUm bilegiklerin tanimi,

standardinin  6zgul allkonma zamanlarina (retention time, tg) gore
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gerceklestirildi. Kullanilan analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,

250mmx4.6mm, 5um partikil capi, 80A por gapi.

2.1.4.3.2 UPLC OLGUM TEKNIGI

UPLC analizleri, 24+2°C sicaklikta, 100-500 yL/dk akis hizi araliginda, C18
analitik kolon ile mobil faz olarak MF1 ve MF2 ¢bzgen sistemleri varliginda,
2-10uL degisken hacimli otomatik enjektér vasitasiyla gercgeklestiriimistir.
Kullanilan analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100

A por capi.

2.1.4.3.3 STANDART GOZELTILERIN TAYINi

Analiz iglemlerine gecilmeden 6nce kor enjeksiyonu yapildi. HPLC sisteminin
basinci ve ortam isisi kontrol edilerek analiz kosullari optimize edildi.
Baslangigta, numuneye ait allkonma zamani ve absorpsiyon maksimumumu
tayini icin yUksek bir derisim degerinde enjeksiyon yapildi ve sonuglar
kaydedildi. Her bir derisim noktasi igin tespit edilen parmak izi degerleri i¢in
ECD dedektorden alinan yanitlarin ortalama, standart sapma ve bagil

standart sapma degerleri hesaplandi.
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BOLUM 11l

3.1 BULGULAR

3.1.1 ELEKTROKIMYASAL BULGULAR

3.1.1.1 PARASETAMOL BULGULARI

35.BIM
=20 L

Current, uA

] ] ! !
[u] +H1.2 +0.4 +0.5 +0.2 +1.0 +1.2 +1.4

Fotential W

SEKIL 16. 50mM PBS (pH 6,0) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM
parasetamol’e ait tipik DPV voltamogrami.
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68.BIN
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Current, uA
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0.45 T T T T T T
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SEKIL 17. %10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM PBS
(B) ve %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) ¢6zgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis
1mM parasetamol’e ait tipik DPV voltamogramlari.
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110.81M
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Current, uA
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o +0.2 0.4 +0.6 +1.5 +1.0 +1.2 +1.4

Potential v

P20A120.BIM
L

Current, uA

| T | | T
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Potential v

115.81H

Current, uA

T T | T | T
u] +H1.2 +H1.4 +H1.5 +0.2 +1.0 +1.2 +1.4

Potential Vv

SEKIL 18. %10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6,0) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B) ve
%50-50 (h/h) Ach-50mM PBS (C) c¢ozgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM
parasetamol’e ait tipik DPV voltamogramlari.
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3
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SEKIL 19. %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS ¢dzgen sisteminde GCE elektrotla elde edilmis
1mM parasetamol’e ait tipik anodik (A) ve katodik (B) CV voltamogramlari
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3.1.1.2 KLORFENIRAMIN MALEAT BULGULARI

=20.B1M

Current, uA

] T T T
u] +1.2 +0.4 +1.6 +1.2 +1.0 +1.2 +1.4

FPotaential

SEKIL 20. 50mM PBS (pH 6,0) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM
klorfeniramin maleat’a ait tipik DPV voltamogrami.
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SEKIL 21. %10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM PBS
(B) ve %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) ¢6zgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis
1mM klorfeniramin maleat’a ait tipik DPV voltamogramlari.
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SEKIL 22. %10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6,0) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B)
ve %50-50 (h/h) Ach-50mM PBS (C) ¢6zgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM
klorfeniramin maleat’a ait tipik DPV voltamogramlari.
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3.1.1.3 FENILEFRIN HIDROKLORUR BULGULARI

40.81H
=15

12 4

Current, uA

I I T I
[u] +1.2 +0.4 +0.5 +1.5 +1.0 +1.2 +1.4

Potential W

SEKIL 23. 50mM PBS (pH 6,0) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM fenilefrin
hidroklorir’e ait tipik DPV voltamogrami.
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SEKIL 24. %10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM PBS
(B) ve %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) ¢ozgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis
1mM fenilefrin hidrokloriir'e ait tipik DPV voltamogramlari.
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SEKIL 25. %10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6,0) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B) ve
%50-50 (h/h) Ach-50mM PBS (C) c¢ozgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM
fenilefrin hidrokloriir’e ait tipik DPV voltamogramlari.
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3.1.1.4 IBUPROFEN BULGULARI
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SEKIL 26. 50mM PBS (pH 6,0) tamponunda GCE elektrotla elde edilmis 1mM
ibuprofen’e ait tipik DPV voltamogrami.
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SEKIL 27. %10-90 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A), %50-50 (h/h) MeOH-50mM
PBS (B) ve %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (C) ¢ozgenlerinde GCE elektrotla elde
edilmis 1mM ibuprofen’e ait tipik DPV voltamogramlari.
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SEKIL 28. %10-90 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6,0) (A), %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (B)
ve %50-50 (h/h) Ach-50mM PBS (C) ¢6zgenlerinde GCE elektrotla elde edilmis 1mM
ibuprofen’e ait tipik DPV voltamogramlari.

91




3.1.2 SPEKTROSKOPIK BULGULAR

3.1.2.1 PARASETAMOL BULGULARI
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SEKIL 29. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS
(pH 4,0) (B) cozgen sistemlerinde elde edilmis 1mM parasetamol’e ait tipik UV-Vis
spektrumlari.
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3.1.2.2 KLORFENIRAMIN MALEAT BULGULARI
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SEKIL 30. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS

(pH

4,0) (B) ¢ozgen sistemlerinde elde edilmis 1mM klorfeniramin maleat’a ait tipik

UV-Vis spektrumlari.
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3.1.2.3 FENILEFRIN HIDROKLORUR BULGULARI
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SEKIL 31. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS
(pH 4,0) (B) cozgen sistemlerinde elde edilmis 1mM fenilefrin hidroklorir’e ait tipik
UV-Vis spektrumlari.
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3.1.2.4 IBUPROFEN BULGULARI
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SEKIL 32. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) (A) ve %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS
(pH 4,0) (B) cozgen sistemlerinde elde edilmis 1mM ibuprofen’e ait tipik UV-Vis

spektrumlari.
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3.1.3 KROMATOGRAFIK BULGULAR

3.1.3.1 HPLC BULGULARI

ECD1 A, Amperometry, Pot=1.200 (ANTIFLUISTD00198.0)

PA(t,=25,65dk)

SEKIL 33. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) ¢dzgen sisteminden olusan Mobil Faz-1'de
elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidrokloriire ait tipik HPLC-ECD
kromatogramlari. Akis hizi 0,2 mL/dk, Ecaisma: #1200 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon:
Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi.
Alikonma zamanlari: 22,60 dk fenilefrin hidroklorir ve 25,64 dk parasetamol.
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ECD1 A, Amperometry, Pat=1.200 (ANTIFLUISTD00198.0)
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SEKIL 34. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) ¢6zgen sisteminden olusan Mobil Faz-1'de
elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidrokloriire ait tipik HPLC-ECD
kromatogramlari. Ecaisma: #1200 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,
250mmx4.6mm, Sum partikiil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Akis hizinin
kromatogramda alikonma zamanlarina etkisi.
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ECD14, Amperomely, Pe=1200 (ANTIFLUSTOOI205D)
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SEKIL 35. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6) ¢dzgen sisteminden olusan Mobil Faz-1’de

elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin

hidrokloriur’'e

tipik HPLC-ECD

kromatogramlari. Akis hizi 1,0 mL/dk, analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm,
S5um partikil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Calisma potansiyelinin kromatograma

etkisi.
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SEKIL 36. Degisik c¢dzgen sistemlerinden olusan mobil fazlarda elde edilmis 10°Mm
parasetamol ve fenilefrin hidroklorir’e ait tipik HPLC-ECD kromatogramlari. Akis hizi 1,0
mL/dk, . Ecasma: +1200 mV (Ag/AgCl'e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,
250mmx4.6mm, Spm partikil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Mobil faz
kompozisyonunun kromatograma etkisi.
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ECD1 A, Amperomelry, Pot=1.200 (ANTIFLUSTD00243D)
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SEKIL 37. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS c¢dzgen sisteminden olusan mobil fazlarda elde
edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidrokloriir'e ait tipik HPLC-ECD kromatogramlari.
Akis hizi 1,0 mL/dk, . Ecisma: #1200 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2
Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Mobil faz pH
degerinin kromatograma etkisi.
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*ECD1 A, Amperometry, Pot=1.200 (ANTIFLUASTDO0O0203.D)
[ 1 *ECD1 A, Amperometry, Pot=1.200 (ANTIFLU\STD0O0204 .D)
1 *ECD1 A, Amperometry, Pot=1_200 (ANTIFLU\STD0O0206 D)
1 *ECD1 A, Amperometry, Pot=1.200 (ANTIFLU\STDO0O0207 D)
1 *ECD1 A, Amperometry, Pot=1.200 (ANTIFLU\STDO0O0208.D)
[ 1 *ECD1 A, Amperometry, Pot=1_.200 (ANTIFLU\STDO0O0209.D)
1 *ECD1 A, Amperometry, Pot=1_200 (ANTIFLU\STD00210.D)
| *ECD1 A, Amperometry, Pot=1_200 (ANTIFLU\STD00211_.D)
___| *ECD1 A, Amperometry, Pot=1.200 (ANTIFLU\STD00212 D)
__ 1 *ECD1 A, Amperometry, Pot=1.200 (ANTIFLU\STDO0O0213.D)
nA B
100
80 |
60 .
40
20
o
(0] é A‘I- ‘min
o . Fe pik Pa pik
Dosya Adi | (R (F&)-pik | tr (PA)/pik | iy cobiisi- yiiksekligi- | Ortaanis | Ortalants
simetrisi simetrisi (Fe) (Pa)
alani alani
STD00203.D | 3,77-0,84 4,29-1,23 54,8-316,7 36,6-249,8
STD00204.D 3,78-0,83 4,29-1,20 54,1-318,8 35,8-246,3
STD00205.D 3,78-0,86 4,30-0,89 59,8-350,1 37,5-215,1
STD00206.D | 3,79-0,85 4,30-0,98 56,7-333,6 37,2-229,7
STD00207.D 3,77-0,85 4,29-1,15 60,7-348,7 39,9-258,2
345,29+19,2 | 234,94+15,0
STD00208.D 3,77-0,93 4,29-1,09 62,1-376,0 38,9-242,0 ! ’ ! '
' ' ' ' ' ' ! ' (%CV=5,56) | (%CV=6,38)
STD00209.D | 3,80-0,84 4,31-0,88 59,1-330,6 37,6-209,8
STD00210.D | 3,90-0,88 4,41-0,91 62,0-370,4 42,0-240,1
STD00211.D 3,79-0,81 4,31-0,95 61,1-353,5 42,4-240,2
STD00212.D 3,90-0,81 4,31-0,89 59,4-330,2 42,1-239,0
STD00213.D 3,91-0,83 4,32-0,92 60,9-369,6 36,0-214,2

SEKIL 38. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°Mm parasetamol (PA) ve fenilefrin hidrokloriir'e (FE) ait tipik HPLC-ECD
kromatogramlari. Akis hizi 1,0 mL/dk, . Ecauisma: #1200 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon:
Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi.
Gun ici tekrarlanabilirlik calismasi (n=11).
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PE(t.=4,58dk)

ECD1 A Amperometry, Fot=0.900 (ANTIFLUTSTDO0Z76.D)

PA(t,=5,68dKk)

SEKIL 39. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
(Mobil Faz-2) elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidrokloriir’e ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Akis hizi 1,0 mL/dk, . E.isma: #900 mV (Ag/AgCl'e karsi), analitik kolon:
Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikiil capi, 80A por ¢api. 20uL loop hacmi.

ECD1 A, Amperometry, Pot=0.900 (ANTIFLU\STD00276.D)
Norm.

120 4
100
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W
40 A

5

S

35 Jul

Pa pik Fe pik . .
Dosya Adi yiiksekligi- yiiksekligi- Ort z;lanis Ort elélanis Ort )lguk.is Ort l)éuk.is
alani alani (Pa) (Fe) (Pa) (Fe)
72,9-581,1 45,6-295,9
75,3-591,2 45,7-288,9
STD00276.D 75,3-675,9 51,0-357,4 | 607,43+32,51 | 320,86+28,03 | 74,9+0,93 | 48,97+2,63
' 75,5-605,4 51,2-345,9 (%CV=5,35) (%CV=8,73) | (%CV=1,24) | (%CV=5,37)
74,8-609,8 52,1-342,0
75,6-581,2 48,2-295,1

SEKIL 40. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢ézgen sisteminden olusan mobil fazda (Mobil
Faz-2) elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidroklorire ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Akis hizi 1,0 mL/dk, . Ecaisma: +900 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon: Thermo
ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Giin ici
tekrarlanabilirlik calismasi (n=6).
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ECD1 A, Amperometry, Pot=0.900 (ANTIFLU\STD00275.D)
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SEKIL 41. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda (Mobil
Faz-2) elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidrokloriir'e ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Ecusma: #900 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,
250mmx4.6mm, 5Sum partikiil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Akis hizinin
kromatogramda alikonma zamanlarina etkisi.
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ECD1A, Amperometry, Pot=0.900 (ANTIFLUISTDOUZTS.0)
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SEKIL 42. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢ézgen sisteminden olusan mobil fazda (Mobil
Faz-2) elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidroklorire ait tipik HPLC-ECD
kromatogrami. Akis hizi 1,0 mL/dk, analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm,
Sum partikil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Calisma potansiyelinin kromatograma

etkisi.
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ECD1 A, Amperometry, Pot=0 900 (ANTIFLUISTOOR275.0)
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SEKIL 43. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS c¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda (Mobil Faz-2)
elde edilmis 10°M parasetamol ve fenilefrin hidrokloriir’e ait tipik HPLC-ECD kromatogrami.
Akis hizi 1,0 mL/dk, Ecaisma: #900 mV (Ag/AgCl’e karsi), analitik kolon: Thermo ODS-2 Hypersil,
250mmx4.6mm, S5um partikiil capi, 80A por capi. 20uL loop hacmi. Mobil faz pH degerinin
kromatograma etkisi.
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3.1.3.2 UPLC BULGULARI

i
PA |14R‘.||=1 ,62dk

|

Time (min)
SEKIL 44. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M parasetamol’e (PA) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 100uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis €18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. 10uL loop
hacmi.
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SEKIL 45. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 100uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. 10uL loop
hacmi.
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SEKIL 46. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢bzgen sisteminden olusan mobil fazda

elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 100pL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por
capl. 10uL loop hacmi.
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SEKIL 47. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda

elde edilmis 10°M parasetamol’e (PA) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500pL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis €18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. 10uL loop
hacmi.
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SEKIL 48. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda

elde edilmis 10°M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500pL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. 10uL loop
hacmi.
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SEKIL 49. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.

Akis hizi 500pL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por
capl. 10uL loop hacmi.
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SEKIL 50. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M parasetamol’e (PA) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500uL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por capi. SpL loop hacmi.
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SEKIL 51. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Akis hizi 500pL/dk.
Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por capi. SuL loop hacmi.
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SEKIL 52. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 500puL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por

capl. 5uL loop hacmi.
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SEKIL 53. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 200uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por
¢apl. 5uL loop hacmi.
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SEKIL 54. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 300puL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por
capl. 10uL loop hacmi.
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SEKIL 55. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda
elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami.
Akis hizi 300puL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por
cap!. 10uL loop hacmi. Total Scan (A) ve Spectrum Maximum (B).
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SEKIL 56. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD kromatogrami. Analitik
kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi. SpL loop hacmi. Akis
hizinin kromatograma etkisi 200 (A), 400 (B) ve 500 (C) pL/dk.
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SEKIL 57. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°M parasetamol (PA) ve 5x10°M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi.
3uL loop hacmi. Akis hizinin kromatograma etkisi 100 (A) ve 500 (B) uL/dk.
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SEKIL 58. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢6zgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°M parasetamol (PA) ve 5x10°M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capu.
2uL loop hacmi. Akis hizinin kromatograma etkisi 100 (A) ve 400 (B) pL/dk.
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SEKIL 59. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 6.0) ¢6zgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°M parasetamol (PA) ve 5x10°M fenilefrine (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi.
2uL loop hacmi. Akis hizinin kromatograma etkisi 200 (A), 300 (B) ve 400 (C) uL/dk.
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SEKIL 60. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 4.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°Mm parasetamol (PA) ve 5x10°M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por capi.
2uL loop hacmi. Akis hizi: 100 pL/dk.
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SEKIL 61. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 4.0) ¢dzgen sisteminden olusan mobil fazda elde
edilmis 10°Mm parasetamol (PA) ve 5x10°M fenilefrin’e (PE) ait tipik UPLC-DAD
kromatogrami. Analitik kolon: Thermo Syncronis €18, 50mmx2.1mm, 1.7um, 100 A por ¢ap!.
2uL loop hacmi. Akis hizi: 100 pL/dk. Total Scan (A) ve Spectrum Maximum (B).
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3.1.3.3 HPLC’DEN UPLC’YE YONTEM TRANSFERiI BULGULARI
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SEKIL 62. %75-25(h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6.0) ¢dzgen sisteminden olusan
mobil fazda elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik
kromatogramlar. Yontem 1’in HPLC'den UPLC'ye transferi.

(A) HPLC: Akis hizi 1,0 mL/dk. Ecaisma: #1200 mV (Ag/AgCl'e karsi). Analitik
kolon: Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, Spum partikiil capi, 80A
por ¢apl. 20uL loop hacmi.

(B) UPLC: Akis hizi 300uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18,
50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por capi. 10uL loop hacmi
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ECD1 A, Amperomekry, Pot=0.900 (ANTIFLUISTDQ0276.0)
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SEKIL 63. %30-70(h/h) Ach-50mM PBS (pH 4.0) ¢dzgen sisteminden olusan
mobil fazda elde edilmis 10°M parasetamol (PA) ve fenilefrin’e (PE) ait tipik
kromatogramlar. Yontem 2'nin HPLC'den UPLC'ye transferi.

(A) HPLC: Akis hizi 1,0 mL/dk. Ecaisma: +900 mV (Ag/AgCl’e karsi). Analitik
kolon: Thermo ODS-2 Hypersil, 250mmx4.6mm, 5um partikil capi,
80A por capi. 20uL loop hacmi.

(B) UPLC: Akis hizi 300uL/dk. Analitik kolon: Thermo Syncronis C18,
50mmx2.1mm, 1.7pum, 100 A por capi. 10uL loop hacmi
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BOLUM IV

4.1 TARTISMA

4.1.1 ELEKTROKIMYASAL BULGULARIN iINCELENMESI

Tez cgalismalarinin bagslangicinda belirlenen model ilag etkin maddelerinin
elektrokimyasal  karakterizasyonu icin CV ve DPV  deneyleri
gerceklestiriimistir. Sekil 16’'da 50 mM PBS tamponunda (pH 6,0) GCE
elektrotla elde edilmis 1 mM parasetamol'e ait tipik DPV voltamogrami
verilmistir. Pik potansiyeli +340 mV dolaylarinda olan belirgin bir anodik
yukseltgenme piki mevcuttur. Sekil 17°de de benzer sekilde ancak farkh
oranlardaki MF1 ¢dzgen sisteminde 1mM parasetamol i¢in elde edilen DPV
voltamogramlari gérulmektedir. %10-90, 50-50 ve 75-25 (h/h) MeOH-50mM
PBS oranlari denenmis olup elde edilen pik potansiyelleri farkli olup sirasiyla,
+370, +400 ve +870mV dolaylarindadir. 1mM parasetamol’in farkh
oranlardaki MF2 ¢bézgeninde elde edilmis DPV voltamogramlari ise S$ekil
18’de verilmigtir. Goézlemlenen redoks pik potansiyelleri gene farkl olup,
%10-90, 30-70 ve 50-50 (h/h) Ach-50mM PBS oranlari icin sirasiyla, +400,
+650 ve +370 mV dolaylarindadir. 1mM parasetamol i¢cin hem MF1 ve hem
MF2 ¢ozgen sistemleri i¢cin optimum oranlar DPV verileriyle elde edilmigtir.
Buna goére ECD dedektor icin (HPLC analizlerinde) MF1 igin %75-25 (h/h)
MeOH-50mM PBS, MF2 igin ise %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS orani en
optimum karisim oranlaridir. Bu sebeple analitik yontem gecerlilgi galismalari
basta olmak uzere hem HPLC ve hem de UPLC analizlerinde tespit edilen bu
mobil faz kombinasyonlarinda c¢aligilacaktir. %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS

orani ile MF2 ile benzer sekilde 1 mM parasetamol i¢in hem anodik ve hem
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de katodik potansiyel araliklarinda elde edilmis tipik CV voltamogramlari
Sekil 19'daki gibidir. Beklenildigi Uzere CV ve DPV voltamogramlari ($ekil
18B ve Sekil 19) %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS ¢6zgen sisteminde (MF2)
birbirine paralel redoks pik potansiyellerine sahiptir (z +650 mV, Ag/AgCl'e
karsl).

Benzer sekilde 1mM klorfeniramin maleat (CPM) icin elde edilen DPV
voltamogrami Sekil 20’deki gibidir. 50 mM PBS tamponunda (pH 6,0) GCE
elektrotla elde edilmis redoks pik potansiyeli +800mV dolaylarindadir. Sekil
21’de 1TmM CPM icin ancak farkli oranlardaki MF1 ¢b6zgen sisteminde elde
edilen DPV voltamogramlari gértlmektedir. %10-90, 50-50 ve 75-25 (h/h)
MeOH-50mM PBS oranlari denenmis olup elde edilen pik potansiyelleri farkli
olup sirasiyla, +850, +820 ve +100mV dolaylarindadir. 1mM CPM’nin farkli
oranlardaki MF2 ¢bézgeninde elde edilmis DPV voltamogramlari ise S$ekil
22'de verilmistir. Gozlemlenen redoks pik potansiyelleri gene farkli olup,
%10-90, 30-70 ve 50-50 (h/h) Ach-50mM PBS oranlari icin sirasiyla, +850,
+790 ve +850 mV dolaylarindadir. TmM CPM igin hem MF1 ve hem MF2
¢ozgen sistemleri igin optimum oranlar DPV verileriyle elde edilmistir. Buna
g6re ECD dedektor icin (HPLC analizlerinde) MF1 igin %75-25 (h/h) MeOH-
50mM PBS, MF2 igin ise %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS orani en optimum
karisim oranlaridir. Dolayisiyla hem HPLC ve hem de UPLC analizlerinde
tespit edilen bu oranlarda galigilacaktir.

1mM fenilefrin hidroklorir (PE) igin 50 mM PBS tamponunda (pH 6,0) GCE
elektrotla elde edilmis DPV voltamogramina (Sekil 23) ait redoks pik
potansiyeli +600mV dolaylarindadir. Sekil 24’de 1mM PE igin ancak farkli

oranlardaki MF1 ¢ozgen sisteminde elde edilen DPV voltamogramlari
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goOrulmektedir. %10-90, 50-50 ve 75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS oranlari
denenmis olup elde edilen pik potansiyelleri farkli ayni olup sirasiyla, +650,
+650 ve +100mV dolaylarindadir. 1mM PE’nin farkli oranlardaki MF2
¢ozgeninde elde edilmis DPV voltamogramlari ise Sekil 25'de verilmigtir.
Gozlemlenen redoks pik potansiyelleri gene farkli olup, %10-90, 30-70 ve 50-
50 (h/h) Ach-50mM PBS oranlari igin sirasiyla, +650, +1050 ve +650 mV
dolaylarindadir. 1TmM PE i¢in hem MF1 ve hem MF2 ¢bzgen sistemleri igin
optimum oranlar DPV verileriyle elde edilmistir. Buna gére ECD dedektor igin
(HPLC analizlerinde) MF1 igin %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS, MF2 ic¢in ise
%30-70 (h/h) Ach-50mM PBS orani en optimum karigim oranlaridir.
Dolayisiyla hem HPLC ve hem de UPLC analizlerinde tespit edilen bu
oranlarda galisilacaktir.

1mM ibuprofen (IB) i¢cin 50 mM PBS tamponunda (pH 6,0) GCE elektrotla
elde edilmis DPV voltamogramina (Sekil 26) ait redoks pik potansiyeli
+1100mV dolaylarindadir. Sekil 27°de 1mM IB i¢in ancak farkh oranlardaki
MF1 c¢ozgen sisteminde elde edilen DPV voltamogramlari gorulmektedir.
%10-90, 50-50 ve 75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS oranlari denenmis olup elde
edilen pik potansiyelleri farkli ayni olup sirasiyla, +1250, +1250 ve +500mV
dolaylarindadir. 1mM IB’nin farkli oranlardaki MF2 ¢6zgeninde elde edilmis
DPV voltamogramlari ise Sekil 28’de verilmistir. Gozlemlenen redoks pik
potansiyelleri gene farkl olup, %10-90, 30-70 ve 50-50 (h/h) Ach-50mM PBS
oranlari igin sirasiyla, +1200, +1600 ve +1300 mV dolaylarindadir. 1mM IB
icin hem MF1 ve hem MF2 ¢bzgen sistemleri igcin optimum oranlar DPV
verileriyle elde edilmigtir. Buna gére ECD dedektor icin (HPLC analizlerinde)

MF1 icin %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS, MF2 igin ise %30-70 (h/h) Ach-
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50mM PBS orani en optimum karisim oranlaridir. Dolayisiyla hem HPLC ve
hem de UPLC analizlerinde tespit edilen bu oranlarda calisilacaktir. Bilimsel
literatirde PA, PE, CPM ve IB’nin GCE elektrot kullanilarak DPV ve CV ile
tayinine yonelik ¢cok sayida makaleye rastlanmaktadir. En guncel olan 2013
yilinda gergeklestirilen galismalar dikkate alindiginda;

Raoof ve arkadaslari (1), fonksiyonilize edilen ¢ok duvarli carbon
nanotuplerle (fIMWCNT) modifiye edilmis ve edilmemis GCE elektrotlarla
insan idrari, salyasi ve farmasotik orneklerde PA analizi gergeklestirmislerdir.
5x10°M PA icin 0,1M PBS c¢dzgen sisteminde (pH 7,0) elde edilen CV ve
DPV voltamogramlarindan elde edilen redoks pik potansiyelleri +350 mV
dolaylarinda olup PA’e ait tezimiz bulgulariyla uyum icerisindedir.

Wang ve arkadaslarinin gene 2013 yilinda yayimlanan bir g¢alismalarinda
(61), grafen-kitosan (GR-CS) modifiye edilmis ve ediimemis GCE elektrotla
PA tayinleri icin DPV ve CV ydntemleri gelistirmislerdir. Ozel bir cesit fosfat
tamponu olan Britton-Robinson tamponu ile (pH 7,0) PA’e ait redoks pik
potansiyellerini +245mV dolaylarinda tespit etmiglerdir.

Nasirizadeh ve arkadaslari (33), imidazol turevli coklu duvarli karbon nanotip
(IMWCNT) modifiye GCE elektrot ile 0,15M PBS’de (pH 7,0) PA’ya ait redoks
pik potansiyelini +400mV dolaylarinda tespit etmislerdir.

Kong ve arkadaslari (18), 10°M PE icin poli(4-aminobenzen siilfonik asit) ile
modifiye edilmis GCE elektrot ile 0,05M asetik asit/sodyum asetat
tamponunda (pH 5,0) redoks pik potansiyelini +890 mV dolaylarinda tespit
etmislerdir.

Zhang ve arkadaslari (62), 2x10°M PE icin 0,1M PBS tamponunda (pH 7,1),

100mV/saniye’lik tarama hizinda, ¢oklu duvarli karbon nanotip (MWCNT)
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modifiye GCE elektrot ile redoks pik potansiyelini +700 mV dolaylarinda
tespit etmiglerdir.

Muralidharan ve arkadaglari (30), 250 ppb CPM igin 100 mV/saniye'lik
tarama hizinda, polipirol ve poli(3,4-etilendioksityofen) ile modifiye edilmis
GCE elektrotla, 6zel bir ¢esit fosfat tamponu olan Britton-Robinson tamponu
ile (pH 6,0) redoks pik potansiyelini +625 mV dolaylarinda tespit etmiglerdir.
Her ne kadar literatirden 6rnek olarak alinan yukaridaki gincel ¢calismalarda
tezimizle bire bir ayni ¢dzgen sistemi kullanilmamigsa da, olabildigince
benzer ve vyaklagsik ayni pH degerlerindeki fosfat tamponu sistemleri
kullaniimistir. Bu c¢alismalarda elde edilen bulgular tezimizle uyum
icerisindedir. Ayrica tezimizin bu boluminde yer alan elektrokimyasal
bulgularin amaci sadece HPLC-ECD igin oncul voltametrik bulgularin elde
edilmesi oldugundan mevcut literatirle ¢ok detayli bir kiyaslamaya

gidilmemistir.

4.1.2 SPEKTOSKOPIK BULGULARIN INCELENMESI

1mM PA icin MF1 yani %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0) ¢6zgen
sisteminde ve MF2 yani %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6,0) ¢bzgen
sisteminde elde edilen tipik kizildtesi gorunir bdolge (UV-Vis) absorpsiyon
spektrumu Sekil 29’daki gibidir. PA igin maksimum dalga boyu (Amaks) MF1 ve
MF2 igerisinde 246 nm olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla UPLC sistemine
entegre olan DAD dedektdrde tespit edilen bu maksimum dalga boyu (Amaks)
degeri monitorize edilerek, 200-600nm araliginda spektrum kaydi
yapilamasinin uygun oldugu tespit edilmigtir.

Benzer sekilde 1mM CPM, PE ve IB igin MF1 ve MF2 ¢dzgen sistemlerinde

elde edilen tipik kizilotesi gorunur bolge (UV-Vis) absorpsiyon spektrumlari
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sirasiyla Sekil 30, 31 ve 32’'deki gibidir. CPM i¢in maksimum dalga boyu
(Amaks) MF1 ve MF2 icerisinde 265 nm olarak tespit edilmigtir. PE igin bu
degerler 274 nm, IB igin ise 220 nm dolaylarindadir.

Dolayisiyla CPM, PE ve IB igin de UPLC sistemine entegre olan DAD
dedektorde tespit edilen bu maksimum dalga boyu (Amaks) degerleri
monitorize edilerek, 200-600nm araliginda spektrum kaydi yapilmasinin
uygun oldugu tespit edilmistir. Tezimizin bu bélimuinde yer alan absorbans
spektroskopisi  bulgularinin  amaci sadece UPLC-DAD igin  oncul
spektroskopik bulgularin elde edilmesi oldugundan mevcut literatirle gok
detayli bir kiyaslamaya gidiimemistir. Bununla beraber 2005 yili sonrasi
yayimlanan guncel ¢alismalara bakildiginda;

Meloun ve arkadaslari (29), PA ve PE icin ¢ozgene (seyreltik sulu perklorik
asit c¢oOzeltileri) ait farkli pH degerlerinin absorbans maksimasina etkisini
incelemigler ve PA icin ve PE icin ortam pH degerinin 8in altinda olmasi
durumunda maksimum absorbansin gerceklestigi dalga boyu (Amaks) 240 nm
dolaylarinda rapor etmislerdir.

Abdollahi ve arkadaslari (22), PA ve IB icin gelistirdikleri spektrofotometrik
tayin yonteminde 10Q0’ar ppm’lik derisimde IB ve PA igin maksimum
absorbansin gergeklestigi dalga boyu (Amaks) sirasiyla 220 ve 245nm olarak
tespit edilmistir. Kullanilan ¢ézgen sistemi metanol:0,1M HCI sulu ¢ozeltisi
olup 3:1 (h/h) oraninda hazirlanmistir.

Kaura ve arkadaslari (21), CPM igin saf suda gercgeklestirdikleri
spektrofotometrik dlgimlerde maksimum absorbansin gergeklestigi dalga

boyu (Amaks) 261,6 nm olarak tespit edilmistir.
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Rote ve arkadaslari (45), PA icin maksimum absorbansin gerceklestigi dalga
boyunu (Amaks) ¢0zgen olarak metanolin kullanildigi spektrofotometrik
calismalarinda 248,8 nm olarak tespit etmislerdir.

Patel ve arkadaslar (42), PBS tamponunda (pH 6,8) PA igin maksimum
absorbansin gergeklestigi dalga boyunu (Amaks) 243 nm olarak tespit
etmiglerdir. Tum bu c¢alismalarda elde edilen bulgular tezimizde elde edilen

deneysel bulgularla paralellik gostermektedir.
4.1.3 KROMATOGRAFiIK BULGULARIN iNCELENMESI

4.1.3.1 HPLC BULGULARININ iNCELENMESI

Kromatografik bulgular elde edilirken yéntem transferinin HPLC’den UPLC’ye
yapilmasi planlandigindan kronolojik olarak ilk énce HPLC bulgular elde
edilmistir. HPLC ile gerceklestirilen tim analizlerde secilen model analitler
olan iki adet etkin maddeye (parasetamol — PA ve fenilefrin hidroklorir — PE)
ait standartlar ve temelde iki farkh mobil faz ile izokratik kosullarda
calisilmigtir. Kullanilan ilk mobil faz olan MF1’in igerigi %75-25 (h/h) MeOH-
50mM PBS (pH 6,0), kullanilan ikinci mobil faz olan MF2'nin igerigi ise %30-
70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH 6,0)’den olusmaktadir. Sekil 33°'de MF1 mobil
faziyla elde edimis 10°M PE ve PA icin ilkk HPLC kromatogrami
gorulmektedir. Buna gore, 0,2mL/dK’lik akis hizinda 20uL enjeksiyonla, C18
dolgu maddesine sahip boyutlari 250mmx4.6mm, 5um partikiil capi, 80A por
cap! olan analitik bir kolonda PE ve PA igin elde edilen alikonma zamanlari
sirasiyla 22,61 dakika ve 25,65 dakikadir. Goreceli olarak ardisik pikler
birbirinden oldukga net bir sekilde ayrilmiglardir (R=1,5), ancak analiz suresi

(run time) ortalama 35 dakikadir. HPLC analizleri icin kabul edilebilir bir deger

130



olsa da tekrar sayisinin yuksek olacagi ¢alismalarda (tezimiz gibi) daha kisa
analiz suresinin elde edilmeye c¢alisiimasi daha uygun olacaktir. Daha kisa
analiz suresini elde etmek igin farkli mobil faz (hepri MF1 igin) akis hizlarinin
kromatograma etkisi Sekil 34’de incelenmistir. Buna goére, 0,2mL/dakikalik
akis hizinda sirasiyla PE ve PA igin 22,61 ve 25,65 dakika olan alikkonma
zamanlar 0,5mL/dakikalik akis hizinda 8,16 ile 9,53 dakikaya duserken
1,0mL/dakikalik akis hizindaysa 3,79 ve 4,30 dakikaya kadar gerilemektedir.
HPLC ile elde edilen il analiz suresi olan 35 dakika ise ortalama 5 dakikaya
kadar indirilmistir. Dedektor 6zelliklerinin kromatograma etkisi ise Sekil 35'de
incelenmigtir. HPLC bulgularini elde ettigimiz dedektér olan ECD ile +200,
400, 600, 800,1000 ve 1200 mV’da tayin gergeklestirilerek kromatogramda
yer alan pikler takip edilmigtir. Buna gore +800mV ve Uzerindeki ¢alisma
potansiyellerinde pik yanitlarinda (pik yuksekligi veya pik alani) belirgin bir
degisim (artis) olmazken, +800 mV’un altindaki ¢alisma potansiyellerinde
sadece +600 mV'da yaklasik %50 oraninda azalan bir PE yaniti gdzlenirken
PA yanitinda bir degisim olmamistir. Denenen c¢alisma potansiyel degerleri
arasinda +600 mV PE yaniti alinabilen son potansiyel olup +400 ve +200
mV’de PE yaniti alinamamigtir, bununla beraber PA yanitinda da %50’den
fazla disus gorulmektedir. Sekil 35'de yer alan c¢alisma potansiyeli
deneylerinden elde edilen verilere gére MF1 igin optimum ¢alisma potansiyeli
+1200 mV (Ag/AgCl karsilastima elektroduna kargi) olarak belirlenmistir. MF1
icin mobil faz kombinasyonunun HPLC kromatogramina etkisi $Sekil 36’da
O0zetlenmigtir. MF1 mobil fazini olusturan ¢ézgen sistemleri olan MeOH ve 50
mM PBS (pH 6,0)'nin degisen hacim oranlarinda karisimlariyla galigiimigtir.

Buna goére %25-75, %50-50, %75-25 ve %95-5 (h/h) oranlarinda MeOH-
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50mM PBS’den olusan MF1 Mobil fazlari hazirlanmigtir. Bu mobil fazlara
karsilik gelen alikonma zamanlariysa PE ve PA igin sirasiyla 3,42 ile 5,23
dakika, 4,08 ile 5,30 dakika, 3,79 ile 4,30 dakika ve 3,62 ile 4,05 dakikadir.
Optimum mobil faz kombinasyonu Sekil 36’da 6zetlenen veriler baz alinarak
%75-25 (h/h) MeOH-50 mM PBS (pH=6,0) olarak belirlenmigtir. Mobil faz pH
degerinin kromatograma etkisi Sekil 37°de verilmistir. Buna gore, calisilan pH
degerleri olan 2,0 — 4,0 — 6,0 i¢in alilkkonma zamanlari PE ve PA igin sirasiyla
3,38 ile 4,79 dakika, 4,07 ile 4,52 dakika ve 3,79 ile 4,30 dakika olarak
gerceklesmistir. Incelenen pH degerleri arasinda pik ayrimi en fazla pH
2,0'da gercgeklesirken diger iki deger olan pH 4,0 ile 6,0’da goreceli olarak
daha az ayinm goézlenmektedir. Bununla beraber hem analiz suresinin
kisaldigi ve hem de ¢oézunuarlagin bozulmadigr pH degeri 6,0’dir. Buna gore
MF1 icin optimum pH degeri 6,0 olarak belirlenmigtir. Tekrarlanabilirlik
parametresinin incelenmesi Sekil 38’de gun i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasiyla
gerceklestiriimistir. Sekil 38°’de MF1 icin ¢ok sayida (n=11) analiz manuel
olarak ardisik sekilde enjekte edilmistir. Enjekte edilen PE ve PA
standartlarinin elde edilen pik alani, yuksekligi ve simetri degerleri Sekil
38'de gomulu olan tabloda 6zetlenmigtir. Buna goére, PE igin pik alanlari baz
alindiginda standart sapma +19,2 ve % varyasyon katsayisi (%CV) 5,56
olarak hesaplanmistir. Ayni degerler PA icin ise +15,0 ve 6,38
duzeylerindedir. ECD’nin tasarimi geregi karsilastigi en buyuk sorun olan ve
siklikla gozlemlenen elektrot ylzeyi kirlenme problemi dikkate alindiginda
ardisik enjeksiyonlara (n=11) ait istatistiksel bu degerlerin kabul edilebilir
oldugu séylenebilinir. ikinci mobil faz olan MF2 ile gerceklestirilen tayinlere ait

ilk kromatogram Sekil 39’da verilmistir. %30-70 (h/h) Ach-50mM PHS (pH
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6,0) ¢ozgen karisimindan olugsan MF2 ile PE ve PA icin elde edilen alikkonma
zamanlar sirasiyla, 4,58 ve 5,68 dakika olarak gerceklesmektedir. Ayni
HPLC dosyasi igerisinde gergeklestirilen ardisik enjeksiyonlarla (n=6) gun igi
tekrarlanabilirlik calismasi gerceklestirilmigtir (Sekil 40). Buna gore, PA ve PE
icin sirasiyla standart sapma ve %CV deg@erleri +35,51 ve %5,35 ile 28,03 ve
%8,73 olarak gerceklesmistir. Ayne degerler pik yukseklikleri baz alindiginda
0,93 ve %1,24 ile 2,63 ve %5,37 olarak gerceklesmistir. Bu sonucglardan da
anlasilabilecegi uzere MF2 ile PE ve PA miktar tayinleri analizleri igin pik
yuksekligi pik alanina gore daha kesin sonuglar vereceginden kalibrasyon
egrisinin elde edilmesinde tercih edilmelidir. MF2 ile mobil faz akis hizinin
kromatograma etkisinin incelendigi veriler Sekil 41’de verilmistir. 0,5 ve 1,0
mL/dakikalik akis hizlarinda PE ve PA icin allkkonma zamanlari sirasiyla 4,58
ile 5,68 ve 7,92 ile 9,38 dakika olarak gerceklesmektedir. 0,5 mL/dakikalik
akis hizinda ardisik pikler 1,46 dakikalik bir zaman farkiyla birbirinden
ayrilirken 1,0 mL/dakikalik akis hizinda bu durum 1,10 dakika olarak
gerceklesmektedir. Her iki akis hizinda da kromatogramin c¢ozunurligu
ardisik iki piki ayirmak icin yeterlidir (R21,5). ECD dedektoére ait ¢alisma
potansiyelinin kromatograma etkisina ait veriler Sekil 42°’de verilmistir. Buna
gore, +900, 800, 600 ve 500 mV degerlerinde 10°M’lik PE ve PA iceren
karigim standart ornegi sisteme enjekte edilmistir.+900 ve 800 mV
degerlerinde PE ve PA yanitlarinda herhangi bir farklilik gérilmezken +600
ve 500 mV’da PE yaniti ainamamaktadir. Sekil 42°deki veriler 1s1ginda MF2
ile ECD dedektor igin optimum calisma potansiyelinin +900 mV (Ag/AgCl
karsilastirma elektroduna karsi) oldugu saptanmistir. MF2 ile mobil faz pH

degerinin kromatograma etkisi Sekil 43’deki verilerle 6zetlenmistir. incelenen
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pH degerleri arasinda pH 2,0’da ayirim gereginden fazla artmakta ve ikinci
pik olan PA’'nin allkonma zamani 9,07 dakikaya kadar ¢ikmaktadir. Diger
yandan pH 4,0 ile 6,0 degerleri arasinda kromatogram sekli ve ¢ézunurlugu
acisindan bir fark bulunmamaktadir. Sekil 43’de elde edilen her Ug
kromatogramda da saglana ayirim kantitatif analiz i¢in oldukga yeterlidir
(R=1,5). Bununla beraber analiz suresinin yaklagik 2 kat uzuyacagi pH 2,0
dedgeri bu bakimdan anlamli bir tercih olmayacaktir. Elde edilen veriler
Isiginda MF2 ile gergeklestirilen ¢alismalarin MF1 ile kiyaslanabilmesi igin
optimum pH degerinin MF2 igin de 6,0 olmasina karar verildi.

Literatirde PA ve PE etkin maddeleri icin ¢ok sayida HPLC c¢alismasi
bulunmaktadir. Tezimizin HPLC bulgulari literatirde yer alan ¢alismalarla bu
asamada kiyaslamali olarak incelenmemistir. Bunun yerine tez
¢alismalarimizin nihai ve asil hedefi olan HPLC’den UPLC’ye ydntem
transferinin her iki mobil faz olan MF1 ve MF2 ile gergeklestiriimesi ile ilgili
verilerin elde edilmesi ile ilgili literatirdeki c¢alismalarla karsilastirmal
kiyaslama “4.1.3.3 HPLC'DEN UPLCYE YONTEM TRANSFERI

BULGULARININ INCELENMESI” baghgi altinda detayl sekilde verilmistir.

4.1.3.2 UPLC BULGULARININ iNCELENMESI

UPLC ile gercgeklestirilen tayinlerde de aynen HPLC’de oldugu gibi ayni
standart etkin maddeler (PE ve PA) ve MF1 ile MF2 kullanilarak galigiimistir.
HPLC’den farkh olarak ECD yerine sistemle entegre olan DAD dedektér ile
cahisiimigtir. PE icin 274, PA igin ise 246 nm’de kayit alinmigtir. Ayrica tum
analizler boyunca 200-600nm arasinda spektrum kayidi yapilmigtir. $ekil
44’de %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0)’den olugan MF1 ile elde

edimis 10°M PA enjeksiyonuna ait kromatogram gériilmektedir.
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100uL/dakikalik akis hizinda PA i¢in allkonma zamani 1,62 olarak
gerceklesmistir. 3,02'de gelen pik ise MF1'de olusan bozunma UrlinU veya
kirlilik olarak tanimlanabilir. UPLC c¢alismalarinda kullanilan analitik kolon
boyutlari, C18, 50mmx2.1mm, 1.7um ve 100A por capi, seklinde olup Sekil
44 UPLC’de elde edilen ilk veri olarak 10uL’lik loop hacmiyle elde edilmistir.
Ayni kosullarda PE igin elde edilen kromatogram Sekil 45'de verilmigtir.
Allkkonma zamani 1,55 dakika olarak gergeklesmektedir. Elde edilen
allkonma zamanlarinin 1,55 ve 1,62 dakika gibi oldukga yakin degerler
olmasi nedeniyle ilk UPLC verilerinde vyeterli duzeyde pik ayirimi
g6zlenememigtir. Sekil 46'da 274nm’de elde edilen PE ve 246nm’de elde
eilen PA pikleri Ust Uste cakistirildiginda yeterli ayirnmin gergeklesmedigi ve
PE pikinin PA pikinin solunda bir omuzcuk seklinde kaldigi gorilmektedir.
Akis hizinin 500uL/dakika’ya gikarilmasi ile kromatogramda PE ve PA igin
g6zlemlenen piklerin alikonma zamanlari sirasiyla 0,46 ve 0,55 dakika olarak
gerceklesmektedir (Sekil 47 ve 48). Bu sekilde analiz suresi toplamda %60
oraninda azalirken pik ayirimlari beklenildigi gibi hala yetersiz diuzeyde
kalmaktadir. Piklerin Ust Uste cakistirimasiyla elde edilen Sekil 49’dan da
gorulebilecegi Uzere PE piki gene PA pikinin solunda ayrilmadan omuzcuk
seklinde kalmaktadir. Sekil 49 benzeri Ust Uste gakistirilan kromatogramlar
aslinda standart karisimina ait tek bir enjeksiyonun trinu olup 200-600 nm
araliginda total spektrum kaydi alindigindan PE ve PA icin ilgili dalgaboylari
olan 274 ve 246nm’deki absorpsiyon degerleri total spektrumdan UPLC
yazihmi kullanilarak elde edilebilmektedir. Sekil 50 ve 51°de ise sirasiyla 10
®M PA ve PE standartlari icin gene 500uL/dakika’lik akis hizinda ancak bu

sefer 10uL yerine 5 pl’lik loop hacmiyle elde edilen kromatogramlar
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goOrulmektedir. Alkonma zamanlari PE ve PA i¢in sirasiyla 0,38 ve 0,41
dakika olarak gerceklesmistir. Loop hacminin %50 kugultilmesi kromatogram
uzerindeki kutle yUkunu azaltarak otomatikman birim zamanda ayrimi
yapilacak tanecik sayisini da teorik olarak %50 azaltmistir. Bu durumda
ayrimin az da olsa olumlu etkilenmesi beklenir. Sekil 52’de 200-600nm
araliginda kaydedilen toplam spektrumdan elde edilen 274 ve 246nm’deki
ktomatogramlarin Ustuste cakigtiriimasiyla ayirimin beklenildigi gibi anlaml
sekilde olumlu etkilendigi gorulememektedir. Ancak akis hizinin
500uL/dakika’dan 200uL/dakika’ya dusurulmesi durumunda (Sekil 53)
ayirimin loop hacminin de %50 azaltilmig bulunmasi nedeniyle (10uL yerine
5uL) olumlu yonde etkilendigi gorulmektedir. Sekil 49 ve 52'de 0,09 ile 0,03
dakika duzeylerinde olan ayirmin Sekil 53'de 0,19 dakikaya yukseldigi
saptanmigtir. MF1 mobil fazi ile yapilan ¢alismalara mobil faz akis hizinin
kromatograma etkisinin incelenmesiyle devam edilmistir. Sekil 54’de
300uL/dakika’hk akis hizinda ve 10uL loop hacmince PE ve PA icin elde
edilmis kromatogramlar gorulmektedir. Allkonma zamanlari sirasiyla 0,61 ve
1,36 dakika olarak gerceklesmistir. DAD dedektdorden ayni verilerin “toplam
tarama” (total scan) ve “en yuksek spektrum” (spectrum maximum) modunda
alinmasiyla karisim standart enjeksiyonuyla basarili ayrimin gergeklestirildigi
kromatogram Sekil 55°'deki gibi elde edilmistir. Sekil 55 UPLC analizlerinde
MF1 ile PE ve PA icin elde edilen optimum kromatogramdir. Buna gore,
allkonma zamanlari sirasiyla 0,53 ve 1,35 dakika olarak gergeklesmistir.
Ayirm (ardisik iki pikin allkkonma zamanlarinin farki) “toplam tarama”
modunda 0,75 dakika, “en yluksek spektrum” modundaysa 0,82 dakika olarak

gerceklesmistir. MF1 ile UPLC kullanilarak elde edilen Sekil 55, gene MF1 ile
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HPLC kullanilarak elde edilen Sekil 38 ile mukayese edildiginde yontemin
basarili sekilde HPLC’den UPLC'ye transfer edildigi anlagiimaktadir.

UPLC ile gergeklestirilen galismalarda denenen diger mobil faz olan MF2 ile
elde edilen veriler Sekil 56'dan itibaren verilmistir. Sekil 56’da 200, 400 ve
500uL/dakika’lik akis hizinda, 5uL loop hacminde, 10°M PE ve PA igin elde
edilmis kromatogramlar gorulmektedir. Elde edilen alikonma zamanlari mobil
faz akis hizina goére sirasiyla 1,11 ve 1,30 dakika, 0,55 ve 0,65 dakika, 0,44
ve 0,52 dakika olarak gerceklesmistir. SuL yerine 3uL kullanilarak loop
hacminin daha da asagiya c¢ekilmesinin kromatogramlara etkisi Sekil 57°de
goOrulmektedir. 3uL’lik enjeksiyonla 100 ve 500uL/dakika’lik akis hizlarinda
alikonma zamanlari PE ve PA icin sirasiyla 2,11 ile 2,51 dakika ve 0,45 ile
0,51 dakika olarak gergeklesmistir. Akis hizinin yaklasik 5 kat azaltilmasiyla
alikonma zamanlari da beklenildigi Gzere yaklasik 5 kat artmistir. Akis hizinin
etkisi ayrica $Sekil 58'de de gorulmektedir. Burada da 100 ve 400
pL/dakika’lik akis hizinin kromatograma etkisi 6zetlenmektedir. 100 ve 400
pL/dakika’lik akis hizlarinda ve 3uL yerine 2uL loop hacminde, alikonma
zamanlari 5x10°M PE ve ve 10°M PA icin sirasiyla 1,61 ile 2,52 dakika ve
0,18 ile 0,41 dakika olarak saptanmistir. 200, 300 ve 400 pL/dakika’lik akis
hizlarinda 2uL loop hacmiyle kromatogramdaki degdisimler Sekil 59'da
dzetlenmistir. Buna gére, 5x10°M PE ve 10°M PA icin allkonma zamanlari
sirasiyla 0,90 ile 1,35dakika, 0,59 ile 0,84 dakika ve gene 0,59 ile 0,84 dakika
olarak tespit edilmistir. Her U¢ kromatogramda da ardisik iki pikin ayirimi
basarili sekilde gergeklestiriimistir (R=1,5). Mobil fazin (MF2) pH degerinin
degisiminin kromatograma yansimasi ile ilgili tekrarlanabilir ve anlamli veriler

elde edilememistir (gdsteriimemistir). Ayrica HPLC c¢alismasindan farkh
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olarak UPLC calismasinda ECD yerine DAD ile galisildigindan c¢alisma
potansiyelinin kromatograma etkisi gibi bir deneysel parametre mevcut
degildir. Akis hizi ve loop hacmindeki oynamalar ile elde edilen veriler
Isiginda 2uL loop hacmi ve 100uL/dakika’lik akis hizinin optimum degerler
olabileceg@i dusunulerek bu degerlerle de veriler elde edilmigtir (Sekil 60 ve
61). Sekil 60’da 200-600nm araliginda yapilan spektrum kaydindan 5x10°M
PE icin 274nm ve 10°M PA igin 246nm’de 2 boyutlu (2D) kromatogramlar
elde edildiginde alikonma zamanlarinin sirasiyla 1,83 ve 2,72dakika oldugu
saptanmigtir. Benzer sekilde “toplam tarama” (total scan) ve “en yuksek
spektrum”  (spectrum maximum) modunda ayni verilerle tekrar
kromatogramlar elde edildiginde yeni allkkonma zamanlar “toplam tarama” ve
“en yliksek spektrum” modlarinda 5x10°M PE ve 10°M PA igin sirasiyla 1,81
ve 2,74dakika olarak gergeklesmistir. Sekil 61 MF2 ile UPLC analizlerinde PE
ve PA tayini igin elde edilmis optimum kromatogrami gdstermektedir.
Dolayisiyla Sekil 39 ile kiyaslandiginda HPLC'den UPLC’ye MF2 ile de
basaril bir sekilde yontem transferinin gerceklestirildigi gérulmektedir.

Tezimizin UPLC bulgulari literatirde yer alan c¢alismalarla bu asamada
kiyaslamali olarak incelenmemistir. Bunun yerine tez ¢alismalarimizin nihai
ve asll hedefi olan HPLC’den UPLC’ye yontem transferinin her iki mobil faz
olan MF1 ve MF2 ile gerceklestiriimesi ile ilgili verilerin elde edilmesi ile ilgili
literatirdeki c¢alismalarla karsilastirmali  kiyaslama “4.1.3.3 HPLC’DEN
UPLC'YE YONTEM TRANSFERI BULGULARININ INCELENMESI” baslig

altinda detayl sekilde verilmistir.
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4.1.3.3 HPLC’DEN UPLC’YE YONTEM TRANSFERIi BULGULARININ

INCELENMESI

Tez calismalarimizin nihai ana hedefi olan HPLC’den UPLC’ye ydntem
transferinin her iki mobil faz olan MF1 ve MF2 ile gergeklestiriimesi ile ilgili
veriler Sekil 62 ve 63’de Ozetlenmektedir. Buna goére %75-25(h/h) MeOH-
50mM PBS (pH6,0) mobil fazi ile (MF1) izokratik kosullarda C18 tabanh
dolgu maddesine sahip ve boyutlari 250mmx4.6mm, Sum partikal ¢capi ve
80A por capina sahip bir HPLC kolonu 20uL loop hacmi ve 1.0mL/dakika’lik
akis hiziyla kullanilarak elde edilen optimum bir HPLC kromatogramini ayni
ayirim gucuyle ve ayni mobil fazla (MF1) UPLC’ye transfer etmek igin
kullaniimasi gereken ayni dolgu maddesine sahip analitik kolonun boyutlari
50mmx2.1mm, 1.7um partikiil capi ve 100A por ¢api olmal ve analiz 10uL
loop hacmi ve 300uL/dakika’lik akis hiziyla yurGttalmelidir.

Tez calismalarimiz esnasinda cgaligilan diger mobil faz olan (MF2) %30-70
(h/h) Ach-50mM PBS (pH=4.0) mobil faziyla izokratik kosullarda C18 tabanli
dolgu maddesine sahip ve boyutlari 250mmx4.6mm, Sum partikal ¢capi ve
80A por capina sahip bir HPLC kolonu 20uL loop hacmi ve 1.0mL/dakika’lik
akis hiziyla kullanilarak elde edilen optimum bir HPLC kromatogramini ayni
ayirim gucuyle ve ayni mobil fazla (MF1) UPLC’ye transfer etmek igin
kullanilmasi gereken ayni dolgu maddesine sahip analitik kolonun boyutlari
50mmx2.1mm, 1.7um partikiil gapi ve 100A por ¢api olmali ve analiz 10uL
loop hacmi ve 300uL/dakika’lik akis hiziyla yurGtalmelidir.

Literatlrde direkt olarak HPLC/UPLC yontem transferi konusuyla ilgili veya
baska konularla ilgili olup yontem transferine de deginen sinirli sayida

calisma mevcuttur (3,13,15,24,32,35,39,40,41,48,53,56,59,60). Bunlardan

139



sadece 4 tanesi HPLC’den UPLC’ye yontem transferi ile ilgili olup detayh
deneysel verileri ve analitik tartismalar igermektedir (13,15,35,39). Bu
calismalardan 3 tanesi ayni grubun eseri olup Guillarme ve arkadaslar
tarafindan gercgeklestirilmigtir (13,15,39). Guillarme ve arkadaslari yontem
transferi konusunu izokratik (13) ve gradient (15) mobil fazlar icin ayri ayri
irdelemiglerdir. izokratik kosullardaki calismalari kiyaslama maksadiyla
incelendiginde bahsi gegen ¢alismada da mobil faz akis hizi, loop hacmi ve
analitik kolon boyutlar gibi deneysel dediskenlerle calisildigi anlagiimigtir.
Guillarme ve arkadaglari UPLC icin yeni enjeksiyon hacminin, mobil faz akis
hizinin ve analiz slresinin hesaplanabilmesi igin tahminleme yapmaya
yariyacak formuller belirlemislerdir (13). Buna goére HPLC’de kullandigimiz
ilgili deneysel degigkenlere ait sayisal verileri ilgili formullerde yerlerine
koydugumuzda UPLC igin yeni enjeksiyon hacmimizin 0,077uL, mobil faz
akis hizimizin 600uL/dakika ve analiz suremizin (run time) 1,66 dakika olarak
hesaplandigi gorulmustar. Kullanilan formdller, tanimlarina goére, mobil
fazlarin HPLC ve UPLC’de ayni olmasi durumunda hem MF1 ve hem de
MF2 igin gegerlidir. Sonug¢ olarak teorik olarak hesaplanan yeni degerler
tezimizde deneysel olarak elde ettigimiz UPLC degiskenlerinden farkli
olmakla beraber mantiksal bir iligki igerisindedir. UPLC verilerimize gore bu
degerler tarafimizdan 10uL enjeksiyon hacmi, 300uL/dakika akis hizi ve
analiz suresi 3dakika olarak tespit edilmistir. Eger teorik hesaplamadaki gibi
akis hizi 300 yerine 600uL/dakikaya g¢ekilirse analiz suresinin de yari yariya
kisalmasi yani 1,5 dakika dolaylarina gerilemesi beklenebilir. HPLC’de 20uL
olan enjeksiyon (loop) hacmi Guillarme ve arkadaslarinin formdulleri

kullanildiginda UPLC igin tezimizin deneysel bulgusu olan 10 pyL’den farkh
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olarak 0,077uL olarak hesaplanmaktadir. Sonug olarak HPLC/UPLC yontem
transferlerinde formdiller ve denklemler kullanilarak istenilen yeni
degiskenlerin hesaplamalar yoluyla tespiti kanimizca hala belirli oranda
hatay! bunyesinde barindirmaktadir. Dolayisiyla standart kosullar altinda elde
edilmis ¢cok daha fazla sayida deneysel veriye ihtiya¢ duyulmakta oldugu

anlasiimaktadir.
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BOLUM Vv

5.1. SONUG ve ONERILER

Tez calismalarimiz sirasinda nihai ana hedefi olan HPLC’den UPLC’ye
yontem transferinin her iki mobil faz olan MF1 ve MF2 ile yapilmasi basariyla
gerceklestiriimistir. Bu baglamda elde edilen veriler, yontem transferinin
yapilabilirligini gostermesi bakimindan &énemlidir. Ancak, transferi
gerceklestirilen her iki ydonteminde her iki cihazla da (HPLC ve UPLC) analitik
gegerlilik (validasyon) calismalarinin tamamlanmasi uygun olacaktir. Hali
hazirda elde edilen veriler bu anlamda ¢ok az ve kismi veriler icermektedir.
Ayrica daha fazla sayida deneysel parametrenin deneysel degiskenler olarak
kullaniimasiyla daha fazla sayida deney yapilarak daha kesin ve anlamli
veriler elde edilmelidir. Bu sayede HPLC’den UPLC’ye yontem bilgileri olarak,
akis hizi, loop hacmi, analitik kolon o6zellikleri, sicaklik, mobil faz
kombinasyonu ve o6zellikleri, analiz zamani gibi deneysel parametrelerin
donusturtlmesi icin belirli denklemler ve katsayilarin belilenmesi mumkun
olabilecektir. Elde edilecek verilerin 1s1ginda yapay sinir aglarinin ve/veya
kemometrik bazi analiz ydntemlerin (PCA, vb) kullanildigi HPLC’den
UPLC’ye yontem transferi icin interaktif bir web sayfasinin olusturulmasi
dusundlmelidir. Kromatografik donanim ve sarf malzemeleri tedarikgileri olan
Phonemex, Agilent ve Thermo Scientific firmalari ydontem transferi konusunda
hali hazirda spesifik web siteleri olusturmaya baslamiglardir. Bahsi gegen bu
calismalarin da gercgeklestiriimesiyle yerli bir yaklagsimla benzer bir web

sayfasinin kullanima sunulmasi hedeflenmelidir.
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5.2 OZET

Ultra performansh sivi kromatografisi (UPLC), ylUksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC)'ne kiyasla goreceli olarak sagladigi daha dusuik tayin
ve belirleme sinirlari, ylksek tekrarlanabilirlik, kisa analiz suresi, sarf
malzemesi tasarrufu, daha az tehlikeli atik miktari gibi sagladigi yararlar
nedeniyle son yillarda hizla HPLC’nin yerini almaktadir. Mevcut durumda
siklikla sorunla kargilasilan slre¢ gecgerli (valide) HPLC ydntemlerinin
UPLC’ye adaptasyonu asamasidir. Tez ¢calismamizda her iki cihaz arasinda
yontem transferi ve adaptasyonunun, hizli, az sorunlu ve olabildigince az
deney yapilarak gerceklesebilmesi i¢in, tamamiyla analitik verilere dayali, bir
transfer c¢alismasinin yapilmasi amaclanmistir. HPLC ile ilag etkin
maddelerinin miktar tayinleri standart analitik LC ydntemlerin kullanimiyla
1970’li yillardan beri yapilmakta ancak calisma sayisi UPLC’nin kullanima
girmesiyle son yillarda hizli bir azalma gostermektedir. Benzer analizlerin
UPLC ile yapilmasinin ¢ok sayida faydasi olmakla birlikte analitik ydntemin
UPLC donanimi kullanilarak galisilacak olmasi nedeniyle yeniden deneysel
olarak olusturulmasi, sinanmasi ve gecerlilik (validasyon) testlerinin
yapilmasi gibi baslica sakincalari da bulunmaktadir. Tez konusunun nihai
ana hedefi model olarak secilen iki adet ila¢ etkin maddesi (fenilefrin
hidroklorur ve parasetamol) icin HPLC’de geligtirilen 2 farkh yéntemin (MF1
ve MF2 mobil fazlarini kullanan) UPLC’ye transfer edilmesidir. Bu amacla
kolon boyutlari, mobil faz ve dedektor 6zellikleri, akis hizi, loop hacmi, analiz
zamani vb degiskenler ile galisilarak kromatogramlara etkileri saptanmaya
calisilmigtir. MF1 olarak %75-25 (h/h) MeOH-50mM PBS (pH 6,0), MF2

olarak ise %30-70 Ach-50mM PBS (pH 4,0) ile galisiimigtir. MF1 mobil faziyla
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izokratik kosullarda C18 tabanh dolgu maddesine sahip ve boyutlari
250mmx4.6mm, 5um partikiil capi ve 80A por gapina sahip bir HPLC kolonu
20uL loop hacmi ve 1.0mL/dakika’lik akis hiziyla kullanilarak elde edilen
optimum bir HPLC kromatogramini ayni ayirim gucuyle ve ayni mobil fazla
(MF1) UPLC’ye transfer etmek igin kullaniimasi gereken ayni dolgu
maddesine sahip analitik kolonun boyutlari 50mmx2.1mm, 1.7uym partikdl
cap! ve 100A por capi olmali ve analiz 10uL loop hacmi ve 300uL/dakika’lk
akis hiziyla yuratulmelidir. Tez ¢alismalarimiz esnasinda ¢alisilan diger mobil
faz olan (MF2) %30-70 (h/h) Ach-50mM PBS (pH=4.0) mobil faziyla da
izokratik kosullarda ayni ayni sonuglara ulasilarak yontem transferi

gerceklestirilmigstir.
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5.3 SUMMARY

Ultraperformance liquid chromatography (UPLC) because of the advantages
it has in comparison to high performance liquid chromatography (HPLC),
such as lower detection and quantification limits, higher reproducibility,
shorter run time, savings in consumables, decreased amount of hazardous
waste, is replacing HPLC in the recent years. In the current status the most
problematic process is the adaptation stage of the valid HPLC methods to
UPLC. In our thesis study, to perform a transfer work which is completely
based on analytical data is aimed to perform the transfer and adaptation of
method between both instruments in a fast and less problematic way which
requires fewer practical experiments. Quantification of drug substances with
HPLC is being perofrmed since 1970s with the use of standard LC methods
but with the UPLC enterin service the number of works is rapidly decreasing
in the last decade. Eventhough performing similar analysis with UPLC has
various major advantages, it also has some leading disadvantages such as
the need of the development, test and validation of the same HPLC method
on UPLC, as the method will be used operating the UPLC hardware. The
final major aim of the thesis subject is the transfer of two different methods of
HPLC analysis (using MF1 and MF2 mobile phases) of two model drug
substances (phenylephrine hydrochloride and paracetamol) to UPLC. For this
purpose, variables such as column sizes, properties of mobile phases and
detectors, flow rate, loop volume and analysis run time are studied to
determine their effects on chromatograms. As MF1 75-25% (v/v) MeOH-
50mM PBS (pH 6.0) and as MF2 30-70% Ach-50mM PBS (pH 4.0) were

used. To transfer an optimum HPLC chromatogram obtained with MF1
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mobile phase in isocratic conditions with an C18 analytical column of
250mmx4.6mm, 5um particule size and 80A pore size, with a 20uL loop
volume at a flow rate of 1.0 mL/minute to UPLC with the same resolution in
the same MF1 mobile phase, the C18 column needed has to have the sizes
50mmx2.1mm, 1.7um particule size and 100A pore size and the analysis
should be performed at 10uL loop volume and 300uL/minute flow rate.
Similar results were repeated again in isocratic conditions with 30-70% (v/v)
Ach-50mM PBS (pH=4.0) which was the other mobile phase studied in the

thesis (MF2).
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