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OZET

ila¢ Etken Maddelerinin Deneysel Tasarim Kullanilarak

Yiiksek Basingh S1vi Kromatografisi ile Analizi

Gizem YARKADAS

Kimya Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Ozlem AKSU DONMEZ

Bu calismada soguk alginlig1 preparatlarinda etken madde olarak kullanilan
fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin bir arada
tayini i¢in gradient HPLC yontemi gelistirildi. Deneysel tasarim yontemlerinden 4
faktorlii, 3 seviyeli Box-Behnken tasarimi kullanilarak yontemin optimizasyonu
yapildi. pH, akis hizi ile gradient 1 ve gradient 2’deki asetonitril : fosfat tamponu
hareketli faz sisteminin % fosfat tamponu miktarlar1 olmak iizere 4 faktor
belirlendi. Seviyeler pH icin 2,5 - 3,0 - 3,5; akis hiz1 i¢in 0,8 - 1,0 - 1,2 mL/dak,
gradient 1 icin 85 - 90 - 95, gradient 2 icin ise 70 - 75 - 80 % fosfat tamponu
olarak belirlendi. Faktorlerin diisiik seviyeleri icin (-1), orta seviyeleri i¢in (0) ve
yiiksek seviyeleri icin (+1) kodlar1 kullanild1 ve toplam 27 deney yapildi. Incelenen
faktorlerin HPLC kromatogramindaki piklerin ayirma giicii lizerine bireysel ve
birbirleri ile olan etkilesimlerinin etkileri incelendi. Optimizasyon tasarimi ile elde
edilen verilere regresyon analizi yapildi. Sonu¢larin dogrulugunu test etmek icin
ANOVA yapildi Elde edilen sonuclardan iki gradient basamaginda fosfat tamponu
oraninin ve bunlarin ikili etkilesimlerinin ayirma giicli lizerinde etkili oldugu
gorildi. Ayirma giiciine ait matematiksel bir model regresyon sonuglar

kullanilarak elde edildi. Bu modelden teorik ayirma giicii degerleri bulundu. Teorik
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ayirma giici degerleri ile deneysel ayirma giicii degerleri arasindaki iliski
incelenerek modelin uygunlugu test edildi ve bulunan korelasyon katsayisina gore

(0,9820) modelin uygun olduguna karar verildi.

Elde edilen modele gore kromatografik sartlar; hareketli fazin pH’1 3,5; gradient 1
icin %95 fosfat tamponu; gradient 2 i¢in %80 fosfat tamponu ve akis hiz1 0,8
mL/dak olarak belirlendi. Belirlenen optimum sartlarda parasetamol i¢in 250 nm,
diger etken maddeler i¢in ise 220 nm’de spektrofotometrik dedektor kullanilarak

kromatogramlar kaydedildi.

Gelistirilen yontem dogrusallik, tekrarlanabilirlik, dogruluk (% geri kazanim),
tanima - hesaplanabilirlik limiti (LOD-LOQ) parametreleri incelenerek valide
edildi. Dogrusallik icin yapilan ¢alismalarda regresyon katsayilar1 (R%) fenilefrin
hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamol icin sirasiyla 0,9997;
0,9998; 0,9998 ve 0,9999 olarak bulundu. Giin i¢i tekrarlanabilirlik testlerinde
%RSD degerleri fenilefrin hidrokloriir icin 0,99 - 1,94; guaifenesin i¢in 0,25 - 1,89;
pirilamin maleat i¢in 0,66 - 1,92 ve parasetamol i¢cin 0,18 - 0,66 araliginda; giinler
arasl tekrarlanabilirlik testlerinde ise %RSD degerleri fenilefrin hidroklortir i¢in
1,38 - 1,92; guaifenesin i¢in 0,33 - 1,06; pirilamin maleat icin 1,29 - 1,82 ve
parasetamol icin 0,89- 1,98 araliginda bulundu. Dogruluk icin, incelenen
maddeleri iceren Ornek c¢ozeltisi icine 3 farkli konsantrasyonda fenilefrin
hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamol ilave edilerek analiz
yapildi. Fenilefrin hidrokloriir i¢in %99,20 - %101,53; guaifenesin icin %103,13 -
%104,30; pirilamin maleat i¢cin %98,72 - %99,42 ve parasetamol i¢in %101,60 -
%102,80 araliginda geri kazanim degerleri elde edildi. Fenilefrin hidrokloriir,
guaifenesin pirilamin maleat ve parasetamol i¢in sirasi ile tanima limiti; 0,42; 0,25;
0,34; 0,32 pg/mL, hesaplanabilirlik limiti; 1,41; 0,83; 1,14; 1,07 pg/mL olarak
hesaplandi.

Fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin bir arada
analizi icin gelistirilen HPLC yontemi Peditus adli surup preparatina basariyla
uygulandi. Fenilefrin hidrokloriir i¢in %98,33; guaifenesin icin %101,70; pirilamin
maleat icin %98,66 ve parasetamol i¢in %102,15 geri kazanim degerleri elde

edildi.
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ABSTRACT

High Pressure Liquid Chromatography Analysis of Drug

Active Ingredients Using Experimental Design

Gizem YARKADAS

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem AKSU DONMEZ

In this study, a gradient HPLC method was developed for simultaneous analysis of
phenylephrine hydrochloride, guaifenesin, pyrilamine maleate and paracetamol
used as active ingredient in cough-cold syrup preparations. The experimental
design method was used to optimize the method using 3 levels 4 factors Box-
Behnken design. pH, flow rate, % phosphate buffer ratio in mobile phase system
were selected as factors. The levels were determined as pH 2.5 - 3.0 - 3.5, flow rate
0.8 - 1.0 - 1.2, gradient 1 85% - 90% - 95%, gradient 2 70% - 75% - 80%. The
codes; (-1), for low levels, (0) for intermediate and (+1) for high levels of the
factors were used. 27 experimental runs were randomly carried out. Effects of
these factors and the interactions between them on resolution between peaks in
HPLC chromatogram were analyzed. Regression analysis was performed on data
obtained by the optimization design. ANOVA was performed to test reliability of
the results. In studies, it was determined that mobile phase ratio for gradient 1,
gradient 2 and quadratic contribution of mobile phase ratio can influence the
resolution significantly. A mathematical model related to resolution was obtained
using regression results. According to the data obtained from regression results, a

model was created with respect to the resolution. Theoretical resolution values
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were obtained from the model. The relationship between these values and the
experimental values has been examined to test the suitability of the model.
Corelation coefficient was found 0.9820 and the model was determined to be

appropriate.

According the model chromatographic conditions were found as pH 3.5; flow rate
0.8 mL min’l, gradient 1 95% phosphate buffer and gradient 2 80% phosphate
buffer.

The chromatograms were recorded by using spectrophotometric detector at 250
nm for paracetamol and 220 nm for other active substances at the optimum

conditions.

Analytical method validation was made by the examination of linearity,
repeatability, accuracy (recovery %), limit of quantification, limit of detection
parameters. In studies for linearity, the regression coefficients (R2) for
phenylephrine hydrochloride, guaiphenesin pyrilamine maleate and paracetamol

were found 0.9997; 0.9998; 0.9998 and 0.9999 respectively.

The RSD% values of the intra-day repeatability analysis were found in the range of
0.99 - 1.94 for phenylephrine hydrochloride; 0.25 - 1.89 for guaiphenesin; 0.66 -
1.92 for pyrilamine maleate; 0.18 - 0.66 for paracetamol and inter-day
repeatability analysis were found in the range of 1.38 - 1.92 for phenylephrine
hydrochloride; 0.33 - 1.06 for guaiphenesin; 1.29 - 1.82 for pyrilamine maleate
and 0.89 - 1.98 for paracetamol. In order to calculate accuracy, analyses were
performed by the addition of 3 different concentrations of pyrilamine maleate,
guaiphenesin, phenylephrine hydrochloride and paracetamol into the examined

samples which contain the substances.

The recovery percentage values were obtained in the range of 99.20% - 101.53%
for phenylephrine hydrochloride; 103.13% -104.30% for guaifenesin; 98.72% -
99.42% for pyrilamine maleate and 101.60% -102.80% for paracetamol. Limit of
detection values were calculated for phenylephrine hydrochloride, guaifenesin,
pyrilamine maleate and paracetamol as 0.42; 0.25; 0.34; 0.32 pg/mL and the limit
of quantification values were calculated for phenylephrine hydrochloride,

guaifenesin, pyrilamine maleate and paracetamol as 1.41; 0.83; 1.14; 1.07 pg/mL.
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The developed HPLC method for the simultaneous determination of phenylephrine
hydrochloride, guaiphenesin, pyrilamine maleate and paracetamol was applied to
Peditus syrup preparations, successfully. The recovery percentage values were
obtained respectively 98.33% for phenylephrine hydrochloride; 101.70% for

guaiphenesin, 98.66% for pyrilamine maleate and 102.15% for paracetamol.

Keywords: Paracetamol, guaiphenesin, phenylepherine hydrochloride, pyrilamine

maleate, experimental design, HPLC

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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Giris

1.1. Literatiir Ozeti

Coklu ila¢ karisimlarinin hizli, duyarls, secici ve giivenilir yontemlerle analizi hem
insan saghgl acisindan hem de ilag¢ kalite kontrol islemlerinin dogru ve pratik
olarak uygulanabilirligi acisindan oldukc¢a énemli bir yere sahiptir. Dolayisiyla ilag
endiistrisinde performansi yiliksek giiclii analitik yontemlerin gelistirilmesi her

zaman bir ihtiya¢ olusturmaktadir.

HPLC yontemi giinlimlizde, birden fazla etken maddenin ve c¢esitli katki
maddelerinin (boya, tatlandirici, koruyucu gibi) bulundugu ila¢ preparatlarinin
analizinde en c¢ok tercih edilen yontemler arasindadir. Bu yontemin tstiinltkleri
arasinda, yliksek performansi, karisimlari 6n isleme tabi tutmadan ayirma ve tayin

edebilme giict, hiz1 ve oldukea iyi duyarliliga sahip olmasi sayilabilir.

Bu calismada bebek ve ¢ocuklarin soguk alginlig1 tedavisinde kullanilan “Peditus”
adli surup, fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat, parasetamol ve
cesitli katki maddeleri icermektedir. ilag icerigini olusturan bu etken maddelerin
ayr1 ayr1 tek baslarina ya da diger maddelerle birlikte analizine yonelik HPLC basta
olmak iizere bircok yontem literatiirde bulunmaktadir. ila¢ preparatlarinda
dekonjestan olarak kullanilan fenilefrin hidroklorir, HPLC [2 - 17],
spektrofotometri [27 - 38], elektroforez [23 - 44] ve elektroanalitik [39 - 41]
olmak tlizere bircok yontemle analiz edilmistir. Literatiir arastirmasinda, balgam
soktiiriicii etkisiyle bilinen guaifenesin tayini icin agirhiklh olarak HPLC ve
spektrofotometrenin kullanildig1 c¢esitli yayinlara rastlanmistir [43 - 73].
Antihistaminik etki gosteren pirilamin maleat ile ilgili calismalar ise oldukg¢a kisith
olup kromatografik [98 - 101] ve spektrofotometrik [106 - 108] birka¢ yayin
bulunmaktadir. Parasetamol, bir¢ok ila¢ preparatinda analjezik olarak siklikla
kullanilan ve wuzun yillardan beri cesitli 6rneklerde analizi yapilan bir ilag

maddesidir. Son yillarda yapilan parasetamol analizlerinde HPLC [110 - 150] basta

1



olmak tizere elektroanalitik [236 - 239] ve spektrofotometrik [202 - 230] pek ¢cok
yontem kullanilmistir. Ayrica ¢alisilan maddelerin, HPLC basta olmak tizere ¢esitli
yontemlerle, ikili ve ¢oklu kombinasyonlar halinde ve baska ila¢ etken maddeleri
ile bir arada miktar tayinleri yapilmistir [278 - 317]. Ancak 4 etken maddenin bir

arada tayin edildigi herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

Yontem gelistirme ve optimizasyonda deneysel tasarim yontemleri son yillarda
siklikla kullanilmaktadir. Bir deneysel ¢alismada dogru ve giivenilir sonuclarin
eldesi icin, o deneyin performansini etkileyecek parametrelerin belirlenmesi ve
kontrolii oldukca 6nemlidir. Calisilan deneysel yontemde, deney sonugclarini
etkileyebilecek herhangi bir deneysel parametre faktor olarak adlandirilir. Etkili
faktorlerin tespiti sonrasi bu faktorlerin en uygun degerleri ile yapilan bir ¢calisma
ise cevap sinyalini biiyiiterek maddelerin ¢ok kiigiik miktarlarinin bile analizine
olanak saglamaktadir. Klasik yontemlerle optimizasyonda, bir faktériin degerini
degistirme, digerlerini ise sabit tutma yontemi ile faktorlerin optimum degerleri
belirlenmektedir. Ancak fazla sayida faktor incelendiginde c¢ok sayida deney
yapilmas1 gerekmekte ve bu da hem zaman alict hem de maliyetli olmaktadir.
Optimizasyonda deneysel tasarim yontemleri kullanildiginda ise deney sayisi ve
buna bagl olarak harcanan siire ve maliyet azalmaktadir. Ayrica faktorlerin
birbirlerinden bagimsiz etkilerinin yaninda, birbirleri ile olan etkilesimleri ve bu
etkilesimlerin deney sonuglarina olan etkisinin de incelenebilmesi bu yontemlerin
diger {Ustlnliiklerindendir. Boylelikle deneysel tasarim yontemleri ile
optimizasyonla, klasik yontemlere gore daha giivenilir sonuclar elde edilmektedir.
Ila¢ ve biyolojik érneklerinin HPLC ile analizinde deneysel tasarim ydntemleri
siklikla kullanilmis ve deney kosullarinin optimizasyonu giivenilir bir sekilde

yapimistir [358 - 467].
1.2. Tezin Amaci

Bu tezde fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin bir
arada analizine yonelik HPLC yonteminin gelistirilmesi, deneysel tasarim
kullanilarak optimum ayirma kosullarinin belirlenmesi, gelistirilen y6ntemin
validasyonu ve bu etken maddeleri iceren ila¢ formiilasyonlarina uygulanmasi

amaclanmistir.



1.3. Hipotez

Fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin bir arada
analizi i¢in gelistirilecek HPLC yonteminin farkli matriks igeren ila¢ karisimlarina
ve ¢esitli biyolojik 6rneklere kolaylikla uygulanabilecegi diisiintilmektedir. Ayrica
deneysel tasarim kullanilarak optimum kromatografik kosullarin belirlenmesi
sayesinde gelistirilen yontemin, daha az sayida enjeksiyon ve daha az c¢ozicl
sarfiyati ile klasik optimizasyona gore daha kisa, daha ucuz ve daha ¢evreci olmasi
beklenmektedir. Bunlarin yaninda deneysel tasarim ile deneyi etkileyen biitiin
faktorlerin bireysel ve birbirleriyle etkilesimi ve deney sonucuna tiim bunlarin
etkisi incelediginden klasik optimizasyona gore daha dogru sonuglar elde edilecegi

ongoriulmektedir.

Bu tez calismasinda deneysel tasarim kullanilarak gelistirilmesi ve validasyonu
amaclanan HPLC yo6nteminin, ila¢ kalite kontrol laboratuvarlarinda incelenen
etken maddelerin rutin analizlerine yonelik giivenilir bir ydntem olarak
Onerilebilecegi ve bdylelikle bilim ve ilagc sanayine katki saglayabilecegi

diistintilmektedir.
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Genel Bilgiler

2.1. Ila¢ Etken Maddeleri
2.1.1. Fenilefrin Hidrokloriir
(European Pharmacopoeia, 01/2008:0632)

2.1.1.1. Ozellikleri

Kapali formiilii: CoH14CINO

Yapisal formiilii:

H OH
~ I

Kimyasal Adi:

1. Benzenmetanol,-[1-(metilamino)etil]-, hidrokloriir [R-(R*,S*)], tuzu

2. (1R)-1-(3-Hidroksifenil)-2-(Metilamino)Etanol hidrokloriir

Molekil agirligi: 203,7 g/mol

Renk ve goriints: Beyaz kristal toz.

Erime noktasi: 143°C

Coziinirligu: Suda ve alkolde serbestce ¢oziiniir.

2.1.1.2. Farmakolojik Etkisi

Fenilefrin; oral soliisyonlar, burun spreyleri ve goz damlalarinda kullanilmakta olan bir

dekonjestandir [1]. Kan damarlarini biizerek kan basincini yiikseltici, gézbebeklerini

genisletici, burun konjestiyonunu hafifletici etkilere sahip adrenerjik bir ilactir.


https://saglik.sozlugu.org/konjestiyon/

Midriyazis ve hipertansiyon gibi yan etkileri bulunur. Ayrica c¢esitli gz rahatsizliklarinda
ve g0z incelemesi esnasinda midriyatik olarak damla formunda kullanilmaktadir. Mao

inhibitorleri ile birlikte kullanilmamalidir.

2.1.1.3. Miktar Tayini Yontemleri

Fenilefrin gilincel bir¢ok farmasoétik formiilasyonda yaygin olarak kullanilan bir etken
maddedir. Bu sebeple uzun yillardan beri gerek tek basina, gerekse ikili ve ti¢lii bircok
kombinasyon i¢inde analizi yapilmistir. Fenilefrin hidroklortriin HPLC ile yapilan analizleri

Tablo 2.1'de, diger yontemlerle yapilan analizleri ise Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.1 Fenilefrin hidrokloriirin HPLC ile analizleri

Ornek Diger madde Kolon Hareketli Faz | Dedektor | Kaynak
[nsan kan - - - Floresans [2]
plazmasi
[nsan kan - - - Floresans [3]
serumu

Dekstrometorfan,
Ila¢ 6rnekleri dlfe_nhldramln, e - : [4]
fenilpropanolamin
, ps6doefedrin
Bromheksin HCl,
klorfeniramin
maleat, kodein Ultrasphere
fosfat, Spherical CN | oo Indirekt
ilag 6rnekleri |dekstrometorfan [(250 mm x N : 1 (38'60:2) kondiiktom [5]
HBr, 4,6 mm, 5 etano T etrik
difenhidramin um)
HC], efedrin HC],
papaverin HCI
Insan kan Ffenllefrlln ODS ) Elektrokim (6]
plazmasi tiirevleri yasal
C18 (250
insan kan mm x 4,6 Metanol:50 mM
serumu Orsiprenalin mm ve pH 3,2 fosfat Kulometrik [7]
50mm x 4,6 [tamponu (10:90)
mm)
Nazal Glutarik asit, i ) uv (8]

sollisyonlar  |benzil alkol



https://eksisozluk.com/?q=midriyazis

Tablo 2.1 Fenilefrin hidrokloriiriin HPLC ile analizleri (devami)

_ Klorfeniramin C18(200 mm |Metanol: pH 7,2
[lag¢ 6rnekleri maleat x4,6 mm, 5 [(fosfat tamponu uv [9]
um) (70:30)
Klorfeniramin Phenomenex
o . |maleat, CN 5-um Asetonitril: su
flag ornekleri metskopolamin  |(250 mm (70:30) uv [10]
nitrat x4,6 mm)
_ Lichrospher 0,01M oktan
irll;asrll 8§07 Tropikamid rlnorg )(';'1: 1(131310 stlfonik asit : uv [11]
5 um) " |lasetonitril (65:35)
Klorfeniramin,
Ilag 6rnekleri |fenilpropanolamin|C18 0,15 M SDS - %6 uv [12]
, ps6doefedrin pentanol
Dekstrometorfan
HBr,
klo{ fenlram.lln Asetonitril: pH 2,7
ilag ornekleri a2 . ODS fosfat tamponu uv [13]
paraben, propil (40:60)
paraben, sodyum
benzoat, efedrin
HCI, benzoik asit
Klorfeniramin Novapak MEtaHOIE. 11f_ ik
llag 6rnekleri |maleat, silika kolon g:irtltsaon;;lu;r?uzu uv [14]
metskopolamin  |(7,5 cm) (%0,5) (93:7)
Dekstrometorfan
S . |HBr, Asetonitril,
flag ornekleri karbinoksamin ¢18 sodyum perklorat uv [15]
maleat
Pentaflorofe
insan kan nilpropil Metanol: 10mM
plazmasi - silika kolon |amonyum asetat |MS/MS [16]
(50 mmx4 ((90:10)
mm, 3 um)
10 mM pH 3,5
Insan kan ) BEH HIL[C |2Mmonyum format MS/MS [17]
plazmasi tamponu :

asetonitril (10:90)




Tablo 2.1 Fenilefrin hidrokloriiriin HPLC ile analizleri (devami)

Para.setam.o.l, . Kinetex-C18 10 mM pH 3,3
flac érnekleri kafein, setirizin  |(4,6 mm, fosfat t . |DAD 18]
ag ornexiert dihidroklortiir, 150 mm, ostat tampont :
: . asetonitril
nimesulid 5 mm)
Ambroksol .
hidrokloriir Nucleosil
llag 6rnekleri |levosetirizin C18 (250 Metanol: sodyum uv [19]
. ) mm x 4,6 fosfat (65: 35)
hidroklortiir,
mm x 5 um)
parasetamol
Phenomenex
Klorfeniramin Luna CN pH 6,2 fosfat
Ilag 6rnekleri |maleat, 100A(250x |tamponu: uv [20]
parasetamol 4,6 mmx5 |asetonitril (70:30)
pm)
Metanol:
Setrizin €18 (220 asetonitril:
Ila¢ érnekleri hidrokloriir mm x 4,6 disodyum uv [21]
mm, 10 um) |hidrojen fosfat
(80:4:19)
o) 4
o . |Klorfeniramin Inertsil ODS Metap 0.1 : 0 .0’1
Ilag 6rnekleri maleat. ibuprofen |C18 lik trietillamin uv [22]
, 1OUP (55:45)
Zorbax
eclipse plus |0,05 M o-fosforik
lla¢ 6rnekleri g‘itrigigaﬁin C8 (4,6 mm |asit: asetonitril |[DAD [23]
x 250 mm, ((50:50)
5 um)
Waters
: . % 0,1heptan-1-
Ilag 6rnekleri Sl.klopent?lat Spherisorb stlfonik asit tuzu : [UV [24]
hidrokloriir 0ODS2 C18 (5
metanol (80:20)
pm)
Tablo 2.2 Fenilefrin hidrokloririin diger yontemlerle analizleri
Ornek Diger Maddeler Analiz Yontemi Kaynak
llag 6rnekleri - FIA-Kemiliiminesans [25]
lla¢ 6rnekleri ] FIA-SPE- [26]
Spektrofotometri
lla¢ 6rnekleri - SIA-Spektrofotometri [27]




Tablo 2.2 Fenilefrin hidrokloriiriin diger yontemlerle analizleri (devami)

lla¢ 6rnekleri - Potansiyometri [28]
lla¢ 6rnekleri Lignokain HCI HPTLC [29]
lla¢ 6rnekleri Dekstrometorfan, Kapiler Elektroforez [30]
difenhidramin
lla¢ 6rnekleri Nafazolin, difenhidramin Kapiler Elektroforez [31]
lla¢ 6rnekleri Prednizolon, nafazolin MEKC [32]
Ilag preparatlarive | Kemiliiminesans [33]
biyolojik sivilar
llag 6rnekleri Efedrin Spektrofotometri [34]
lla¢ 6rnekleri Karbinoksamin maleat Spektrofotometri [35]
Nazal soliisyonlar Klorfeniramin maleat Spektrofotometri [36]
llag 6rnekleri Orfenadrin sitrat Spektrofotometri [37]
Nazal soliisyonlar - Spektrofotometri [38]
Nazal soliisyonlar Trimazolin Spektrofotometri [39]
Oftalmik sollisyonlar [Tropikamid Spektrofotometri [40]
lla¢ 6rnekleri - Spektrofotometri-FIA [41]
Oftalmik soliisyonlar Kloramfemkol, antlpl_rln, metil Spektrofotpmetrl- [42]
paraben, timerosal (tiyomersal) kemometri
Nazal soliisyonlar Difenhidramin, nafazolin, metil Spektrofotgmetrl- [43]
paraben kemometri
lla¢ 6rnekleri Klorfeniramin maleat Spektrofotometri- [44]

kemometri, HPLC-UV




Tablo 2.2 Fenilefrin hidrokloriiriin diger yontemlerle analizleri (devami)

lla¢ 6rnekleri Guaifenesin Spektroflorometri [45]

Insan idrar 6érnegi - Voltametri [46]

Ila¢ 6rnekleri Klorprotiksen Voltametri [47]

lla¢ 6rnekleri - Voltametri [48]

lla¢ 6rnekleri Ketorolak trometamin Spektrofotometri- [49]

kemometri

ila(; ornekleri Ketorol.a k trF) metamin, HPTLC [50]
klorfeniramin maleat

ilag ornekleri Rlorfegismin ma?eat, HPTLC [51]
parasetamol, kafein

llag 6rnekleri [buprofen Elektroforez [52]

2.1.2. Guaifenesin

2.1.2.1. Ozellikleri

(European Pharmacopoeia, 04/2018:0615)

Kapali formiilti: C10H1404

Yapisal formiilii:

Kimyasal Adi: (2RS)-3-(2-Metoksifenoksi)propan-1,2-diol.

Molekiil agirligi: 198,2 g/mol

Renk ve goriints: Beyaz Kkristalize toz.

Erime noktasi: 79°C - 83°C.




Cozinturligi: Suda kismen ¢oziinir, alkolde ¢oziintr.

2.1.2.2. Farmakolojik Etkisi

Guaifenesin, gayakolun gliserolle yaptig1 esterdir. Brons salgisini, bezler lizerindeki direkt
etkisi ile stimiile eder. Guaifenesin kronik bronsit, 6ksiiriik, bronsektazi ve diger hastaliklar
icin kullanilan bir balgam soktiirticidiir. Ekspektoran ilaclar, genellikle agiz yolundan
sistemik olarak wuygulanan ve solunum yollarinda birikmis balgami sulandirip

yapiskanhgini azaltmak suretiyle 6ksiiriikle disar1 atilmasini kolaylastiran ilaglardir.

Yiiksek dozda alindiginda kusma, bulanti, diyare, bas agrisi, sancili idrara ¢ikma, sinirlilik,
uyuyamama, deri dokiinttsii gibi etkileri goriilebilir [53].

2.1.2.3. Miktar Tayini Yontemleri

Guaifenesin ile yapilan c¢alismalar arasinda agirlikhh olarak kromatografik ve

spektrofotometrik yontemler bulunmaktadir. Guaifenesin etken maddesinin HPLC ile

yapilan analizleri Tablo 2.3’te, diger yontemlerle yapilan analizleri ise Tablo 2.4’te

verilmistir.
Tablo 2.3 Guaifenesinin HPLC ile analizleri
Ornek Diger madde Kolon |Hareketli Faz Dedektor Kaynak
[lac 6rnekleri Efedrin hidroklorir ~ |C18 Fosfat tamponu: DAD [54]
metanol (60:40)
[nsan kan C18  |Metanol: su (60:40) UV [55]
plazmasi
e
[la¢ 6rnekleri| . < o . |C18 :asetonitril : trietilamin [UV [56]
hidrokloriir, fenilefrin (49:50:1)
hidrokloriir T
Terbutalin silfat, Fosfat tamponu
[la¢ 6rnekleri ambroksol C18 rampont, 18AY% [57]
. i asetonitril, metanol
hidrokloriir
Fosfat tamponu:
e ./Ambroksol metanol:
llag drnekleri hidroklortir, teofilin c18 asetonitril:trietilamin uv [58]
(63,5:27,5:9:0,25)

10



Tablo 2.3 Guaifenesinin HPLC ile analizleri (devami)

Isr;iirrlnlflan - C18 Metanol, fosfat tamponu [UV [59]

L ./Ambroksol, Disodyum hidrojen

llag 6rnekleri salbutamol (8 fosfat, metanol uv [60]
Metokarbamol, Monopotasyum fosfat

[la¢ 6rnekleri diklofenak potasyum, |C18 potasy * UV [61]
ibuprofen asetonitril, metanol

I . . Ortofosforik asit,

[la¢ 6rnekleri Metokarbamol Fenil asetonitril (80:20) Floresans [62]
Ambroksol o

[la¢ 6rnekleri hidrokloriir, C8 Potasyum dihidroj ('en 0AY [63]
calbutamol siilfat fosfat, metanol (58:42)

[la¢ 6rnekleri [Sodyum benzoat CN Asetonitril : su (20:80) [UV [64]
Bromheksin Fosfat tamponu

[la¢ 6rnekleri hidroklortir, C18 :asetonitril 1A% [65]
terbutalin siilfat (80:20) ve (60:40)
Fenilefrin
hidi oriig Fosfat tamponu

[la¢ 6rnekleri ambroksol C8 pont, UV [66]
hidrokloriir metanol, asetonitril
levosetirizin
Psodoefedrin,
feniramin, il g

[la¢ 6rnekleri pirilamin, Cc18 ?(/I)g'fc:tn E) i;_iégl)dm] en 0AY [67]
dekstrometorfan, '
klorfeniramin

e .Metil paraben, propil : Tampon ¢ozelti :

[la¢ 6rnekleri baraben Fenil asetonitril (25:75) DAD [68]

Fosfat tamponu :
[la¢ 6rnekleri Dekstrometorfan C18 asetonitril : metanol Floresans [69]
(62:23:15)

Psodoefedrin, Fosfat tamponu :

[la¢ 6rnekleri dekstrometorfan, Silika ramp . 18AY% [70]
kodein asetonitril (60:40)
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Tablo 2.3 Guaifenesinin HPLC ile analizleri (devami)

Asetaminofen,
romisoval, bucetin,
kafein,
dekstrometorfan
[la¢ 6rnekleri hidrojen bromiir, ODS Fosfat tg mpon 18AY% [71]
: . :asetonitril (85:15)
klorfeniramin maleat,
etoksibenzamid,
metilefedrin -
noskapin HCI
: . .|Ps6doefedrin HC], Metanol : amonyum
flag Srnekleri dekstrometorfan HBr ODS fosfat tamponu (45: 55) [72]
Fenilpropanol HCl,
[la¢ 6rnekleri dekstrometorfan HBr,C18 - [5A% [73]
sodyum benzoat
[nsan kan . . Sodyum heptan siilfonat
plazmasi b s : asetonitril (70:30) uv [74]
Sodyum dihidrojen
[la¢ 6rnekleri Teofilin fosfat:metanol: 1A% [75]
asetonitril (8:2:1)
Képek kan Metanol: asetonitril:
laI;ma51 - ODS fosfat tamponu 1A% [76]
P (11:11:78)
[nsan kan Su : metanol : asetik
plazmasi I C18 asit (60:40 :1.5) uv [77]
. Polisakk Hekzan:izopropanol:
Insan kan Ketorglak al.‘lt bazh rifloroasetik asit UV (78]
plazmasi enantiyomer kiral
(85:15:0,05)
kolon
Fenilefrin HC],
parasetamol,
[la¢ 6rnekleri efedr.ln H.C L C18 Gesitli pH"deg(?rlermde 1A% [79]
doksilamin tampon ¢ozeltiler
sukkinat,dekstrome
torfan HBr
I . [Fenilefrin, Monolitik
fla¢ ornekleri parasetamol kolon I i [80]
[lac 6rnekleri - C18 Su : metanol: glasiyel =, [81]

asetik asit (60:40:1,5)

1

2




Tablo 2.3 Guaifenesinin HPLC ile analizleri (devami)

Kromasil
C8 (250 |, - .
ilag ornekleri Ambroksol, loratidin |x 4,6 A).O’l lik orjcof.osforlk UV [82]
asit : asetonitril (60:40)
mm, 5
pm)
Hidrosor
b RP-
e o . C18
[la¢ 6rnekleri|[Ps6doefedrin HCI 250 mm Metanol: su (50:50) 1A% [83]
x 4,6 mm
5um
Bromheksin, Gemini®
ambroksol, IAsetonitril : 0,25 M
salbutamol/terbutali NX C18 sodyum hekzasiilfonat :
[la¢ 6rnekleri ) . (250 x 4, 005 UV [84]
n, psddoefedrin, . 0,2 M amonyum asetat :
triprolidin, 5 )’ pH 3,0 su (35:4:10:51)
klorfeniramin maleat | "™
Icrge_létsﬂ pH 3,0 sodyum
ilac srnekleri Salbutamol.sulfat, 250 dihidrojen fosfat. . UV (85]
amroksol hidrokloriir tampon : asetonitril :
4.6 mm,
metanol (65:10:25)
5 um)
Phenome
nex Luna
oo . o C18 Metanol : amonyum
[la¢ 6rnekleri [Terbutalin stilfat (4,6x250 fformat tamponu (45:55) [9A% [86]
mm
5um)
L .[Metokarbamol ve pH 3,2 seyreltik asetik
flag Srnekleri aspirin C18 asit : asetonitril (79:21) uv [87]
CAPCELL|Asetonitril : trietilamin
[la¢ 6rnekleri Pentoksiverin sitrat |[PAK C18 ffosforik asit tamponu  [UV [88]
MG S-5 |(pH 2,6%0,05)(33:67)
C18-1
o . [Teofilin, (250x  |Metanol : su (1:1) pH
[la¢ 6rnekleri difenhidramin 4.6 mm, 3.0) UV [89]
5 um)
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Tablo 2.4 Guaifenesinin diger yontemlerle analizleri

Ornek Diger Maddeler Analiz Yontemi |Kaynak

[la¢ 6rnekleri Fenilefrin hidroklortr Spektroflorometri | [90]

oo . . Spektrofotometri

[la¢ 6rnekleri Teofilin Voltametri [91]

[la¢ 6rnekleri Teofilin, ambroksol hidrokloriir Spektrofotometri [92]

[nsan idrar numunesi |- \Voltametri [93]

. R . Difenhidramin hidoklorir, benzonatat, :

[la¢ 6rnekleri fenilefrin hidrokloriir Spektrofotometri [94]

[la¢ 6rnekleri Difenhidcalilin, psgdgiedrin, Spektrofotometri [95]

parasetamol

ilac érnekleri Difenhidramin hidrokloriir, Kemometri [96]
¢ benzonatat, fenilefrin hidroklorur Spektrofotometri

: . . ibuprofen, metokarbamol, .

[la¢ 6rnekleri parasetamol, diklofenak Kemometri [97]

Gergek numuler Teofilin Voltametri [98]

[la¢ 6rnekleri Psodofenilefrin hidrokloriir, gayakol [TLC [99]

G . ; . . . Kemometri

[la¢ 6rnekleri Psodoefedrin, klorfeniramin maleat Spektrofotometri [100]

[la¢ 6rnekleri Ambroksol, levosalbutamol siilfat Spektrofotometri | [101]

[la¢ 6rnekleri Teofilin Spektrofotometri | [102]

G . ; . Kemometri

[la¢ 6rnekleri Psodoefedrin Spektrofotometri [103]

[nsan kan serumu - Voltametri [104]

[la¢ 6rnekleri Teofilin Kemometri [105]

oo . Diprofilin, metil paraben, propil Kemometri

flag Srnekleri paraben Spektrofotometri [106]
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Tablo 2.4 Guaifenesinin diger yontemlerle analizleri (devami)

[la¢ 6rnekleri Salbutamol Spektroflorimetri | [107]

ilag srnekler Salbqtamol stlfat, metil paraben, Spektrofothmetrl [108]
propil paraben Kemometri

[la¢ 6rnekleri - Voltametri [109]

Insan kan serumu - GC-ECD [110]

: . . Klorfeniramin maleat, noskapin )

[lag ornekleri hidrokloriir, klorfeniramin maleat Spektrofotometri | [111]

[la¢ 6rnekleri Dekstrametorfan Spektrofotometri | [112]

[la¢ 6rnekleri Fenilefrin hidroklortr Spektroflorimetrik | [113]

Cesitli ornekler Teofilin Voltametrik [114]

Egser51z"at1a1:1. icin kan | UV [115]

serumu Ornegi

Elektrokimyasal sensor prsomeggein hidgglorar, Elektrokimyasal [116]
parasetamol

ilag srnekleri Salbutamol stilfat, dekstrometorfan HPTLC [117]
HBr, gayakol

[la¢ 6rnekleri Teofilin, gayakol HPTLC [118]
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2.1.3. Pirilamin (Mepiramin) Maleat
2.1.3.1. Ozellikleri

(European Pharmacopoeia, 01/2017:0278)
Kapali formiilii: C21H27N305

Yapisal formiilii:

CHa
N H
e
HaCO @ COH
N

Kimyasal Adi:

N-(4-Metoksibenzil)-N’,N'-dimetil-N-(piridin-2-yl)etan-1,2-diamin(2Z)-biit-2-enedioat
Molekiil agirligi: 401,5 g/mol

Goriliniis ve renk: Beyaz ya da hafifce sari, kristalize toz.

Erime noktasi: 99°C -103°C.

Cozunturligu: Suda ¢ok, alkolde oldukga iyi ¢oziiniir.

2.1.3.2. Farmakolojik Etkisi

Pirilamin maleat; yan etkileri ¢cok az olan, kronik veya dénemsel rinit, dogal maddelere ve
yiyecek maddelerine karsi gelisen konjunktivit ve benzeri alerjik reaksiyonlarin
giderilmesinde kullanilan Hi reseptdr antagonisti bir antihistaminiktir [128]. Asin
duyarlilik reaksiyonlarinin ve kasintihi deri rahatsizliklarinin semptomlarinin
giderilmesinde kullanilir. Sogukalginligi ve okstirigiin semptomatik tedavisi i¢in bilesik

preparatlarin yaygin bilesenidir.

2.1.3.3. Miktar Tayini Yontemleri

Pirilamin maleat lizerine yapilmis calismalar oldukc¢a kisith sayida olup kromatografik ve
spektrofotometrik birka¢ yayina rastlanmistir. Pirilamin maleatin HPLC ile yapilan

analizleri Tablo 2.5’te, diger yontemlerle yapilan analizleri ise Tablo 2.6’da verilmistir.
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Tablo 2.5 Pirilamin maleatin HPLC ile analizleri

Ornek Diger madde |Kolon [Yontem Hareketli Faz Dedektér |[Kaynak
)Asetonitril: 0,1M
flac Dekstrometorfan pH 2,5 dihidrojen
) . |HBr, sodyum C18 HPLC ’ 19A% [119]
ornekleri b fosfat tamponu
enzoat
(29:71)
Asetaminofen,
Mlag fenilefrin Alginik asit, 0,01 N
ornekleri  |hidroklorir, c18 HPLC HCl uv [120]
kodein fosfat
Metilkopolamin 2,85 x10-3M
nitrat, etilendiamin silfat
Mlag fenilpropanol tamponu : pH’1
ornekleri |hidrokloriir, ODS HPLC 7,44’ e ayarlanmis uv [121]
feniramin 1 M amonyum
maleat hidroksit (1:1)
Kod.eln fo'.sfat, %13 metanol
guaifenesin, : g .
Balgam feniramin iceren su icindeki
e e Siyano [HPLC 0,05 M potasyum  [UV [122]
soktiiriicii  |maleat, A .
. dihidrojen fosfat
fenilpropanola 5zeltisi
min hidrokloriir -
ila Asetaminofen Metanol :
6r§ekleri mab ’ |C18 HPLC asitlendirilmis su UV [123]
P (pH 1,8) (27:73)
Inertsil
. Dekspantenol, |[ODS-3V,
flag lidokain 250 x 4,6 HPLC (0,01 MAmonyum ., [124]
ornekleri ) ; asetat : metanol
hidrokloriir mm (5
pm)
Hypersil Metanol : 0,018M
fla BDS C8 H 3,0 fosfat
e L (250x HPLC  PH> DAD [125]
ornekleri tamponu (pH 3,0)
4,6 mm, (9:41)
5 mm) '
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Tablo 2.6 Pirilamin maleatin diger yontemlerle analizleri

Ornek Diger Maddeler Analiz Yontemi Kaynak

Aerosol sprey Metanol, fenol, benzokain GC [126]
Fenilpropanolamin hidroklortir,

[la¢ 6rnekleri kafein, klorfeniramin maleat, |GC [127]
fenilefrin hidrokloriir

Mikrobiyal

biyotransformasyon  |Pirilaminin N-oksidi Voltametri, HPLC-ECD [128]

ornekleri

G . . . Kemometri-

[la¢ 6rnekleri Lidokain HCI, dekspantenol spektrofotometri [129]

[la¢ 6rnekleri i Spektrofotometri [130]

[la¢ 6rnekleri ) Spektrofotometri [131]

[la¢ 6rnekleri - Spektrofotometri [132]

2.1.4. Parasetamol (Asetaminofen)

2.1.4.1. Ozellikleri

(European Pharmacopoeia, 04/2018:0049)

Kapali formiilii: CBH9NO?

Yapisal formiilii:

OH
e
Hac)LN
H

Kimyasal Adi: N-(4-Hikroksifenil)asetamid, ya da asetaminofen

Molekil agirligi: 151,2 g/mol

Goriints ve renk: Beyaz veya beyazimsi kristalize toz.

Erime noktasi: 168°C-172°C

18



Cozunturligu: Suda kismen, alkolde serbestce, metilen kloriirde ise ¢cok az ¢oziiniir.

2.1.4.2. Farmakolojik Etkisi

Bir anilin tiirevi olan parasetamol (asetaminofen), antienflamatuvar etkisi gostermeyen,
analjezik ve antipiretik olma 6zellikleri sayesinde ciddi agrilarin semptomatik tedavisinde

kullanilan bir maddedir [133].

Doymus sulu ¢ozeltisi kararli yapidadir ancak kararhlig asit sartlarinda azalir. Agr1 kontrol
yontemlerinin basinda analjeziklerin kullanimi gelir. Analjezikler toplumda antibiyotiklerle
birlikte en sik kullanilan ilaglarin basinda gelmektedir. Parasetamol (asetaminofen) komiir
katrani analjezigi diye adlandirilan fenasetinin aktif metabolitidir. Asetaminofen, N-asetil-
p-aminofenol, APAP isimleriyle de bilinir. Bir grup agr1 kesici ve ates diisiiriicii etkiye sahip
ilacin da etken maddesidir. Agr1 esigini yiikseltmek yoluyla analjezik, hipotalamustaki
termo-regulasyon merkezi lizerindeki etkisi yolu ile de antipatik bir etki gosterir. Yaygin
bir sekilde agr1 kesici ve ates diisiirticii olarak kullanilan parasetamol uygun olmayan
saklama kosullarinda 4-aminofenol ve asetik aside doniismektedir. Parasetamol benzeri
diger analjezik ilaglardan farkli olarak hipotalamus ve omurilik gibi peroksitlerden az olan
ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir ve etkisi erken baslar; plazma diizeyi 30-
60 dakika icinde maksimuma erisir. Absorpsiyonu besinler tarafindan azaltilir. ilk dozdan
sonra analjezik etkisi 3-4 saat kadar devam eder. Asetaminofen aspirininkine, yaklasik
olarak esit derecede analjezik etki yapar. Antipiretik etkiside onunkine yakin giictedir;
fakat aspirinden farkli olarak, antiinflamatuvar etkinligi oldukc¢a diisiiktiir ve bu tir
etkinlik gerektiren 6 indikasyonlarda kullanilmaz. Ancak antiinflamatuvar ilaglarin

analjezik etkisini artirmak i¢cin onlarla birlikte kullanilabilir.

2.1.4.3. Miktar Tayini Yontemleri

Parasetamol, ¢ok wuzun yillardir birgok analjezik ve antipiretik ila¢ preparatinda
kullanilmakta olan bir etken maddedir. Uzerinde yapilmis binlerce ¢alisma bulunmaktadir.
Bu calismalar incelendiginde ise Kkromatografik, elektroanalitik ve spektroskopik
calismalarin 6ne c¢iktig1 gozlenmektedir. Parasetamoliin HPLC ile yapilan son yillardaki

analizleri Tablo 2.7’de, diger yontemlerle yapilan analizleri ise Tablo 2.8’de verilmistir.
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Tablo 2.7 Parasetamolin HPLC ile analizleri

Ornek Diger madde Kolon |Hareketli Faz Dedektor |Kaynak
anllefrln" Phenome
hidrokloriir, .
guaifenesin nex Metanol : asetonitril :
Ilag 6rnekleri klorfeniramin RPC18 (510 mM pH 3,0 fosfat uv [134]
maleat pum x 250{tamponu
bromhekzin EQ)X 4,6((27,5:22,5:50)
hidrokloriir
S .|Salisilamid, pH 2,7 fosfat tamponu,
llag ornelkderi feniltoloksamin C8 metanol, asetonitril uv [135]
0,01 M potasyum
. . dihidrojen fosfat:
llag 6rnekleri Kafein, kodein C8 metanol: uv [136]
fosfat 1 .
asetonitril:izopropil
alkol (420:20:30:30)
e . Metanol:su:formik asit
[la¢ 6rnekleri|Fenprobamat RP18-5 (120:80:1) uv [137]
I"nsarl .1drar C18 Su:asetonitril (100:20) |Floresans [138]
ornegi
Asetilsalisilik asit,
Ila¢ 6rnekleri [kafein, kodein, C18 Asetonitril:su (75:25) | UV [139]
piridoksin, tiamin
A-aminofenol 4- Asetonitril: 0,05M pH
llag 6rnekleri o1 PGC 5,5 fosfat tamponu uv [140]
kloro asetanilid
(80:20)
Asetilsalisilik asit,
llag 6rnekleri kafein, C18 Asetonitril : su (25:75) | UV [141]
fenobarbital
Kafein, Tetrahidrofuran:
Ilag 6rnekleri klorfeniramin Siyano  |Asetonitril: iyon cifti uv [142]
maleat cozeltisi (87:13:14)
Domuz %0,05’ lik pH 3,0
mikrosomal |Fenasetin C18 Fosforik asit ¢ozeltisi, | UV [143]
ornekleri metanol
Ila¢ 6rnekleri [Kafein RPisg Metanol:su (40:60) uv [144]
flac Dekstrometorfan Iyon ¢ifti ¢ozeltisi : uv
formiilasyon |hidrobromiir, Siyano |metanol : asetonitril [145]
u psodoefedrin HCI (25:57:18)
insan kan pH 2,41 monobazik
Kafein, biitalbital |C18 potasyum fosfat: uv [146]
serumu

asetonitril (95:5)
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Tablo 2.7 Parasetamoliin HPLC ile analizleri (devami)

Asetonitril: %0,4’ lik

Irllzz;lrr;l;;n eDI(lekstropropokmf Amino |glasiyal asetik asitin MS/MS [147]
p sulu ¢ozeltisi
: . Imipenem ve 9 Metanol, asetonitril,
In san | drar farkli etken RP18 %0,05 trifloroasetik asit DAD ve [148]
ornegi R floresans
madde cozeltisi
; ; pH 3,9 potasyum
Hfg el E?rr;f;tr"’;momn C18 |dihidrojen fosfat DAD [149]
prep tamponu, asetonitril
Kafein, Metanol : potasyum
[la¢ 6rnekleri ﬁggg?lramm C18 fosfat (15:55) uv [150]
Klorzoksazon ve
Lo . |safsizlik olarak Su:metanol:glasiyel
llageggekleri bulunan diger (8 asetik asit (60:40:2) ARl [151]
benzer maddeler
%0,5’ lik formik asit
Irllsan kan Tramadol Siyano g 0 il arTlonyum ESI-MS [152]
plazmasi asetat tamponu :
metanol (40:60)
Naproksen,
.. |ketoprofen
Homeopatik |. ’ o .
formillasyonl | 2\Profen c1g  |Asetonitrilasetikasit 1,y por Mo | [153]
ar diklofenak, cozeltisi
piroksikam,
nimesulid
oo .|Aseklofenak, C18 Asetonitril: pH 6 o-
flag Grnekleri klorzoksazon fosforik asit tamponu uv [154]
insan kan . %0,2’lik formik
plazmasi Kafein C18 asit:metanol (60:40) ESI-MS [155]
Klasik
tabletler ve
mikrokiire |Aseklofenak C18 pH 2,5 fosfat. tamponu: uv [156]
formilasyonl metanol (20:80)
ar
o [amantadin fCL Metanol: %0,5lik
plazmasi klorfe;liramin C18 formik asit iceren su ESI-MS-MS [157]
maleat (20:80)
oo . %0,05’lik ortofosforik
[la¢ 6rnekleri |[Etodolak C18 asit:asetonitril (50:50) uv [158]
Ila¢ 6rnekleri|[Tramadol HCI C18 pH 6,3 fosfat tamponu:: |y, [159]

asetonitril (90:10)
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Tablo 2.7 Parasetamoliin HPLC ile analizleri (devami)

Askorbik asit, Asetonitril, %0,05’lik
Ilag 6rnekleri klorfeniramin C18 trifloroasetik asit DAD [160]
maleat cozeltisi
Dantrolen, Sodyum dihidrojen
Ilag 6rnekleri |setrizin, C18 fosfat, pH 4,2 heptan uv [161]
psodoefedrin silfanik asit, asetonitril
insan idrar Sotatol ve 21 Asetonitril, metanol,
. . farkl etken - %0,05°lik trifloroasetik [DAD [162]
ornegi NP
madde asit ¢ozeltisi
Kafein Asetonitril:50 mM pH
llag 6rnekleri o ., |C18 3,0 fosfat tamponu A% [163]
asetilsalisilik asit
(14:86)
: . .|Tramadol HC], Metanol: pH 4,0 fosfat
llag ornekleri domperidon 18 tamponu (40:60) uv [164]
Tizanidin Amonyum karbonat
llag 6rnekleri | . . C18 ¢ozeltisi:metanol uv [165]
diklofenak
(60:40)
0,1 M pH 6,5 fosfat Amperomet
Ila¢ 6rnekleri [Askorbik asit C18 tamponu: metanol 1P [166]
rik
(91:9)
Metil, etil ve Tetrahidrofuran:
Ila¢ 6rnekleri [propil p- RP8 Asetonitril:su UV-DAD [167]
hidroksibenzoat (13:21:36)
Pediatrik N-asetil-p- Su: metanol: formik asit
calismalar  |benzokinonimin C18 (70:30:0,15) uv [168]
Ibuprofen,
klorzoksazon,
e .|metokarbamol, Asetonitril: pH 5.0
flag Grnekleri ketoprofen C18 fosfat tamponu (60:40) uv [169]
diklofenak
sodyum, lidokain
lla¢ 6rnekleri|ibuprofen C18 >0mM pH 7,5 fosfat ., [170]
tamponu, metanol
. pH’ 12,6’ ya ayarlanmis
Irllzirr;l;gln Orfanadrin sitrat [C18 asetonitril : saf su uv [171]
p karisimi (50 : 50)
Insan kan Naproksen, c18 1,$mM pH 2.,8 .fosfor01k uv (172]
plazmasi ibuprofen asit : asetonitril (1:1)
. io ’
[lag¢ 6rnekleri |Kafein €18 Saf sudaki %21,69" luk DAD [173]

asetonitril
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Tablo 2.7 Parasetamoliin HPLC ile analizleri (devami)

Kafein,

Asetonitril : 0,01 M pH

llag 6rnekleri asetilsalisilik asit €18 4,05 fosfat tamponu uv [174]
(10:90)
%20 ile %100 arasinda
oo . o c18 degisen 40 mM pH 7,0
[la¢ 6rnekleri|Kafein, ibuprofen fosat tamponundaki DAD [175]
asetonitril
c18 (250/10 mMpH3,0
ilac srnekleri Tramadol x4 6mm, |[Potasyum dihidrojen uv (176]
hidrokloriir 5um) ortofosfat tamponu :
asetonitril (60:40)
C185
g‘f‘;;mam i um, 150 |Sy : metanol (75:25)  |PDA [177]
x 4,6 mm
Fenilefrin Prontosil o
_ hidrokloriir C18 (250 Asetonitril : 0,1M
Ilag 6rnekleri|, . h, Y potasyum dihidrojen uv [178]
triprolidin X 4,6mm,
hidrokloriir 5um) fosfat tamponu (52:48)
Waters
Symmetr
. y® C18
[lag¢ 6rnekleri [Kafein (5 um Metanol : su (40:60) uv [179]
4,6 x 150
mm)
Phenome
nex C18 . & fosf
Ilag 6rnekleri |Ibuprofen (250 mm |20 mMpH 7.5 fosfat uv [180]
4.6 mm, |tamponu : metanol
5 pum)
Aseklofenak C18 (100
- sexrotenas, x2,1 Asetonitril : fosfat
Ilag¢ 6rnekleri|diklofenak, para- ) uv 181
¢ aminofenolp mimm, tamponu (50:50) [181]
1,7um)
0,05 M Sodyum
o . Phenome|djhidrojen fosfat
[la¢ 6rnekleri|Pamabrom nexC8  |tamponu : metanol : uv [182]
asetonitril (85:10:5)
Insan kan . Lichroso | Asetonitril: tampon:
serumu Setrizin HCI rb® C18 |siilfiirik asit (45:55:0,3) uv [183]
S _ " C18 (4,6x
lla¢ 6rnekleri ergiltlfopelp;tl 4% 1150 mm XSy, ; metanol (50:50) uv [184]
aseklofena 5 um)

23




Tablo 2.7 Parasetamoliin HPLC ile analizleri (devami)

C18
_ N g 25 cm x |SW: metanol (50:50)
[la¢ 6rnekleri HlyOS.l-Il N-butil EL 6 mm. |Irifloroasetik asitile pH| UV [185]
bromir ’ P )
5 um) 13,9’ aayarlanmisg
Tablo 2.8 Parasetamoliin diger yontemlerle analizleri
Ornek Diger Maddeler Analiz Yontemi Kaynak
flag ornekleri ve oral e coi FIA-HPLC [186]
solliisyonlar
e . FIA, SIA, nitrosolama
[la¢ 6rnekleri reaksiyonu, UV [187]
[la¢ 6rnekleri FIA, amperometri [188]
[la¢ 6rnekleri FIA, kemiliiminesans [189]
[la¢ 6rnekleri FIA, amperimetri [190]
Ps6doefedrin HC], )
[la¢ 6rnekleri dekstrometorfan HBr, FIA, Kapiler [191]
. L elektroforez-UV
klorfeniramin hidrojen maleat
[la¢ 6rnekleri Askorbik asit FIA, amperometri [192]
[la¢ 6rnekleri FIA, amperometri [193]
[la¢ 6rnekleri Kafein FIA, amperometri [194]
[la¢ 6rnekleri SIA-UV [195]
[la¢ 6rnekleri SIA-florometri [196]
Klinik 6rnekler Askorbik asit, lrik asit SIA-voltametri [197]
[la¢ 6rnekleri SIA [198]
Kanalizasyon drnegi Endokrin bozucu molektller ve GC-MS [199]

diger ila¢c etken maddeleri
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Ekstra kuvvetli

analjezik tabletler Kafein HPTLC [200]
[la¢ 6rnekleri Diklofenak sodium HPTLC [201]
[la¢ 6rnekleri Kafein HPTLC-UV [202]
[la¢ 6rnekleri Diklofenak potasyum, famotidin [HPTLC [203]
[la¢ 6rnekleri Propifenazon, kafein PPEC, HPTLC [204]
[la¢ 6rnekleri Famotidin, ibuprofen HPTLC [205]
Antienflamatyagr Kafein, salisilik asit SIC (iki Kolonlu)-UV [206]
tabletler
oo . A : Kapiler
[la¢ 6rnekleri Asetilsalisilik asit, kafein clektrokromatografi [207]
[la¢ 6rnekleri ve Kapiler elektroforez- 208]
biyolojik 6rnekler kemiliiminesans
Supogltuvar MELC [209]
formiilasyonlar
o ’ ; . Kapiler
[la¢ 6rnekleri Kafein, propifenazon elektrokromatografi-UV] [210]
S . Setrizin dihidroklortiir, )
[la¢ 6rnekleri fenilpropanolamin HCI Kapiler elektroforez-UV| [211]
[la¢ 6rnekleri 4-aminofenol MEKC [212]
[la¢ 6rnekleri p-Aminofenol Kapiler elekt.r oforez- [213]
amperometri
[nsan idrar 6érnegi Siprofloksasin, diklofenak Kapiler elektroforez [214]
sodyum
[buprofen, amantadin HCl, Kapiler elektroforez-
[la¢ 6rnekleri aminopirin, diklofenak sodyum |elektromanyetik [215]
kodein fosfat indiiksiyon
[la¢ 6rnekleri Kafein, asetilsalisilik asit SIC-UV [216]
[la¢ 6rnekleri Kloroksazon Kemometri [217]
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Tablo 2.8 Parasetamoliin diger yontemlerle analizleri (devami)

Kemometri-FTIR-

[la¢ 6rnekleri Asetilsalisilik asit raman spektroskopi [218]

ila¢ 6rnekleri p-Aminofenil Kemometri [219]

ikili ve ticlii ila¢ Mefnamik asit, asetilsalisilik Kemometri- [220]

karisimlari asit, askorbik asit spektrofotometri

ila¢ 6rnekleri Diklofenak Kemometri-UV [221]

Uelt ilag karigimlar Kafein, asetilsalisilik asit Kemometri [222]

(tablet)

[lag ornekleri ve insan Kloroksazon Kemometri-HPLC [223]

kan plazmasi

G . . Kemometri-

[la¢ 6rnekleri Kafein spektrofotometi [224]

Insan idrar 6rnegi Hidroklorotiyazid Kemometri-HPLC [225]

ila¢ 6rnekleri Propifenazon, kafein Kemometri-UV [226]

. . ) Drotaverin HCl, kafein, )

[la¢ 6rnekleri metrodinazol, diloksanit furoat Kemometri-HPLC-UV [227]

ila¢ 6rnekleri Kemometri-IR-FTIR- [228]

raman spektroskopisi

S ) Psodoefedrin HCI, )

[la¢ 6rnekleri dekstrometorfan HBr Kemometri-HPLC-DAD | [229]

Ila¢ 6rnekleri Kodein fosfat, misir nisastas1  |[Kemometri -TGA [230]

Ila¢ 6rnekleri Kloroksazon Kemometri- [231]
¢ spektrofotometri

o . . Kemometri-

[la¢ 6rnekleri p-Aminofenol spektrofotometri [232]

Ila¢ 6rnekleri Kloroksazin, kafein, salisilik asit [Kemometri-HPLC [233]

H ag ve mnsan idrar Dekstrometorfan, fenilefrin Kemometri [234]

ornekleri

ilac srnekleri Raman spektroskopisi- [235]

kemometri
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Tablo 2.8 Parasetamoliin diger yontemlerle analizleri (devami)

Raman spektroskopisi-

[la¢ 6rnekleri emometri [236]

- . Spektrofotometri-alkali

[la¢ 6rnekleri hidroliz [237]

EtaPOhk ve parenteral Propasetamol HCl Spektrofotometri [238]

sollisyonlar

ila¢ 6rnekleri Askorbik asit Spektrofotometrik [239]
sensor

ila¢ 6rnekleri - Spekfrofotometrlk [240]
sensor

ila¢ 6rnekleri Propifenazon, kafein Spektrofotometri-HPLC| [241]

Kan serumu - Spektrofotometri [242]

ila¢ 6rnekleri Mefnamik asit Spektrofot_o metri- [243]
kemometri

ilag 6rnekleri Kafein spekirgglometrik [244]
sensor

ila¢ 6rnekleri Asetilsalisilik asit, kafein Spekfrofotometrlk [245]
sensor

ila¢ 6rnekleri - Spektroflorimetri [246]

ila¢ 6rnekleri p-Aminofenol Spektrofotometri [247]

Ila¢ 6rnekleri Asetilsalisilik asit, kafein Spektrofotometri [248]

Ila¢ 6rnekleri Spektrofotometri [249]

ila¢ 6rnekleri p-Aminofenol Spektrofotometri [250]

[lag ornekleri ve insan Salisilamit Spektrofotometri [251]

kan serumu

Toz karisimlar Difenhidramin HCI Spektrofotometri(NIR) | [252]

Toz karisimlar Amantadin HC] Spektrofotometri(NIR) | [253]
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Tablo 2.8 Parasetamoliin diger yontemlerle analizleri (devami)

IAskorbik asit, dekstrometorfan

[la¢ 6rnekleri HBr, kafein, klorfeniraminaleat Spektrofotometri(NIR) | [254]
o . . Spektrofotometri-
[la¢ 6rnekleri Drotaverin HCl Spektrodensitometri [255]
ila¢ 6rnekleri Drotaverin HCl, kafein Spektrofotometri-TLC [256]
o : : : Spektrofotometri-
[la¢ 6rnekleri [puprofen, kafein Kemometri [257]
ila¢ 6rnekleri Aspirin, kafein, klorfenamin Spektrofotgmetrl- [258]
Kemometri
ila¢ 6rnekleri Spektrofotometri(NIR) | [259]
ila¢ 6rnekleri Drotaverin HCI Spektrofotometri [260]
o : Spektrofotometri-Alkali
[la¢ 6rnekleri - Hidroliz [261]
ilag 6rnekleri ve .
biyolojik drnekler Spektrofotometri [262]
ila¢ 6rnekleri - Spektrofotometri [263]
ila¢ 6rnekleri Orpenadrin sitrat Spektrofotometri [264]
ila¢ 6rnekleri Aspirin, kafein Spektrofotometri [265]
Ila¢ 6rnekleri - Tiirbidimetri [266]
llag Srnekleri ve insan Askorbik asit Amperometri-FTIR [267]
kan plazmasi
ilag preparatlar ve : : : -
nehirlerden alinmis su | Biyomimetik Sensor [268]
. . FIA-amperometri
ornekleri
s Biyosensor
r.[.‘llzbl 1nhalasyon Noradrenalin (Hematoksilin)- [269]
trunleri .
voltametri
Biyolojik ve bitkisel Biyosensor (polifenol
srnekler oksidaz/ polipirol [270]

matriksi)-voltametri
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Tablo 2.8 Parasetamoliin diger yontemlerle analizleri (devami)

Elektroanalitik

[la¢ 6rnekleri Dopamin Uontemler [271]
Gercek 6rnekler Elektrokataliz [272]
ila¢ 6rnekleri ve insan .

Elektrokataliz [273]
kan serumu
ila¢ 6rnekleri Fenasetin, p-aminofenol Elektrokataliz [274]
ila¢ 6rnekleri Potansiyometri [275]
ilag 6rnekleri p-Aminofenol Voltametri [276]
ilag ve insan idrar .
) . Voltametri [277]
ornekleri
insan kan plazmasi Voltametri [278]
ila¢ 6rnekleri Voltametri [279]
ila¢ 6rnekleri Kafein Voltametri [280]
ila¢ 6rnekleri Dipiron Voltametri [281]
Cesitli ornekler Voltametri [282]
Cesitli 6rnekler N-asetilsistein Voltametri [283]
Cesitli 6rnekler Norepinefrin, folik asit Voltametri [284]
llag Srnekleri ve insan Askorbik asit, izonizid Voltametri [285]
kan serumu
llag Srnekleri ve Mefenamik asit Voltametri [286]
biyolojik 6rnekler
Cesitli 6rnekler Askorbik asit Voltametri [287]
Cesitli ornekler Askorbik asit, kodein Voltametri [288]
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Tablo 2.8 Parasetamoliin diger yontemlerle analizleri (devami)

Voltametri-

Uclii karisimlar Askorbik asit, kodein . [289]
Kronoamperometri

ilag 6rnekleri ve .

biyolojik sivilar Voltametri [290]

¥nsan lkan serumu ve Aspirin, kafein Voltametri-EIS-CC [291]

idrar 6rnegi

H?g or.r?eklerl ve Tramadol Voltametri-EIS-CC [292]

biyolojik sivilar

insan kan serumu Dopaumm ve askorbik asit C?$ltll elektrokimyasal [293]
varliginda yontemler

Viicut sivilari Urik asit varhiginda Voltametri [294]

Cesitli 6rnekler Askorbik asit, triptofan Voltametri [295]

Cesitli ornekler 3-Aminofenol Voltametri [296]

ila¢ 6rnekleri Askorbik asit Voltametri [297]

Cesitli ornekler T11.‘am1n,<ilopam1n ve askorbik Voltametri [298]
asit varliginda

Cesitli 6rnekler Epinefrin Voltametri [299]

[lag ornekleri ve insan Dopamin Voltametri [300]

kan serumu

Insan idrar érnekleri  |Penisilin Voltametri [301]

Insan idrar 6rnekleri  [Kafein Voltametri [302]

ila¢ 6rnekleri p-Aminofenol Voltametri [303]

Kan serumu ve insan Voltametri-

idrar ornekleri L-Dopa Kronoamperometri [304]

Cesitli 6rnekler Kaptopril, triptofan Voltametri [305]

ila¢ 6rnekleri Voltametri [306]
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Tablo 2.8 Parasetamoliin diger yontemlerle analizleri (devami)

Insan idrar érnekleri  [Dopamin Voltametri [307]
[s18a duyarli polimerler |- Voltametri [308]
Amorf karisimlar Sitrik asit anhidrat NMR [309]
TiO; nanopartikiiller | Fotokatalitik [310]

2.1.5. Fenilefrin Hidrokloriir, Guiafenesin, Pirilamin Maleat ve Parasetamol’ iin ikili

ve Uclii Kombinasyonlar Halinde Tayin Yéntemleri

Fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamol ikili ve tglu
kombinasyonlar halinde ve kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerle tayin
edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda hi¢bir dortlii bir arada tayin yodntemine

rastlanmamistir. Bu dort etken maddenin ikili ve ticlii kombinasyonlar:1 halindeki tayinleri

Tablo 2.9’da verilmistir
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Tablo 2.9 Fenilefrin hidroklortir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin ikili ve ti¢lii bir arada tayin yontemleri

Ornek Diger madde Kolon Yontem Hareketli Faz Dedektor Kaynak
lla¢ Fenilefrin hidroklortir, guaifenesin,
ornekleri fenilpropanolamin HCI HPLC [311]
ila Fenilefrin hidroklortr, guaifenesin,
a6 . [fenilpropanolamin HCl, sodyum - HPLC - - [312]
ornekleri
benzoat
{la(; . Gualfen.esm,. fenilefrin hidroklortr, s HPLC Sodyur.n heptan sulfonat, uv (313]
ornekleri [klorfeniramin maleat asetonitril
ila Fenilefrin hidroklortr, guaifenesin, Fosfat tampony. metanol
N ¢ . lambroksol HCI, lovesetirizin C8 HPLC . pont, ’ uv [314]
ornekleri ;.. N asetonitril
dihidroklorir
llag Fenilefrin hidroklortr, guaifenesin Metanol: asetonitril (50:50), pH
ornekleri [ambroksol HCI, salbutamol 8 HPLC 3,0 fosfat tamponu uv [315]
Fenilefrin hidroklortr, guaifenesin, HPLC-
lla¢ dekstrometorfan HBr, sodyum ODS spektromet |Asetonitril: pH 2,7 potasyum uv (316]
ornekleri |benzoat, klorfeniramin maleat, ri- dihidrojen fosfat tamponu
butilparaben kemometri
. Fenilefrin hidroklortr, pirilamin
llag . h . Alev [317]
. . |maleat, salisilamit, fenilpropanolamin | - GC - o
ornekleri Iyonizasyon

HC], kafein, klorfeniramin maleat
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Tablo 2.9 Fenilefrin hidroklortir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin ikili ve ti¢lii bir arada tayin yontemleri (devami)

Guaifenesin, pirilamin maleat,

{la(; . [psodoefedrin, klorfeniramin, C18 HPLC Metanol: pH 3,0 dihidrojen uv [318]
ornekleri . . fosfat tamponu
dekstrometorfan, feniramin
Hag Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir,
ornekleri |kafein, askorbik asit RP18 L h i [319]
{lag . Paraset_amo!, fenilefrin hidroklortir, RPS HPLC Fosfat tamponu, asetonitril uv [320]
ornekleri [klorfeniramin maleat
{la(; . Paraset.amoll, fenilefrin hidroklortir, HS PEG | HPLC pH 7,0 .fo.sfat tamponu: uv (321]
ornekleri [klorfeniramin maleat asetonitril
H as . Paraset.arnoll, fenilefrin hidroklorir, Siyano HPLC Fosforik asit, asetonitril uv [322]
ornekleri [klorfeniramin maleat
. Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir, .
gir({ekleri klorfeniramin maleat, C18 HPLC (As;tgrg)t ril, sodyum perklorat uv [323]
dekstrometorfan HBr pH 3,
: Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir, ) )
{la(; . klorfeniramin maleat, C18 HPLC Metanol.su.(95..5), PH 5,0 uv [324]
ornekleri (ortofosforik asit)
dekstrometorfan HBr
{la(; . Parasetamql, fenilefrin hidroklortir, c18 HPLC Metanol: potasyum monobazik uv (325]
ornekleri |karboksamid fosfat
lla¢ Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir, RP18 HPLC Sodyum oktan-1-siilfonat (pH Uv- (326]
ornekleri @skorbik asit, aspartam, sukroz 2,0 H3PO4 : asetonitril Floresans
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Tablo 2.9 Fenilefrin hidroklortir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin ikili ve ti¢lii bir arada tayin yontemleri (devami)

llag Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir, . pH 4,0 fosfat tamponu :
ornekleri [klorfeniramin maleat, oksolamin sitrat Sl el asetonitril DAD [327]
{la(; . Para.setamol, f.enlle.frm hidrokloriir, c18 HPLC Asetonitil: pH 6,5 fosfat uv (328]
ornekleri [kafein, askorbik asit tamponu
?lag _ Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir, ) HPLC Metanol: asetonitril:su: 3 [329]
ornekleri [oratidin Tetrahidrofuran
ila Parasetamol, fenilefrin HC], Kapiler
6rr({ekleri klorfeniramin maleat, - elelf(troforez - - [330]

dekstrometorfan HBr
1_1ag _ Parasetamol varliginda, fenilefrin ) Spektroflori | Floresans [331]
ornekleri hidrokloriir metri
1_139 ~ [Parasetamol varliginda, fenilefrin ) Spektrofoto | Floresans [332]
ornekleri hidrokloriir, oksatomid rimetrik
Hag Parasetamol, fenilefrin hidroklortiir, Spektrofoto
N . . . - . - uv [333]
ornekleri [klorfenilamin maleat metri-
lla¢ Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir, SpekFrofoto
. : . : - metri- - uv [334]
ornekleri [klorfeniramin maleat .

kemometri
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Tablo 2.9 Fenilefrin hidroklortir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin ikili ve ti¢lii bir arada tayin yontemleri (devami)

Parasetamol, fenilefrin hidrokloriir,

{la(; . a§etllsghslhk. asit, fenlrantnn rpa.leat, c18 UHPLC pH 4,0 amonyum asetat DAD 335]
ornekleri difenhidramin, prometazin, kinin tamponu, metanol
suilfat, kafein, kodein fosfat
Parasetamol, guaifenesin, tiamin
ornekleri |metilefedrin HCl, dihidrokodein fosfat, | - CD-MEEKC sodyum dodesil sillfat: sodyum | - [336]
. ) ) ) tetraborat
ibuprofen, noskapin, karbinoksamin
maleat, bromheksin HCI
Parasetamol, guaifenesin,
llag fenilpropanolamin HCl, psddoefedrin . i Alev
ornekleri [HCI, kafein, klorfeniramin maleat, Silika GC iyonizasyon [337]
dekstrometorfan HBr
llag Parasetamol, guaifenesin Metanol:su (45:55), pH 4,2
srnekleri ldekstrometorfan HBr Cc18 HPLC formik asit-amonyum format - [338]
tamponu
llag Parasetamol, guaifenesin, C18 HPLC Metanol: su: asetik asit - [339]
ornekleri psodoefedrin, folkodin, paraben e
ila Parasetamol, guaifenesin, sodyum
a6 . |benzoat, oksomemazin, ve bozunma - HPLC - - [340]
ornekleri

irinleri
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Tablo 2.9 Fenilefrin hidroklortir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin ikili ve ti¢lii bir arada tayin yontemleri (devami)

Parasetamol, guaifenesin, bromural,

960,1 o-Fosfat Asidi:asetonitril

lla¢ bucetin, kafein, klorfeniramin maleat, (85:15) (pH 2,7), %0,2’lik
ornekleri |dekstrametorfan HBr, etoksibenzamid, ¢i8 H G trietilamin, %2’lik uv [341]
metilefedrin HCI, noskapin HCI Tetrahidrofuran
. : Asetonitril: sodyum heptil
llag Parasetamol, guaifenesin, p- stilfonat: potasyum dihidrojen
N . laminofenol, kafein, klorfeniramin C18 HPLC L . uv [342]
ornekleri fosfat: trietilamin, pH3,0
maleat ) .
fosforik asit
Insan kan |p,-55etamol, guaifenesin C18 HPLC- Metanol:su:formik asit MS [343]
plazmasi MS/MS
lla¢ Parasetamol, guaifenesin, kafein, i Kapiler pH 11,0 fosfat tamponu, uv (344]
ornekleri ftenzamid, potasyum gayakol stilfonat elektroforez sodyum dodesil siilfat
Parasetamol, guaifenesin,
bromfeniramin, klorsiklizin,
flac klorfeniramin, difenhidramin, c18 LC Setiltrimetilamonyum bromiir, uv (345]
ornekleri |doksilamin, flunarizin, hidroksizin fosfat ve sitrat tamponlari
prometazin, terfenadin, tripelenamin,
tripirolidin, kafein, piridoksin
: Parasetamol, guaifenesin, kafein, 1-Butanol:su (1:99), sodyum
llag benzoik asit, metil parab il c18 | LC R uv
drnekleri [P€NZ01K asit, metil parabeén, propi dodesil siilfat, trikloroasetik [346]
paraben asit (%0,1'lik)
. Parasetamol, guaifenesin, p-
H ag . laminofenol, kafein, klorfeniramin - Spektr.ofot - - [347]
ornekleri ometri

maleat
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Tablo 2.9 Fenilefrin hidroklortir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin ikili ve ti¢lii bir arada tayin yontemleri (devami)

Parasetamol, guaifenesin, p-

H ag . laminofenol, kafein, klorfeniramin - Spektr.ofot - [348]
ornekleri maleat ometri
. Parasetamol,
E:Ifekleri guaifenesin, asetilsalisilik asit, - id(l_fRI‘ zisi o - [349]
kafein, psodoefedrin HCI Y
ila Guaifenesin, metil paraben, propil Kromasil | LC 1-Butanol: su (1:99), sodyum uv
6rr(iekleri paraben, parasetamol, kafein, benzoik | C18 dodesil siilfat, trikloroasetik [350]
asit asit (%0,1'lik)
RPC18
ila Fenilefrin hidrokloriir, parasetamol, (5 pm x Metanol : asetonitril : 10 mM
6rr§ekleri guaifenesin, klorfeniramin maleat, 250 mm | HPLC pH 3,0 fosfat tamponu uv [126]
bromhekzin hidroklorir x 4,6 (27,5:22,5:50)
mm)
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2.2. Deneysel Tasarim [351 - 357]

2.2.1. Deneysel Tasarimin Tanimi ve Onemi

Glinlimiizde analistler, daha basarili sonuglar elde etmek icin yapilan deneyleri sistematik
olarak tasarlamayi bir ihtiya¢ olarak géormeye baslamis, bu tasarlama ihtiyaci icin de

istatistiksel ve kemometrik yontemlere bagvurmuslardir.

Yapilan deneyden elde edilen sonucglar1 etkileyen herhangi bir kosul, faktor olarak
adlandirlir. Faktorler, kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen olmak tizere ikiye ayrilir.
Ornegin; bir ¢ozeltinin saklama sart1 arastirmaci tarafindan degistirilebillir, bu sebeple bu
faktor kontrol edilebilirken, rastgele 6rnekleme iceren bir faktor, arastirmaci tarafindan
kontrol edilemeyen bir faktordiir. Sayisal bir deger verilemeyen bu tiir faktorler nitel
faktorler olarak adlandirilirlar. Sicaklik, konsantrasyon, pH gibi faktorler ise sayisal bir
degere sahip olduklarindan nicel faktorler olarak adlandirilirlar. Bir faktoriin aldig1 farkh

degerler ise seviye olarak ifade edilir.

Deneysel tasarim, deney kosullarini etkileyecek faktorlerin seviyelerinin sistematik bir
sekilde degistirilmesi ile olciilen cevaptaki degisimin gozlenmesi ve yorumlanmasi

amaciyla kullanilan istatistiksel bir tekniktir.

Bir arastirmadan dogru sonuclar elde edebilmek icin bu arastirmanin sonugclarini
etkileyebilecek faktorler belirlenmeli ve bu faktorler kontrol edilmelidir. Analitik teknikler
maddelerin ¢ok kiigclik miktarlarinin analizi ile ilgilendiginden, cevabin baghh oldugu
faktorlerin sayisal degerleri, elde edilecek cevabin en iist degerde olmasini saglayacak

sekilde secilmelidir. Bu degerlere de optimum degerler denir.

Klasik yontemlerle faktorlerin optimum degerleri, diger faktorlerin degerleri sabit
tutulurken incelenmek istenen faktoriin degerinin degistirilmesi yoluyla belirlenmektedir.
Bu durumda, ¢ok sayida faktoriin incelenmesi i¢cin ¢ok fazla deney yapilmasi gerekmekte,
dolayisiyla da tiim bu islemler hem zaman hem de maliyet agisindan yiik getirmektedir.
Deneysel tasarim, faktorleri optimum degerlere ayarlamak icin deneme yanilma veya her
seferinde bir faktoriin incelenmesi yerine bilimsel bir yontem kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Bu sayede arastirmanin kritik parametrelerini olmasi gereken optimum
seviyelere ayarlama imkani dogmaktadir. Deneysel tasarim ile klasik yonteme gore ¢ok

daha az deney yapilarak hem daha kisa siirede sonuca ulasabilmek miimkiin olmakta ve
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dolayisiyla maliyet de azalmaktadir. Deneysel tasarimin en Onemli avantaji, klasik
yontemlerde faktorlerin yalnizca tek baslarina yarattiklar etki incelenebilirken; deneysel
tasarimda faktorlerin hem kendi baslarina yarattiklar1 etkinin hem de bu faktorlerin
birbirleri ile etkilesimlerinin ve bu etkilesimlerin deney sonuclarina olan etkisinin

incelenebilmesidir. Bu sayede daha giivenilir sonuclar elde edilmektedir.
Deneysel tasarim; tarama, optimizasyon ve modelleme olmak lizere 3 asamadan olusur:

1.Tarama: Tarama tasarimi, bir arastirmanin basinda, deneysel ¢alismanin sonucunu
etkileyen ana faktorleri belirleme ve tepkideki degismeleri her bir faktorii degistirerek
arastirmak istediginde uygulanir. Etkilesme etkilerinden ziyade anlamli ana etkileri
tanimlama 6zelligi nedeniyle, tarama tasarimlar ¢ok sayida faktorleri iceren tasarimlari
analiz etmek ic¢in daha siklikla kullanilir. Tarama tasarimi ile kritik faktorlerin

tanimlanmasi bir sonraki basamak olan optimizasyon stirecleri icin oldukga yararhdir.

2.0ptimizasyon: Tarama tasarimindan sonra, yaygin olan yaklasim optimizasyonun
yapilmasidir. Tarama tasarimlar1 ile belirlenmis olan 6nemli faktorlerin optimum
degerlerinin tespit edilebilmesi icin yapilir. Bu tasarim, deneyi gerceklestiren Kkisiye
faktorlerin etkisi hakkinda detayl bilgi verir ve en iyi tepkiyi beraberinde getiren faktorler
kombinasyonunu belirler. Daha basit ifade ile tasarim tiim olas1 faktér kombinasyonlari
icin tepki degerlerini kestirerek optimal deney noktasinin bulunmasina yardim eder. Tepki
yluzeyi modellemesi (RSM) 6nemli faktorlerin arasindaki etkilesimi ve hatta ikincil dereceki
etkilerin tahmin edilmesi ve dolayisiyla arastirilan tepki yiizeyinin bi¢gimi hakkinda bir fikir
verir. Bu bakimdan RSM istenen sonucu elde etmek icin faktorlerin optimize degerlerini

belirlemek i¢in kullanilir.

3.Modelleme: Tarama tasarimi ile belirlenen ve optimizasyon sonucu ile optimum
degerleri tespit edilen faktorlerin etkisi matematiksel bir model ile ifade edilir. Boylece
deneysel olarak bulunan sonuglarin yani sira, teorik hesaplamalar kullanilarak tahmini
sonuclar elde edilmis olur. Deneysel olarak elde edilen sonuglarin, teorik hesaplamalar

kullanilarak elde edilen tahmini sonuglarla uyumlu olmasi beklenir.
2.2.2. Tarama Tasarimlari

Tarama, deneysel tasarimin en Onemli basamaklarindan biridir. Analitik metotlarin

optimizasyonu c¢ok cesitli faktorlerden etkilenebilmektedir. Bu nedenle bu metotlar
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tizerinde hangi faktorlerin etkili oldugunu belirlemek ve optimizasyon icin etkili olan bu

faktorlerin sayisini li¢ ya da dorde indirerek faktor sayisini azaltmak oldukg¢a énemlidir.

Tarama tasarimlarinda az sayida seviye ile tim faktorler sistematik olarak ayni anda
degistirilerek bu degisimlerin deney sonuclari lizerine etkisi incelenir. Her bir faktoriin
etkisi icin sayisal degerler elde edilir. Bu degerlerden elde edilen sonuclar dogrultusunda

deney sonuglarina gercekten etki eden ana faktorler belirlenir.

Tarama asamasinda en ¢ok Faktoriyel Tasarim ve Plackett-Burman tasarimlari kullanilir.

2.2.2.1. Tam Faktoriyel Tasarim

Sekil 2.1’ de gosterilen, koseleri de dahil olmak tlizere tiim kiip olarak arastirma yapilan ilk
tasarim tam faktoriyel tasarimdir. Buna ek olarak, bazi yinelenen merkez-nokta deneyleri
yapilir. Sekil 2.2, bunlar kiipiin ortasindaki bir kar tanesi olarak gostermektedir. Faktorler
iki seviyede arastirilir, bu ytlizden k faktorleri icin 2 tasarim islemine gerek duyulur. Bu tip

tasarim normalde dogrusal model veya etkilesim modeli ile birlikte tarama i¢in kullanilir.

Faktor sayisinin simirli oldugu durumlarda oldukg¢a kullanish bir yontemdir. Tipik bir
deneysel tasarim calismasinda kac¢ tane ilgili faktor olduguna ve her faktor icin kag
seviyede calisilacagina karar vermek 6énemlidir. Bu tasarimda N faktorii, K ise seviyeyi
temsil ve deney sayis1 KN formiilii ile hesaplanir.

(+++)

1=

() ——— -9
X1

Sekil 2.1 Tam faktoriyel tasarim

Ik adim olarak her faktér icin calisma araligr belirlenir. Ornegin, alevli AAS cihaz ile
yapilan cam seramikte yer alan Titanyum tayininde, Titanyum sinyali tizerine Sodyum,
Aliminyum, Magnezyum ve Silisyum sinyallerinin etkisi incelendiginde her element icin

kabul edilebilir diisiik ve ytliksek seviyeler ppm cinsinden belirlenir. Ya da bir bir kimyasal
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reaksiyon sicaklik ve pH degerlerine bagh olarak degisiyorsa pH icin 3 ve 5, sicaklik i¢in

40°C - 60°C gibi seviyeler secilebilir.

Ikinci adim olarak dizayn segilir. 3 faktorlii 2 seviyeli tam faktériyel tasarim 6rnegi Tablo
2.10’ da verilmistir. Burada seviye sayisi 2 (-1 ve +1 olarak kodlanir) faktor sayisi ise 3’ tiir.

3 faktor igin deney sayist KN formiiliinden hesaplanarak deney sayis1 8 olarak

belirlenmistir.
Tablo 2.10 3 Faktor icin tam faktdriyel tasarim
Faktorler
Deney sayisi X1 X2 X3 Cevap
1 - - - y1
2 + - - y2
3 - + - y3
4 + + - Va
5 - - + Vs
6 + - + Ve
7 - + + y7
8 + + + y8

Uciincii adim olarak élgiilen cevap segilir. Bu asamada pik alany, sinyal yiiksekligi gibi kolay

Olctilebilen bir cevap elde etmek 6nemlidir.

Dordincii adim olarak kodlanmis degerler yerine faktorlerin gercek degerleri
yerlestirilerek deneysel calisma gerceklestirilir. Faktorlerin etkisini belirlemek icin asagida

verilen dogrusal denklemdeki b katsayilar1 hesaplanir.
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y=bX
Burada b katsayisi;
b=(X'X)1X'y

Elde edilen cevap ve faktorlerin etkilesimini iceren matematiksel bir model olusturulur.

Genellikle kullanilan lineer model asagidaki gibidir.

§I= bo + b1x1 + b2x2 + b3xs +....4 bn-1XN-1 + bNXN + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 +....+b(N-1)N

XN-1XN

Burada y, tahmini cevap, bo, ortalama deneysel cevap, b1 - by , metodun performansini

etkileyen ve ana etken olarak adlandirilan, g6z oOniinde tutulan faktorlerin tahmini
etkilerini ifade eden katsayilar olarak sembolize edilir. b1z’ den bn.yn’ e kadar olan
katsayilar ise faktorlerin birbirleriyle etkilesimlerini ifade eder. Boylelikle deneysel tasarim
faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimi ve bu etkilesimlerden hangisinin 6nemli oldugu

hakkinda bilgi verir.
2.2.2.2. Azaltilmis Faktoriyel Tasarim

Faktor sayisinin fazla oldugu deneysel calismalar icin azaltilmis faktériyel tasarimlardan
yararlanilir. Ornegin bir kromatografi calismasi icin sonug iizerinde érnek ¢ézeltisinin
hazirlanmasi (numune tartimi, sicaklik, seyreltme hacmi, calkalama siiresi santrifiij siiresi
gibi) kromatografik ayirma asamasi (pH, sicaklik, ¢6ziicii bilesimi, akis hizi, tampon
¢ozeltisinin konsantrasyonu, analiz siiresi, enjeksiyon hacmi, dalga boyu ve benzeri) gibi

bir ¢ok faktor etkili olabilir.

Faktor sayisi artikca ayni oranda deney sayisi da arttigi icin faktorler arasindaki ikili, tigli
ve daha yliksek etkilesimler cok 6nemli olmayabilir. Bu durumda; 6rnegin 6 faktorli bir
calisma icin 64’ten daha az sayida deney yaparak faktorlerin etkileri incelenebilir.
Gereginden daha fazla olan deney sayisi1 tam faktoriyel tasarimin 1/2’si 32 deney, 1/4’ii 16
deney, 1/8'i 8 deney olacak seklinde azaltilabilir. En ¢ok kullanilan azaltilmis faktoriyel

tasarim sekli fraksiyonel faktoriyel ve Plackett-Burman tasarimidir.
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2.2.2.2.1. Fraksiyonel Faktoriyel Tasarim

Fraksiyonel bir tasarim tiim olas1 koselerin {lizerinde durmak yerine tam faktoriyel
tasarimin iki isleminin yalnizca bir fraksiyonunu secerek tasarim islemleri sayisini azaltir.
Sekil 2.2’ de verilen 6rnekten de gortlecegi lizere olasi sekiz noktanin yalnizca dordi
arastirilmaktadir. Fraksiyonel faktoriyel tasarimlardan genellikle tarama ve saglamlik

testlerinde yararlanilir.

Bu tasarimda deney sayis1 KNP formiiliinden hesaplanir. Deney sayisi P sayis1 kadar bir
azalma gosterir ve P sayisi her zaman faktor sayisi olan N'den daha kiiciik olmahdir.

Ornegin P=1 icin tasarim yari fraksiyonlu tasarim adini alir.

Deneysel tasarimda genellikle 2 seviye kullaniir (K=2). Deney sayisi (2N-P) faktor
sayisindan (N) biiyiik olmalidir. Ornegin 6 faktor icin, P=2 alindiginda 2(6-2 formiiliine gére
16 adet deney yapilmasi gerekmektedir. 2(6-2) fraksiyonel faktoriyel tasarim Tablo 2.11’de
gosterilmistir. Burada ilk 4 kolon x1,x2,X3 ve x4 faktorleridir. Eklenen diger iki kolon (p=2)

X2,X3,X4 Ve X1,X3,X4 faktorlerinin birlestirilmesiyle olusturulan xs ve x¢ faktorleridir.

Tablo 2.11 2(6-2) 16 deney i¢in fraksiyonlu faktoriyel tasarim

No X1 X2 X3 X4 X5 (X2 X3 Xa) | Xe (X1 X3 Xs)
1 - - - - - -
2 - - - + + +
3 - - + - + +
4 - - + + - -
5 - + - - + -
6 - + - + - +
7 - + + - - +
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Tablo 2.11 2(6-2) 16 deney icin fraksiyonlu faktoériyel tasarim (devami)

9 + - - - - +
10 + - - + + -
11 + - + - + _
12 + - + + - +
13 + + - - + +
14 + + - + - -
15 + + + = - -
16 + + + + + +

Fraksiyonel faktoriyel tasarimda deney sayisi azaltildigindan baz1 faktérler arasi
etkilesimler incelenemez. Bu durumda belirlenen amaca gore tam faktoriyel veya
fraksiyonel faktoriyel tasarim kullanilmahdir. Fraksiyonel faktoériyel tasarimin bir¢cok

avantaji olmakla beraber asagidaki sekilde baz1 dezavantajlari da bulunmaktadir:

1. Deneysel tasarimda iki seviye  kullanildigindan  parabolik  terimler
incelenememektedir.

2. Tekrar edilen deneyler yer almadigi icin hata hesabi1 yapilamamaktadir.

3. Deneysel tasarim sadece iki ve katlar seklindedir.

2.2.2.2.2. Placket-Burman Tasarimi

Tam faktoriyel ve fraksiyonel faktoriyel tasarim yontemlerinin uygulanmasi ¢ok sayida
faktoriin etkisi incelenmek istendiginde zorlagsmaktadir. Sadece faktérlerin birbirlerinden
bagimsiz etkileri incelenmek istendiginde, yani faktorler arasindaki etkilesimlerin 6nemli
olmadig1 durumlarda Plackett-Burman tasarimindan yararlanilabilir. Bu tasarim icin deney

sayisl, faktor sayisi ve lireticiler Tablo 2.12’de gosterilmistir.
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Bu tasarimda sadece dogrusal modeller olusturulabilir. Dolayisiyla ikili faktor etkilesimleri

hakkinda kestirimde bulunulamaz. Bir¢cok faktor arasindan, sonug lizerinde en yiiksek

etkisi olabilecek faktor sayisinin az olabileceginin 6ngoriilebildigi durumlarda elverisli bir

yontemdir. Bu tasarimda, faktor sayisindan bir fazlasi kadar deneme yapilarak faktori

sayis1 diistirtilebilir.

Tablo 2.12 Plackett-Burman tasarimi icin tlireticiler

Deney sayisi Faktorler Uretici
8 7 A
12 11 tH—F+t———+ -
16 15 tH+++—F—Ft—— +———
20 19 R e
24 23 t++++—F—Ft——FFt——F—F-————

11 faktor ve 12 deneyi iceren Plackett-Burman tasarimi Tablo 2.13’te gosterilmektedir.

DEMEYLER

Tablo 2.13 11 Faktor icin Plackett-Burman tasarimi

FAKTORLER

00 =] M N o W R

[P
ta = o P
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Bu tasarimin asagidaki sekilde bazi 6zellikleri vardir:
e Birinci satir ayni seviyeye sahiptir (-1 veya +1).

e ikinci satir iiretici satirdir. Tablo 2.12’deki iireticilerden birisi kullanilir. Faktor sayisi

her zaman tek say1 ve deney sayisi faktor sayisindan bir fazladir.
e Ikinci satirin yana kaydirilmasi ile ticiincii satir elde edilir (Tablo 2.13).

e Biitiin faktorler i¢in yiiksek ve diisiik seviye sayisi aynidir. Bu da kolonlarin birbirinden

bagimsiz oldugunu gostermektedir.

e Plackett-Burman tasarimda deney sayisi faktor sayisindan bir fazladir. 11 faktér igin 12
deney yapilmalidir. Ancak gercekte 10 faktor mevcut ise 11. faktoriin se¢imi icin sonug
lizerinde herhangi bir etkisi olmayan bir faktérden yararlanilir. Bu faktér “dummy
faktor” olarak adlandirilmaktadir. Tasarim tablosuna kesim noktasi (bo) ilave
edildiginde kare matris elde edilirr Bu durumda b katsayilar1 asagidaki gibi

hesaplanabilir:
b =D-ly

Tasarim tablosunda kodlanmis degerler kullanildiginda b katsayilar: her bir kolon él¢iilen

degerlerle (y) carpildiktan sonra deney sayisina béliinerek de hesap yapilabilir.

N

b_,l = ZXU .1":‘%

=1

2.2.3. Optimizasyon Tasarimlari

Tarama tasarimlari, iki seviye ile her bir faktoriin etkilerini genel olarak inceler.
Tekrarlanan deney sayisini1 ve parabolik etkilerini incelemez. Bazi durumlarda faktérler
arasindaki etkilesimleri incelemek miimkiin olamadigindan bu tasarimlar ile 6nemli
faktorler belirlendikten sonra optimizasyon yapilir. Optimizasyon yapilmasinin iki amaci
vardir. Bunlardan birincisi, deneysel sonug¢ lizerinde etkisi olan faktorlerin optimum
degerlerini belirlemektir. Ornegin, kromatografik bir ayirma isleminde ayirma giicii
tizerinde etkisi olan faktérlerin optimizasyonu gibi. ikincisi ise, her bir faktoriin sonug

lizerinden etkisini ortaya koyan matematiksel modelin olusturulmasidir. Ornegin, bir
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urinin FTIR spektrumu olctilerek iiriintin 6zelligi ve dolayisiyla tiretim prosesi arasinda

iliski kurulmasina ihtiya¢ duyulabilir.

Optimizasyon tasarimlarinda sadece, tarama tasarimi ile bulunan etkili faktoérlerin deney
sonuglar1 Uzerine olan etkileri incelenir. Daha fazla sayida seviye ile ¢alisilir, tekrarlanan

deney sayisi, faktorler arasindaki etkilesimler ve parabolik etkiler hesaplanir.

En yaygin kullanilan optimizasyon tasarimlari; merkezi kompozit tasarim, Box-Behnken

tasarimi, Doehlert tasarimi ve D-optimal tasarimdir.

2.2.3.1. Merkezi Kompozit Tasarim

Bu tasarimlar tam karesel bir model olusturulabilirler. Ozellikle faktor eleme asamasinda
2k veya 2k-p faktoriyel tasarimlari kullanilmasi halinde, faktoriyel tasarimda bulunmayan
bazi denemelerin yapilmasi sayesinde ekonomik olarak tamamlanabilirler. Clnkii bu
tasarimlar temelde, iki seviyeli tam/kismi faktoriyel tasarim, eksen noktalari ve ilave
merkez noktalarindan olusur. Daha dnce yapilmis olan iki seviyeli bir tam/kismi faktoriyel
tasarimin yanit ylzeyi grafiginde dilizlemsellikten ziyade dag seklini andiran egimlilik
goriilmesi halinde (egimliligin goriilebilmesi icin tasarima birka¢c merkez noktasi eklenmis
olmalidir), bu egimliligin daha iyi tahmini icin mevcut faktoriyel tasarima eksen noktalari
ve ilave merkez noktalar1 eklenerek merkezi birlesik tasarima dontstirilebilir. Bu
tasarimda bulunan eksen noktalari, faktér seviyelerinin alt ve st limitlerinin disinda
noktalar olabildigi icin bu noktalarda yapilan denemelerin kabul edilemez degerler

olusturulabilecegi g6z 6nlinde bulundurulmalidir.

Bu durumda, eksen noktalarinin tasarim merkezine uzakligi olan a degeri degistirilerek
¢6zlim bulunabilir. Bu tasarimin ¢evresel sinirli (CCC), ortogonal (CCO) ve yiizey merkezli

(CCF) tipleri bulunmaktadir.

Sekil 2.2’ de tam faktoriyel, kismi faktoriyel ve birlesik tasarim noktalar1 gésterilmistir. Her
bir nokta, bir denemeyi temsil etmektedir. Sekillerin ortasindaki kar tanecigi, deneysel
hatanin arastirilmasi icin yapilan tekrarlanmis merkez noktasini gostermektedir. Sekilden
de goriilebilcegi gibi, istatiksel eleme amacl olarak da kullanilan tam faktoériyel tasarimda
sadece kose noktalar1 ve her zaman olmamakla birlikte merkez noktasinda denemeler
yapilmaktadir. Sadece eleme amacglh olarak kullanilan ikinci satirdaki kismi faktoriyel

tasarimda ise, tam faktoriyelden daha az kose noktasi ve merkez noktasi vardir. Ancak
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optimizasyon amaciyla kullanilan birlesik tasarimda ise, tam faktoriyeldeki tasarim

noktalarina ek olarak, i¢i bos yuvarlaklarla gosterilen eksen noktalar1 da bulunmaktadir.
Merkezi kompozit tasarimda deney sayisi asagidaki formiile gore belirlenir:
Deney sayis1 =2k+2k+1  (k: faktor sayisi)

Formiildeki 2k tam faktoriyel veya fraksiyonlu faktoriyel tasarimdaki deney sayilarini, 2k
star tasarim deney sayisini ve 1 ise orta seviyedeki deney sayisini gosterir. 2k’daki seviyeler
(-1) ve (+1), 2k’dakiler +a, 1'deki ise (0) dir. a degeri dairesel ve ortogonal tasarima gore
farkl seviyeler alir. o; dairesel tasarimda +4V2k, ortogonal tasarimda ise #Vk formiiliine

gore hesaplanir.

Tasarun tipi 2 adet faktér 3 adet faktor ¥'ten f:f‘;} faktor
Tam fakidrivel _ .
tasanm Hiperkiip
Klm - - -
. b
tasarim
‘I:ir:;-:;fcl Hiperkiip + eksen
tasarum —0 noktalan

Sekil 2.2 Tam faktoriyel, kismi faktoriyel ve birlesik tasarim noktalarinin gosterilmesi

3 faktor icin merkezi kompozit tasarim 6rnegi Tablo 2.14’de verilmistir.



Tablo 2.14 3 Faktor icin merkezi kompozit tasarim

Faktorler

Deney sayisi X1 X2 X3
1 0 0 0
2 -1 0 0
3 +1 0 0
4 0 -1 0
5 0 +1 -1
6 0 0 +1
7 0 0 -0,5
8 -0,5 -0,5 -0,5
9 -0,5 +0,5 -0,5
10 0,5 +0,5 -0,5
11 0,5 -0,5 0,5
12 -0,5 -0,5 0,5
13 -0,5 +0,5 0,5
14 0,5 +0,5 0,5
15 0,5 -0,5 0,5
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2.2.3.2. Box-Behnken Tasarimi

Box-Behnken tasarimi merkezi kompozit tasariminin aksine tam/kismi faktoriyel tasarim
icermeyen li¢ ya da daha fazla seviyeye sahip tasarimlardir ve {i¢ ya da daha fazla faktore
sahip problemlere uygulanabilir. Faktoriyel veya ekstremum noktalar1 yoktur ve bu
tasarim [2k (k-1) + nc] sayida noktadan olusur. Bu denklemde k faktor sayisini, nc merkezi

deneme sayisini belirtmektedir.

Box-Behnken tasariminda tiim tasarim noktalari, bir kiipiin veya hiperkiibiin kenarlarinin
ortasinda bulunur ve bu noktalarin hepsi bir kiirenin yiizeyine yerlestirilmistir. Bu
tasarimlarda 1. ve 2. dereceden model katsayilarinin etkili bir bicimde kestirimi

saglanabilir.

Ancak bu tasarimin kullanilabilmesi i¢in en azindan {i¢ faktoriin nicel olmasi
gerekmektedir. Ayni sayida faktoriin yer aldigi durumlarda, merkezi kompozit tasarimina
gore daha az nokta icerdiginden daha ekonomiktir. Box-Benkhen tasarimi, optimum
degerin faktor araligl ortasinda oldugu bilinen, ikiden daha fazla faktériin bulundugu
sistemler icin Onerilir. Fakat i¢cinde faktoriyel tasarim bulundurmadigi i¢in ardisik sirali
denemeler icin uygun olmadigi, yani yapilmis bir faktériyel tasarimdaki denemelerle
birlestirilemeyecegi goz Oniinde bulundurulmahdir. Bu tasarimda merkezi kompozit
tasariminda oldugu gibi eksen noktalar1 bulunmadig: icin faktor seviyelerinin alt ve st
limitlerinin disina ¢ikilmasi gibi bir durum s6z konusu degildir. Ayrica bu tasarimda, tiim
faktorlerin ayn anda diisiik (-) ve ayn1 anda yiiksek (+) oldugu denemeler bulunmaz. Ug
faktorlii Box-Behnken tasarimi icin 15 adet ve dort faktorlii tasarimi ise 27 adet deneme

yapilmasi gerekir.

3 faktor icin Box-Behnken tasarimi 6rnegi Tablo 2.15’te verilmistir.
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Tablo 2.15 3 Faktor icin Box-Behnken tasarimi

Faktorler
Deney sayisi A B C
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
J/ -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

2.2.3.3. Doehlert Tasarimi

Doehlert tasarimi, baska faktor araliklarina gegebilme ve faktor araliklarini genisletebilme
gibi o6zelliklere sahip olan karesel modeller olusturabilen bir tasarimdir. Merkezi kompozit

ve Box-Behnken tasarimlar1 gibi dondiirtlebilir degildir. Bu tasarimda tiim ana faktor
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etkileri, birinci dereceden etkilesimler ve karesel etkiler birbirine karistirilmadan
ongorilebilir. Farkhi faktorler icin farkli tahmin degerleri verebilir. Boylece, 6nemli

faktorler icin daha fazla seviyelerde 6l¢lim gerceklestirilebilir.

Merkezi kompozit tasarimlariyla benzer o6zelliklere sahiptir. Geometrik olarak, hiper-
tcgenler iceren i¢ ice gecmis cok yuzli sekillerdir. Bu tasarim verilen faktér boslugunu
miimkiin oldugunca diizgiin olarak doldurmaya calisir. Faktor sayisinin k oldugu, merkez
noktasi icermeyen durumda Doehlert tasarimi k? + k + nc noktadan olusur. Bu tasarimlara

mutlaka 3 - 4 adet merkez noktasi eklenmesi tavsiye edilmektedir.

3 faktor icin Doehlert tasarimi 6rnegi Tablo 2.16’da verilmistir.

Tablo 2.16 3 Faktor icin Doehlert tasarimi

Faktorler

Deney sayisi A B C
1 0 0 0
2 1 0 0
3 0,5 0,866 0
4 0,5 0,289 0,817
5 -1 0 0
6 -0,5 -0,866 0
7 -0,5 -0,289 -0,817
8 0,5 0,866 0
9 0,5 0,289 -0,817
10 -0,5 0,866 0
11 0 0,577 -0,817
12 -0,5 0,289 0,817
13 0 -0,577 0,817
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2.2.3.4. D-Optimal Tasarim

D-optimal tasarimda faktor seviyelerinin olusturdugu deneysel bolge diizenli hiper-liggen
seklinde degil, diizensiz ¢ok yizli seklindedir. Klasik tasarimlarin uygulanmasinin
mimkiin olmadigi, faktor seviyelerinde cesitli kisitlamalar oldugu, dolayisiyla diizensiz
sekilli deneysel bolgenin olustugu (O0rnegin; ¢oziicii bilesimi ve ¢0Oziinen
konsantrasyonlarinin kombinasyonlarinin uygun olmamasi gibi), nitel faktorlerin fazla

oldugu ve ikiden fazla seviyelerinin oldugu durumlarda tercih edilebilir.

Bu tasarimin avantaji deney sayisinin arastirmaci tarafindan belirlenebilir olmasidir. Bu
say1 modeldeki etkilerin katsayilarini hesaplamak icin minimum olmalidir. D-optimal
¢6zlim, toplam sayidan tasarim noktalarini secerek, “Noktalarin optimal dagilimi nedir?”
sorusunu cevaplar. Bu, X XT determinantinin maksimize edilmesiyle gosterilebilir (X,
tasarim noktalarinin matrisi, T, transpoze). Minimum bir tasarim analiz edildiginde, sistem

hakkindaki bilginin netlestirilebilmesi icin ayni prensiple daha fazla nokta eklenebilir.

2.2.3.5. Karisim Tasarimlari

Karisim tasarimlari, optimizasyonu yapilacak olan deneydeki sonuglara etki eden ana
faktérlerin toplami sabit bir sayi ile sinirlandirildiginda kullanilir. Ornegin kromatografik
bir ayirma yonteminde mobil faz c¢ozeltisinin bilesenlerinin toplaminin %100 olmasi
gerekmektedir. Mobil fazin asetonitril, metanol ve su gibi ii¢ organik ¢oziiciiden olustugu
bir durumda, mobil faz bileseninde yer alan ¢ozeltilerin agirlik ya da hacimce oranlarinin
toplam1 100’e esit olmalidir. Bu tiir ¢alismalar icin karisim tasarimlari kullanilabilir ve bu

tasarimlarda bir bilesen sabit tutulurken diger ikisi secilir.

Karesel ve kiibik modeller olusturulabilir, hiperticgen agirlik merkezi (centroid), hiper-
ticgen kafes (lattice) ve ug¢ kose noktalar1 (extreme vertices) seklinde tasarim tiirleri

bulunmaktadir.

2.2.4. Varyans Analizi (ANOVA)

Varyans analizi, ikiden fazla popiilasyonun ortalamalar1 arasinda anlamh bir fark olup
olmadigini, eger anlamh bir fark var ise hangi spesifik popiilasyon ortalamasinin
digerlerinden farkli oldugunu bulmak i¢in kullanilan istatistiksel bir islemdir. Iki grubun

ortalamalar1 arasindaki farkin anlamli olup olmadigi t testi kullanilarak da incelenebilir.
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Eger ikiden fazla grubun ortalamalari karsilastirilacak ise F Testi, diger bir ismiyle Varyans

Analizi (ANOVA, Analysis Of Variance) uygulanir.

Deneysel tasarim yontemlerinde de ANOVA'nin avantajlarindan yararlanir. ANOVA tarama
tasarimlarinda ve optimizasyonda farkli amagclarla kullanilabilir. Tarama tasarimlarinda,
faktorlerin etkileri sayisal olarak hesaplanir. Bu sayisal degerler ANOVA ile incelenerek
degerlerin anlamli olup olamadig1 yani faktoriin deney sonucu iizerinde etkisi olup
olmadig1 belirlenir. Optimizasyonda ise ANOVA ile, modelleme sonucu elde edilen teorik
sonuglarla, deneysel sonuglar arasinda anlaml bir fark olup olmadigi belirlenir. Boylelikle
olusturulan modelin giivenilirligi test edilir. ikiden fazla grubun ortalamalar1 arasinda

anlaml bir farklilik olup olmadigini test eden F testinin hipotezi asagidaki gibidir.
Ho : 1 = Y2 = U3 = .oeeeeeeee.. = N yani ortalamalar arasinda fark yoktur.
Ha : Ortalamalardan en az ikisi arasinda anlamli fark vardir.

2.2.5. Deneysel Tasarimin Analitik Kimyada Uygulamalari

Analitik kimyada cesitli yontemlerle yapilan analizlerde analiz sonuclar lzerinde etkisi
olan faktorlerin ve bu faktorlerin optimum degerlerinin belirlenebilmesi amaci ile deneysel
tasarimdan yararlanilmaktadir. Calismanin amacina gore sozii edilen deneysel tasarim
yontemlerini uygulama planm1 Sekil 2.3’de gosterilmistir. Ila¢ endiistrisinde deneysel
tasarima en ¢ok basvurulan yontemler kromatografik yontemler ve elektroforez
yontemidir. Tablo 2.17°de deneysel tasarimin ila¢ 6rnekleri ve cesitli biyolojik 6rneklerin
analizinde HPLC ile uygulamalari ve bu calismalarda kullanilan deneysel tasarim

yontemleri verilmistir.

Ayrica deneysel tasarim, gelistirilen analitik yontemlerin gecerliligini kontrol etmek amaci
ile yapilan validasyon c¢alismalarinda tutarlilik parametresinin incelenmesinde de

kullanilmaktadir.
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Calismanin amaci

l

Faktor sayisini diistirme

N

Faktor sayisi 5-9

Faktor sayisini

diisiirme, etkilesimleri
ve egimliligi tespit etme

Optimizasyon (Karesel, kiibik veya
bilgisayar titresimli modeller)

Faktor sayis1 > 9

Faktor sayisi 4-6

o 2(k-p) kismi faktoriyel
tasarim

e Rechtschaffer tasarim
e D-optimal tasarim

!

|

Faktor sayisi 2-5

L o~

o 2(k-p) kismi faktoriyel
tasarim

e Plackkett-Burman
tasarimi

o 2(k-p) 2k veya 3(k-p)
faktoriyel tasarimlari
¢ 3 adet orta nokta
iceren Rechtschaffer
tasarimi

¢ D-optimal tasarim

Tuam faktorler nicel

Nicel ve nitel
faktorler birlikte

!

¢ Box-Behnken tasarimi
e Merkezi kompozit
tasarim

e Doehlert tasarimi

¢ 3-4 adet orta nokta
iceren Rechtschaffer
tasarimi

¢ 3kyveya orta noktalar
iceren 2ktam faktoriyel
tasarim

Sekil 2.3 Deneysel tasarimin uygulanmasi
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e Merkezi kompozit
tasarim

e Karisim tasarimi

e D-optimal tasarim
e Karisik seviyeli, 3k
veya orta noktalar
iceren 2ktam
faktoriyel tasarim




Tablo 2.17 ila¢ 6rneklerinin ve cesitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri

Ornek Analitler Analiz Yontemi Deneysel Tasarim  |Faktorler Kaynak
] pH, Magnezyum ve tampon
Cesitli ornekler Malonil-koenzim-A HPLC Plackett_ Burman., konsantrasyonu, reaksiyon sicakhigi, | [358]
merkezi kompozit
zaman
" Nitrit, nitrat ve : . Merkezi kompozit- Amonyum tuzunun alkil zinciri
Atik sular ve yiizey : o Iyon etkilesimi siv1 . . N
fenilendiamin .. PLS (kismi en kiiglik  |uzunlugu, konsantrasyonu ve akis [359]
sular . . kromatografisi
izomerleri kareler) hizi
e Poli(stirendivinilbenzen Yar1 fraksiyonel s
Cesitli 6rnekler ) tizerindeki tetrasiklin LC faktoriyel Cesitli parametreler [360]
Metil ve propil p- Metanol konsantrasyonu, sodyum
e . hidroksi benzoat, Iyon cifti siv1 : : dioktilstlfosiiksinat ve
llag 6rnekleri fenilefrin hidrokloriir, |kromatografisi Merkezi kompozit dimetiloktilamin konsantrasyonu, [361]
Klorfeniramin maleat pH
Cesitli ornekler Tetrasiklin hidrokloriir |HPLC Plackett-Burman, Cesitli parametreler [362]
? 1arofiorur fraksiyonel faktoriyel JIHLP
Cesitli ornekler Simazin, atrazin GC-HPLC Simpleks metodu Elgent_kansn_nmm polarhgl, [363]
enjeksiyon miktari
Kazein Riboflavin HPLC Faktoriyel Cesitli parametreler [364]
Iyon-etkilesim ajaninin zincir
1e . . . Iyon etkilesimi siv1 . uzunlugu ve konsantrasyonu, mobil
Cesitli ornekler Simazin, atrazin kromatografisi Fraksiyonel fazin pH's, akis hiza, organik [365]
degistirici konsantrasyonu
Siklodesktrin konsantrasyonu, sabit
e . Stereoizomerik . s faz, tampon pH"1, tampon/organik
flag ornekleri safsizliklar HPLC Fraksiyonel faktoriyel degistirici orani, akis hizi, kolon [366]

sicakligl
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Iyon degistirici, pH, organik ¢oziicii

Bitki 6rnekleri Karboksilik asitler HPLC Faktoriyel varlig1 ya da yoklugu, tampon [367]
konsantrasyonu
Deniz suyu Nitrat, fosfat Iyon kromatografisi |Fraksiyonel faktoriyel |Cesitli parametreler [368]
o . B-l.’ B-Z.-fOSf.at’ B3, .B-6’ Iyon cifti siva . .. |Metanol ytlizdesi, heksansiilfonat ve
[lag¢ 6rnekleri C vitaminleri (sakarin ve - Draper-Lin kompozit | . : [369]
4 kromatografisi trietanolamin konsantrasyonu, pH
E110 varliginda)
Sirke Organik asitler Iyon deglslm. . Faktoriyel Eliient pH'1, kolon sicakligl, mobil faz [370]
kromatografisi akis hizi
Mobil faz pH’1, iyon etkilesim
ivon etkilesimi siv1 ajaninin alkil zinciri uzunlugu,
Cesitli ornekler Pestisitler Y S ANN (Yapay sinir ag1) |organik faz konsantrasyonu, iyon [371]
kromatografisi e
etkilesim ajani konsantrasyonu, akis
hizi
Yeni ve geri Basing, sicaklik, siire, organik ¢6ziict
kazanilmis poliolefin |Irganox 1076, SFE, HPLC Tam faktoriyel asIng, ’ ) OT8 ¢ [372]
) . yuzdesi
ornekleri
Kodein fosfat,
Ilag 6rnekleri p.sodofem.l.efrln HPLC Tam ve faktoriyel D.alga boyu, mobil faz pH*, iyon ¢ifti [373]
hidroklortir, ajani konsantrasyonu
klorfeniramin maleat
Cesitli ornekler Fenolik yan urtinler HPLC Merkezi kompozit Basle.mgl(; lZOkratllﬁ elu.syonu, [374]
gradient ¢alisma stiresi
llag 6rnekleri Kaptopril HPLC Box-Behnken Cesitli parametreler [375]
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Mobil faz pH’1, kolon sicakligi,

Cesitli ornekler Troleandomisin LC Tam faktoriyel o e [376]
organik ¢oziicii konsantrasyonu
Soya fasulyesi Izoflavonoidler HPLC Merkezi kompozit Hldroklorgr ko_nsantrasyonu, sicaklik, [377]
hidroliz stiresi
Mobil fazdaki asetonitril miktari,
N H314/27,H 314/26,H i Faktoriyel, merkezi |fosfat tamponu konsantrasyonu,
Gesitli ornekler 314/21,H 299/87, DKP HPLC-UV kompozit mobil fazdaki oktan stilfonat [378]
konsantrasyonu
Sarap ornekleri Biyojenik aminler LC Doehlert Cesitli parametreler [379]
Antifuneal ila Kolon sicaklig, akis hizi, dalgaboyu,
& ¢ Pneumocandin BO HPLC Plackett-Burman enjeksiyon hacmi, mobil faz bilesimi,| [380]
preparati o titsse
kolon cesitliligi
Bergamot Portakal Flavonoidler HPLC D-optimal E'l.<sfre}k51yon siiresi, sicaklik, 381]
Suyu cozuculer
imatinib mesilat ve Mobil fazdaki metanol ve trietilamin
lla¢ 6rnekleri HPLC 24 faktoriyel icerigi, mobil fazin pH’1, kolon [382]
safsizliklari .
sicakligi
s . |Sodyum hidroksit konsantrasyonu,
Kan plazmasi (insan) > T ane 1’.4-. . LLE, HPLC-DAD Faktorlyel, merkezi organik ¢ozucu hacmi, karistirma [383]
Dihidropiridin kompozit Lo
siiresi
I"(ahve, gayve idrar Metilksantinler HPLC-UV Tam faktoriyel Akis hizi, mobil faz bilesimi [384]
ornekleri
. o Tam faktoriyel, ) o ) ,
Humanin tiirevleri  |[Noérokoruyucu peptitler Lyon gifti fraksiyonel faktoriyel, Mobil fazin bilesimi, mobil fazin pH', [385]

kromatografisi

ANN (yapay sinir ag)

kolon sicakligi
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Kan plazmasi 6rnegi

(insanlarda) Prostaglandin E-2 LC-MS Merkezi kompozit Cesitli parametreler [386]
Cesitli rnekler | orerosiklikaromatik lopp yp) ¢ y/DAD |Faktoriyel-Doehlert  [A0SOTPSivon siresiislanma stiresi, | a7,
aminler desorpsiyon stiresi
o . . Merkezi kompozit, 23 T .
[la¢ 6rnekleri Pramipeksol HPLC-UV faktoriyel Asetonitril ytizdesi, akis hizi, pH [388]
Akis hizi, kolon sicakligl, mobil faz
Kan plazmasi 6rnegi SPE, HPLC-UV- Fraksiyonel faktoriyel, pH 1,.mob11 fazdaki TFA. yu.zd(?sL
(insan) Valsartan Floresans merkezi kompozit mobil fazin baslangig bilesimi, [389]
gradient eliisyondaki ACN
basamaklari
) . L . Iyon cifti siv1 . L
Sarap ornekleri Biyojenik aminler kromatografisi Faktoriyel Asetonitril ve SHS konsantrasyonu [390]
o . Valdekoksib ve 23 tam .-
[la¢ 6rnekleri bozunma frinleri HPLC faktériyel(validasyon) Cesitli parametreler [391]
Liklokain, proparakain, Tam faktérivel
llag 6rnekleri bupivakain, HPLC-UV A Mobil faz bilesimi, pH akis hizi [392]
. : merkezi kompozit
oksibuprokain
Gradient eliisyon sirasinda organik
S ) Atorvastatin ve Tam faktoriyel, faz miktari, organik fazdaki
flag 6rnekleri safsizliklari RR-RP-HPLC merkezi kompozit Tetrahidrofuran igerigi, gradient [393]
stiresi(dayaniklilik testi icin)
Dogal kontamine EPA-pOllSlkllk aromatik HPLC-Floresans Doehlert Toplam hekzan hacmi, ekssrak.ﬂyon [394]
sular hidrokarbonlar basamaklarinin sayisi ve stiresi
llag 6rnekleri Lerkanidipin LC-UV Faktoriyel Asetonitril miktari, mobil faz pH"1 [395]
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Ortogonal, merkezi

Ekstraksiyon ¢oziicii ve disperse

Su ornekleri Metakrat HPLC Kombozit edici ¢6zlicii hacmi, tuz etkisi, 6rnek | [396]
p hacmi, ekstraksiyon siiresi
C?ropa suianensis Terranortriterpenoidler [ HPLC Merkezi kompozit Cesitli parametreler [397]
agaci tohumu yagi
esitli 6rnekler unakonitin ox-Behnken L y
i 5rnekl Yunakoniti HPLC Box-Behnk Asetonitril, perklorik asit, trietilamin 398
icerigi, kolon sicakligi
Idrar ve kan Mikofenolik asit, Fraksivonel faktérivel
plazmasi 6rnekleri |mikofenolik asit SPE, HPLC Y el Cesitli parametreler [399]
. : merkezi kompozit

(insan) glukuronit

llag 6rnekleri Zutl‘ir\l/? 2-arilimidazolin HPLC Tam faktoriyel Sicaklik, pH, mobil faz bilesimi [400]
Ibuprofen, psodoefedrin

llag 6rnekleri h1drokl_0rur,. HPLC Fraksiyonel faktoriyel pI-.l_, aki .hl.Zl’ 3 b.?s?makh gradient [401]
Klorfeniramin maleat, eliisyon icin ¢6ziicli orani
nipajen

Bal Flavonoid belirtecgleri  |SPE, LC Merkezi kompozit r;&;igér;}iﬁzﬁ?e kapasitesi, [402]

oo . Karbamazepin ve Merkezi kompozit, K.(.) lon s_1cak11g1, organik ¢oziicl

Ila¢ 6rnekleri LC . . yuzdesi, asetat tamponu [403]
safsizliklari fraksiyonel faktoriyel konsantrasyonu, sulu fazin pH’
Nimobidin ve Organik ¢oziici tiiri ve

llag 6rnekleri p HPLC Tam faktoriyel konsantrasyonu, kolon sicakhigy, akis | [404]
safsizliklari hiz, pH

Idrar ve kan Mikofenolik asit, . s Sulu fazin pH’1, asetonitril ytizdesi,

plazmasi 6rnekleri |glukuronit HPLC Fraksiyonel faktoriyel kolon sicakligl, akis hizi [405]
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Fraksiyonel faktoriyel,

Coziicii bilesimi, sicaklik, basing,

Cocuk mamalari Florokinolon kalintilar1 |LC-FLD . : [406]
merkezi kompozit asama sayisl
Polisiklik aromatik . Akis hizi, kolon sicakligi, mobil faz
Kompleks karisimlar hidrokarbonlar HPLC Tam faktoriyel gradienti [407]
ilac drnekleri Sertralin ve kiral HPLC Faktoriyel Kolon sicakligi, tampon pH’1, tampon [408]
olmayan safsizliklari konsantrasyonu
Kompleks biyolojik : Fraksiyonel faktoriyel,|Mobil fazdaki organik bilesen, kolon
ornekler Kolesteril esterler HPLC ANN-GA sicakligy, akis hiz [409]
lla¢ 6rnekleri ,1;1;]; it;‘gmln hidrojen LC Deneysel tasarim Asetonitril ylizdesi, akis hiz, sicaklik| [410]
. Fraksiyonel, MRA (¢ok
e . Non-steroidal - : -
[la¢ 6rnekleri antienflamatuvar ilaclar HPLC degl.sklenh regresyon |Cesitli parametreler [411]
analizi)
Ibuprofen,
psodofenilefrin 5-1) .
Ilag 6rnekleri hidroklortir, HPLC 2 ) fl.‘ak51yonel pH, akis hizi, ¢6ziicui oranlar: [412]
. : faktoriyel
klorfeniramin maleat,
nipajen
- ] Akis hizi, tampon konsantrasyonu,
llag 6rnekleri A.hsklren, . HPLC-DAD Plackett Bq.rr.nan, pH, organik ¢oziiciideki asetonitril [413]
hidroklorotiazid 23 tam faktoriyel . .
ylzdesi, sicaklik
Mobil faz pH’1, mobil faz
lla¢ 6rnekleri Kaptopril HPLC-ECD Merkezi kompozit konsantrasyonu, asetonitril [414]
konsantrasyonu
Kan serumu Klorbromazin 25 yar1 fraksiyonel Ornek hacmi, ekstraksiyon siiresi,
) . Orp L SBSE, HPLC-UV faktoriyel, Box- sicaklik, karistirma hiz, ekstraksiyon| [415]
ornekleri trifluoperazin

Behnken

basamagindaki pH
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Plackett-Burman,

Ekstraksiyon ve dispersiyon

Su 6rnekleri N-metilkarbamat LLME, HPLC . ) cozuculerinin hacmi, iyonik gii¢, pH, | [416]
merkezi kompozit : . s e
ekstraksiyon siiresi, santifiij siiresi
; . Ariloksifenoksi i o 2-propanol ylizdesi, tampon pH,
Toprak ornekleri propiyonik herbisitler LUl Faktoriyel kolon sicaklig: [417]
Yar1 faktoriyel pH, sicaklik, ekstraksiyon siiresi,
Biyolojik 6rnekler  |Propil tiyourasil HPLC-UV fraksiyonel, merkezi |karsitiyon konsantrasyonu, organik | [418]
kompozit cozlci yiuzdesi
Kozmetik tiriinler ve . USAEME-SFO, HPLC-|Faktoriyel, Box- Eks.tr.ak51yon gozucu hacmi, t uz
B, . |Ftalat esterleri etkisi, ekstraksiyon ve santrifij [419]
cevresel su 6rnekleri DAD Behnken .
siiresi
ilac drnekleri Sltalopram . HPLC-UV 23 Tam faktoriyel, Organik ¢oziicu yuzdesi, akis hizi, [420]
enantiyomerleri Box-Behnken sicaklik
K_an plazma drnekleri imanitib ve metaboliti |[HPLC D-optimal Mobil faz bilesimi, tampon pH"1 [421]
(insanlarda)
Ekstraksiyon, eliisyon ve enjeksiyon
coziiciileri, santrifiij siiresi, farkl
ivonoforik ve sentetik Tam faktoriyel, heksan hacimleriyle yapilan sivi-sivi
Sebzeler Y . UPLC-MS/MS fraksiyonel faktoriyel, |ekstraksiyonlar, farkl oranlardaki [422]
bakterisidallar R s
Plackett-Burman yikama c¢ozeltileri, santrifiijleme
hacimleri, dondurarak kurutma
etkisi
Lo . s . |Ekstraksiyon da ve dispersiyonda
Cevresel su 6rnekleri P.OhSlkhk aromatik AA-DLLME, HPLC Faktorlyel, merkezi kullanilan ¢oézuculerin tiirti ve hacmi,| [423]
hidrokarbonlar kompozit : ..
tuz miktari, karistirma siiresi
o . Deneysel tasarim ve . " . .
Ev tozu PgllSlkhk aromatik HPLC-UV-DAD yanit yiizey E'l.<sfre}.k513./o.n, eluenF ve dispersiyon [424]
hidrokarbonlar . cozictilerinin hacmi
metodolojisi
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

23 tam faktoriyel,

Bitki 6rnegi Oksindol alkaloidler HPLC merkezi kompozit Tampon, pH, kolon sicaklig1 [425]
Bitki 6rnegi Aporfin alkaloidler HPLC-UV Tam faktoriyel Ic\)/i,c;lr)llll faz pH'1, metanolin baslangi¢ [426]
. Dispersiyon ve ekstraksiyon
. (6-2)
Idrar 6rnekleri Organik UV filtreleri DLLME, HPLC-DAD 2 " fl.‘ak51yonel ¢oziicilerinin tiirt ve hacmi, 6rnek [427]
faktoriyel ;
pH"1, tuz konsantrasyonu
llag 6rnekleri Amoksisilin trihidrat ~ (HPLC Box-Behnken Mobil faz bilesimi, akis hizi, pH [428]
flac 6rnekleri Sitalopram ve HPLC PSLR-MLP-ANN Tampon pH'i, akas hizy, kolon [429]
safsizliklari sicakligi
) s .
Kan plazmasi 6rnegi |Lenalidomid LC-MS/MS ?];efrll(}zzglya’ Box Mobil faz bilesimi, akis hizi, pH [430]
Biyolojik matrisler |Glutatyon LC-ESI-MS Doehlert Mobil f.az.a.kls .}.HZI’ sulu (;F)zeltlde [431]
asetonitrilin yiizde hacmi
Ilag 6rnekleri Le\./uhnlk asid (LEA) HPLC Box-Behnken Mobil faz orani, pH [432]
loril alkol
lla¢ 6rnekleri Glipizid HPLC Merkezi kompozit Sicaklik, mobil faz [433]
lla¢ 6rnekleri Nistatin HPLC Box-Behnken Mobil faz, pH [434]
Okaliptiis Fenolik bilesikler MAE, LC Box-Behnken Coziicl, zaman [435]
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Insan kan plazmas1 |Ezetimib HPLC Box-Behnken Mobil faz orani, atik faktori [436]
lla¢ 6rnekleri Ofloksin, nimorazol RP-HPLC Merkezi kompozit Mobil fazdaki tetra.k.l 1drc_)furan orant, [437]
akis hizi, tampon ¢ozelti

llag 6rnekleri Beta blokerler RP-HPLC Merkezi kompozit Dalga boyu [438]

oo . s UV yogunluk, ¢6zlinmiis organik

[lag 6rnekleri Metoprolol (f1-bloker) |[LC-MS/MS Faktoriyel madde [439]

o . . 33 fraksiyonel . O

[lag 6rnekleri Eberkonazol nitrat HPLC s Mobil faz bilesimi, pH [440]
faktoriyel
(27-3) fraksiyonel

e . . faktoriyel (tarama), |Mobil faz bilesimi, sicaklik,

flag ornekleri Fenoverin HPLC 33 Box-Behnken ¢O0zlinmis organik madde [441]
(optimizasyon)

. : 33 fraksiyonel
lla¢ 6rnekleri Pa.b ! gatran eteksilat ve HPLC faktoriyel, merkezi Mobil faz akis hizi, pH, sicaklik [442]
ilgili safsizliklar .

kompozit

Insan kan plazmas1 |Fluoksetin LC-MS 33 Box-Behnken MObll.faZ alag hizi, pH, ¢ozlinmils [443]

organik madde
Bitki 6rnegi Coptis Chinensis HPLC Plackett-Burman, Box- pH, sicaklik, organik faz ytizdesi [444]

Behnken
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

UHPLC-UV, UHPLC-

Plackett-Burman, Box-

Denatiire hacim, alkilasyon stiresi ve

Protein - MS Behnken 51calfhg1,. enzm@ahk smd1r1rp sicakhigl| [445]
ve siiresi, mobil faz ve gradient orani
lla¢ 6rnekleri Terazosin LC-MS Deney tasarimi G.rad_ler{t stresi, sicaklik, tigli eliient [446]
bilesimi
Hidrojel Triamsinolon asetonid |UPLC Merkezi kompozit Sicaklik, al_<1$ }.HZ.I , mobil fazdaki [447]
metanol bilesimi
llag 6rnekleri Vilazodon HCl UPLC 33 Box-Behnken Tampon (;oze.ltlnln pH b akl.$ h.lZI’ [448]
mobil fazdaki metanol bilesimi
e . Tamoksifen sitrat Tampon ¢ozeltinin pH’ 1, mobil faz
[la¢ 6rnekleri HPLC Box-Behnken o [449]
orany, firin sicakligi
- : Tampon ¢ozeltinin pH’ 1, kolon
. E ], . . .
Ilag 6rnekleri Someprazo HPLC-UPLC 2 seYlyeh fraksiyonel sicakligl, mobil faz A ve B’ deki [450]
omeprazol faktoriyel ] o .
Asetonitril ylizdesi
. : : . Mobil fazdaki asetonitril yiizdesi,
Cesitli 6rnekler B:a gonls.t, benzoik asit, HILIC (PLS), m.erke21 sulu fazin pH’ 1, mobil fazdaki tuz [451]
niikleositler kompozit tasarim
konsantrasyonu
: . Mobil fazdaki asetonitril yiizdesi,
Ilag 6rnekleri Bilastin ve degradasyon HILIC Box-Behnken, s sulu fazin pH’ 1, sulu fazdaki [452]
safsizliklari fraksiyonel faktoriyel
amonyum asetat konsantrasyonu
lla¢ 6rnekleri Siyanidin-3-0-glukozit |RP-HPLC Box-Behnken Movl.)ll. fa; orani, akig hlvz 1, dalga boyu [453]
degisimi, kolon sicaklig
. R . Gliklazid & metformin . . Mobil faz orani, akis hizi, mobil fazin
[la¢ 6rnekleri Hel HPLC Fraksiyonel faktoriyel pH degisimi, kolon sicakhig [454]
lla¢ 6rnekleri Olanzapin HILIC Rechtschaffen Mobil fazin sulu faz orani, kolon [455]

sicakligl, dogrusal gradient siiresi
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Plackett-Burman, Box-

Mobil fazin akis orani, kolon

Cesitli ornekler Biyoaktif komponentler |SPE-HPLC-UV/ELSD Behnken sicakligl, evaporator sicakhigl, gaz [456]
akis hizi
Mobil fazin organik faz ytlizdesi,
Cesitli ornekler GNE1 ve ilgili izomerleri|2D-HPLC Merkezi kompozit mobil faz A’ nin formik asit yiizdesi, | [457]
loop hacmi
Cesitli 6rnekler Avanafil ve dapoksetin |HPLC Box-Behnken M"b?l fazin asetonitril yiizdesi, pH, .| [458]
mobil fazin akis orani, kolon sicaklig
Mobil fazin ytizde orani, pH, mobil
Fare plazmasi Nevirapin HPLC Box-Behnken fazin akis orani, ekstraksiyon stiresi, | [459]
santrifiij hiz1
Metilparaben sodyum,
propilparaben sodyum, . N T
llag 6rnekleri hidrokortizon RP-HPLC Fraksiyonel faktoriyel Gre}dlent stresi, tampon ¢ozeltisinin [460]
. pH'1
feksofenadin HC],
ibuprofen ve pioglitazon
Kolon sicakligi, mobil fazin
Cesitli ornekler EEILJ(I)Z‘Z, BEL174, HPLC Merkezi kompozit trifloroasetik asit ve n-hekzan [461]
yuzdesi
Dabigatran Gradient programin baslangi
lla¢ 6rnekleri eteksilatmesilat ve RP-HPLC Box-Behnken 1- PTOS nbagangle [462]
Asetonitril yiizdesi, gradient siiresi
safsizliklari
ilag ornekleri Sumatriptan ve UHPLC-MS Fraksiyonel faktoriyel MObl.l faznl} akl.$ oran, sicaklik, [463]
naproksen gradient siiresi
llag 6rnekleri Amlodipin UHPLC Design space (Dry Gradient siiresi, sicaklik, pH [464]

Lab® models)
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Tablo 2.17 Ila¢ 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik érneklerin analizinde HPLC ile uygulanan deneysel tasarim yontemleri (devami)

Gradient siiresi, sicaklik, pH, mobil

llag 6rnekleri Imatinib mesilat UPLC Box-Behnken [465]
fazin akis orani, dalgaboyu
Ilag 6rnekleri Dekstrometor"fa{l HBI? VeluHpPLC Merkezi kompozit, Mobil fazin akis orany, sicaklik, pH [466]
degradasyon Uurtinleri Box-Behnken
_ _ Plackett-Burman. Box- Mobil fazin asetonitril ylizdesi, sulu
[lag 6rnekleri Iyoheksol ve safsizliklariHILIC ’ fazin pH’ 1, sulu fazin amonyum [467]

Behnken

asetat konsantrasyonu
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2.3. Validasyon [468 - 471]

2.3.1. Validasyonun Tanimi ve Onemi

Validasyon, iriin kalitesine etki edebilecek tiim islemlerin 6nceden belirlenmis
olan spesifikasyonlar1 saglayacak sekilde islendigini, amacina uygunlugunu,
kalitesini, calisilabilirligini ve gecerliligini giivence altina almak amaciyla yiiriitiilen
calismalardir. Hedef her zaman ayni Kkalite ve aymi sartlar altinda {retimi
gerceklestirerek, bu baglamda tretilen tim iriinlerin aym kalitede olmasim
saglamak ve dogru uygulanmis ve diizgiin dokiimante edilmis deneysel
calismalarla uygulanmasi istenilen amac i¢in analitik prosedirin uygun oldugunu

kanitlamaktir.

Validasyon islemlerinin GMP kurallar i¢cinde yapilmasi gerekmektedir. Validasyon,
degisiklikleri en aza indirger, kaliteyi glivence altina alir, kontrolii saglanmuis,
glivenilir proseslerle calisilmasini saglar, ekipman ve prosesler hakkinda bilgi
sahibi olunmasini, hatali malin imhasi, yeniden islem goérmesi, yeniden
orneklenmesi, analizlerin tekrarlanmasi gibi olaylardan kaynakl maliyeti azaltir,
verimliligi arttirir ve organizasyon icindeki birimlerle koordinasyon, iletisim ve

bilgi akisini saglar.

Valide edilmis yontemle calisildiginda yapilan islemin kesin, dogru, segici, tutarly,

gecerli ve giivenilir oldugu garanti edilmis olur.

— Gegerli olma durumu, gecerlik anlamina gelmektedir.

— Bir kavramin, bir yarginin, mantik veya anlami ve degeri bakimindan
onaylanabilir olmasidir.

— Tim endiistriyel sistemler icin, sistemlerin eksiksiz bir sekilde ¢alistiginin
garanti altina alindig1 ve hedeflenen kalite anlayisinin istenilen yonde

oldugunu garanti altina alan ve ortaya koyan ¢alismalar biittintidtr.

Validasyon islemi tiim {iriinlerin kalite kontrollerine uygulanabilir. Ulkemizde

validasyon islemi genellikle ila¢ sektoriinde genis uygulama alani bulmaktadir.
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2.3.2. Endiistride Validasyon Cesitleri
Endiistride yapilan validasyonlar 4 ana baslik altinda toplanir.

Temizlik isleri validasyonu, imalat alaninda bulunan tiim imalatla ilgili

ekipmanlarin temizlenmesi amaci ile yapilan ¢alismalardir.

Analitik yontem validasyonu, analitik bir metodun kalitatif ve kantitatif olarak
dogru sonug verdigini belirlemek icin bir takim degiskenlere gore yapilan test ve
O0lcme islemleridir. Cesitli alanlarda verilen pek ¢ok karar, yapilan 6l¢timlerin
sonucuna dayanilarak verilir. Dogru karar verebilmek ic¢in analitik o6lglim

sonucunun dogru ve tekrarlanabilir olmasi gerekir.
Analitik yontemler asagidaki sekilde siniflandirilabilir;

— Bitmis iirtin ve hammaddelerin etkin madde miktar tayini ve safsizlik tayini
yontemleri

— Bitmis tirtinlerin koruyucu madde miktar tayini yontemleri

— Limit testi yontemleri

— (Cozlnme hizi tayin yontemleri

— Stabilite calismalarinda kullanilan analitik yontemler

— Farmakopelerde belirtilen bitmis tUriin, etkin madde veya yardimci

maddelere yonelik analitik yontemler.

Ekipman validasyonu, ekipmanin dogru bir sekilde c¢alisip c¢alismadigini,
fonksiyonlarini dogru bir sekilde yerine getirip getirmedigini gézlemlemek amaci

ile yapilan calismalardir. Ekipman treticileri,

— lyilaboratuar uygulamalar1 (GLP),
— lyi imalat teknikleri (GMP) ve/veya
— IS0 9000 gibi standartlara gore valide edilmis bir ortamda gelistirmek ve

uretmekle sorumludurlar.

Proses validasyonu, spesifik olarak bir iiriine ait prosesin tasarim adimindan
baslayip ticari boyut seri imalat asamasina kadar, bir prosesin devaml olarak
kaliteli bir triini olusturma kapasitesinin bilimsel kanitini sunan verilerin

toplanmasi ve degerlendirilmesidir.
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2.3.3. Analitik Yontem Validasyonu

2.3.3.1. Amag¢

Analitik yontem validasyonu, tasarlanmis analitik yontemin kabul edilebilirligini
kanitlamak ve analitik prosediiriin kantitatif ve kalitatif olarak dogru sonuglar
verdigini belirlemek amaciyla yapilir. Analitik yontem validasyonu su durumlarda

yapilir;

— Standart bir yontem bir laboratuvarda ilk defa uygulanacagi zaman,

— Bir analiz i¢in yeni metot gelistirildigi zaman,

— Kullanilmakta olan metotda degisiklik yapildig1 zaman,

— Gegerliligi belirlenmis bir metot baska bir laboratuvarda / baska bir kisi
tarafindan / farkli bir cihazla kullanilacagi zaman,

— Metodun performansinda zamanla bir degisme oldugu anlasildiginda

yapilir.

2.3.3.2. Analitik Yontem Validasyon Parametreleri

Yontem validasyonu i¢in parametreler uluslararasi1 komitelerce, uluslarin farkh
kuruluslar1 tarafindan ve literatiirde tanimlanmistir. Fakat bazi tanimlar
kurumlara gore farklilik gosterebilir. Validasyon parametrelerinin deney sirasi
hakkinda resmi bir yonerge yoktur. Uluslararasi kabul edilen gesitli validasyon
kriterleri mevcuttur. ISO/IEC, ICH, US, EPA, FDA, USP, cMP gibi kurumlar

tarafindan belirlenmis Kkriterler kullanilmaktadir.

USP’ye gore validasyon parametreleri su sekilde simiflandirilabilir: Secicilik,
dogrusallik, ¢alisma arahgi, dogruluk, kesinlik, tanima limiti, hesaplanabilirlik

limiti, saglamlik ve kararlilik.

ICH'e gore validasyon parametreleri su sekilde siniflandirlabilir: Secicilik,
dogrusallik, ¢alisma arahgi, dogruluk, kesinlik, tanima limiti, hesaplanabilirlik

limiti, stabilite.

Yontemin 6zelligine gore en uygun sira olusturulur. En ¢ok kabul goéren validasyon

parametreleri ve sirasi asagida verilmistir.
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Secicilik / Spesifiklik

Sistem uygunluk

Tanima limiti (LOD)
Hesaplanabilirlik limiti (LOQ)
Raporlama seviyesi
Dogrusallik

Calisma araligi

Kesinlik

® N o ok w DN oRE

— Sistem kesinligi

— Tekrarlanabilirlik

— Laboratuvar i¢i kesinlik

— Laboratuvarlar arasi kesinlik
9. Dogruluk ve geri kazanilabilirlik
10. Saglamhik
11. Tutarhilik
12. Stabilite

Yontem validasyonu icin gerekli parametreler analizin amacina gore de farklilik

gosterir. Analizler genel olarak 3 amagla yapilir.

1. Hammadde veya bitmis tiriin icindeki aktif maddenin tayini
2.Hammaddedeki safsizliklarin veya bitmis tiriindeki parcalanma iiriinlerinin
tayini

3. Uriiniin performans ézelliklerinin tayini

Analitik yontemlerin kategorilerine gore kullanilan validasyon parametreleri Tablo

2.18'de gosterilmistir.
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Tablo 2.18 Analitik yontemlerin kategorilerine gore gerekli validasyon

parametreleri

Performans . Kategori Il Kategori | Kategori
Parametreleri Kategori | 11 IV

Kantitatif | Limit test
Dogruluk + + * + -
Kesinlik + + - + -
Spesifiklik + + + + +
Rap.orle}ma i N N % i
seviyesi
Tespit limiti - - + - -
Hesaplanabilirlik i N i e i
limiti
Dogrusallik + + - + -
Uygulama aralig1 + " * + -
Saglamlik + + * + -

*Spesifik testin yapisina bagh olarak gerekli olabilir.

+ Genel uygulamada yapilmalidir

- Genel uygulamada gerekmez

Kategori I: Etkin madde ve bitmis iirtindeki etkin maddenin (koruyucular dahil)

belirlenmesi icin kullanilan analitik yontemler.

Kategori II:

uriinlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan analitik yontemler. Bu tir yontemler

Etkin maddedeki ve bitmis uriindeki

kantitatif miktar tayini ve limit testlerini icerirler.

Kategori III: Performans karakteristikleri tayini icin kullanilan analitik yéntemler

(6rnegin; ¢ozlinme testi, ila¢ salimi gibi).

Kategori IV: Tanima testleri.
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2.3.3.2.1. Secicilik/Spesifiklik

Spesifiklik, genellikle bir tek analit icin lretilen yonteme karsiliktir. Secicilik ise
birbirinden ayirt edilen ya da edilemeyen kimyasal icerikler i¢in kullanilmistir.
Kisacasi; girisim yapan maddeler varliginda analitin dogru olarak o6l¢ebilirligini
ifade eder. Likit kromatografisinde secicilik, optimum ayirma ve kolon kosullarinin
secimiyle elde edilmistir. Seciciligin ustiinligl, kullanilan analiz yonteminde
sadece o etken maddeye o6zgiin ve spesifik oldugunu ifade etmesidir. Segilen

yontem sadece etken maddeyi 6lgebilmeli ve digerleri ile reaksiyon vermemelidir.

2.3.3.2.2. Sistem Uygunluk

Sistem uygunluk testleri, analitik yontemlerin dogru ve kesin sonuclar vermesine
katkida bulunan spesifik testlerdir. Bu testlerin prosediirleri, ekipmana, uygulanan
test prosediirlerine ve analiz edilecek maddeye bagl olarak hazirlanmal ve
degerlendirilmelidir. Eger analitik yontemde sistem uygunluk c¢o6zeltisi hazirhgi
varsa yonteme gore hazirlanan sistem uygunluk cozeltisi enjekte edilir. Eger yok
ise standart ¢ozeltisi enjeksiyonunun belirtilen kabul kriterine uygunlugu kontrol
edilir. Analitik yonteme spesifik oldugu icin genel bir kabul Kkriteri yoktur,

validasyon ¢alismasinda belirlenir.

2.3.3.2.3. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligy, belirlenen aralikta elde edilen test sonuglarinin test
icindeki ilgili madde ve/veya etkin madde konsantrasyonuyla dogru orantiya sahip
olmasi, iyi tanimlanmis matematiksel donilisim ya da dogrudan ortaya ¢ikma

yetenegi olarak belirlenmistir.

Aktif maddenin %25 - %150 araliginda olacak sekilde en az 5 farkh
konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanir ve sisteme verilir. Konsantrasyonla cihaz
cevabi arasinda grafik cizilerek regresyon analizi yapilir. Hesaplanan korelasyon
katsayisi degeri dogrusallik hakkinda bilgi saglar. Bu deger 0,997’den biiyiik veya

esit olmahdir.
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2.3.3.2.4. Calisma Araligi

Bir analitik yontemin g¢alisma aralig;; kesinlik, dogruluk ve dogrusallik
belirlenirken iist ve alt araliklaridir. Ornegin analiz konsantrasyonu yéntemin
calisma araliklarini belirler. ICH’e gore analiz konsantrasyonu kimyasal analizler
icin %80 - %120 araliginda, safsizlik analizleri i¢cin %50 - %120 araliginda

olmalidir.

2.3.3.2.5. Dogruluk

Dogruluk, yontem ile elde edilen test sonuglarinin gercek degerle uygunlugunun

bir 6lciistidiir. Dogruluk degerlendirilmesi birgok yolla elde edilebilir:

— Referans yontemi ile 6rnek yonteminin karsilastirilmasi yapilabilir. Bu
yaklasimda referans yonteminin belirsizligi bilinmektedir.
— Konsantrasyonlar1 bilinen bir 6rnegin analizi ile tayin edilebilir. Bir

sertifikali 6rnek ve 6lciilmiis dogru deger kiyaslanir.

% geri kazanim bulunan sonuglarin ger¢cek degere yakinhiginin o6lg¢iilmesidir.
Elimizde sertifikali 6rnek bulunmuyorsa bos deneme ¢ozeltisine konsantrasyonu
bilinen hacimde ve agirhikta analit eklenir. Sonra matriksten, analitin
ekstraksiyonu sonucu elde edilen analitin standart c¢ozeltilere gore % geri
kazanimlar1 hesaplanir. Bu sayede bos deneme c¢ozeltisine ilave edilen etken
maddenin tam olarak geri kazanip kazanilmadigi anlasilir. Elde edilen geri kazanim
degerleri %100+ 3 limitleri icinde olmaldir. Ama analit konsantrasyonu ¢ok
diisiik oldugu zaman bu sinir genisler. Beklenen geri kazanim 6rnek matriksine ve

analit konsantrasyonuna baghdir.

2.3.3.2.6. Kesinlik

Bir yontemin kesinligi birkag¢ kez 6l¢ctim yapildiginda sonuglarin birbirine uygunluk
derecesidir. Yani homojen bir karisimdan, birden fazla 6rnek alindiginda elde
edilen sonuclarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir yontemin kesinligi genellikle test
sonuglarinin %RSD (bagil standart sapma) degeri ile olguliir. Kesinlik icin kabul
edilebilirlik siir1 yapilan analizin tiiriine baghdir. ila¢ analizlerinde kabul

edilebilirlik sinir1 %2'nin altinda iken, cevre ve gida analizlerinde matrikse, analit
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konsantrasyonuna ve analiz tekniklerine bagli olarak %2 ile %20 arasinda

degismektedir.

Bir analitik prosediiriin kesinligi ayn1 homojen o6rnekten c¢oklu numune
hazirlayarak yapilan o6l¢limlerin birbirlerine olan uyumu ya da yakinhigidir
(sacinim derecesi olarak da ifade edilebilir). Kesinlik homojen ve giivenilir

numuneler lizerinden arastirilmalidir.

Bir analitik prosediiriin kesinligi ardisik 6l¢timlerin degisimi, standart sapmasi ve

varyasyon katsayisi olarak da ifade edilebilir.

Bir analitik prosediiriin kesinligi dért parametre ile incelenir:

1) Sistem kesinligi

2) Tekrarlanabilirlik

3) Laboratuvar i¢i kesinlik

4) Laboratuvarlar arasi kesinlik

Her bir parametre i¢in standart sapma (SD), varyasyon katsayisi (RSD) ve giiven

araligi hesaplari yapilmalidir.

Analiz sonuglarinin birbirine ¢ok yakin olmasi, dogru sonuglar elde edildigi
anlamina gelmez. Sonuglar birbirlerine ¢ok yakin olmasina ragmen gergek

degerden uzak olabilir.

Tekrarlanabilirlik ise sonuglarin kalitesini arttirir ve giivenilirliginin bir 6l¢iisiint

verir.

Sistem Kkesinligi: Valide edilecek analitik test yontemi ile kisa zaman iginde
yapilan Olciimler sirasinda olusan sistemden kaynaklanan varyasyonlarin
Olctisiidiir. Cihaz enjeksiyon kesinligi ya da enjeksiyon tekrarlanabilirligi diye de
adlandirilabilir. Ayn1t homojen numuneden yapilan ardisik Olglimler analitik
sistemin uygulanacak olan metot icin ne kadar hassas ve ne kadar dogru sonugclar

verdigini gosterir.

Tekrarlanabilirlik (Giin ic¢i tekrarlabilirlik): Sistem kesinligine ek olarak
numune hazirhigindan gelecek hata ve degisimlerin de (tartim, seyreltme,
ekstraksiyon gibi) hesaba katilarak kisa zaman araliginda yapilan o6l¢limlerin
birbirine yakinhigini ifade eder. 2 ya da 3 farkli konsantrasyonda ayni standartlar
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kullanilarak hazirlanan ¢ozeltiler, ayni gln igerisinde, ayni cihazlarla, ayni analist
tarafindan 3 ya da 4 kez analiz edilir ve %RSD hesaplanir.

Glivenilir numuneler elde etmek i¢cin bir tek numuneyi cok defa enjekte etmek
yerine, bircok numuneyi analiz etmek ¢ok daha uygundur. Bu sekilde analitik
yontem rutin analizlerde kullanilmis gibi sonuglar verebilir. ICH tekrarlanabilirlik

calismasi icin iki farkli yontem tavsiye etmistir:

1) Ug farkh konsantrasyonda numunelerle her seviyeden iicer adet numune
hazirlanir.

2) Test ¢ozeltisinin %100 seviyesinde minimum 6 numune hazirlanir.

Laboratuvar i¢i kesinlik (Giinler arasi tekrarlanabilirlik): Analitik prosediiriin
ayn1 laboratuvar icinde olusabilecek rastgele degisimlerden ne kadar etkilendigini

gosterir.

Bu degisimler:
Farkli analist,
Farkli kolon seri numarali kolon,
Ayni numunenin farkl giinde calisilmasi,
Farkl cihaz

Farkli seri nolu tiriin olabilir.

Bu degisimlerin hepsinin tek tek denenmesi gerekmez. FDA laboratuvar i¢i kesinlik
parametresi icin minimum iki farkhh giinde iki farkli analist calismasini tavsiye
eder. Tekrarlanabilirlik calismasinda oldugu gibi analitik prosediiriin belirttigi

sekilde alt1 farkli numune hazirlanir ve analiz edilir.

Sonuglarin ve sonuglar arast %RSD’nin limitler i¢cinde olmasi beklenir. Bunun
yaninda yapilan degisiklikler sonrasi elde edilen sonuglarla tekrarlanabilirlik

analizi sonucu elde edilen sonuglar arasinda da bir uyum olmasi beklenir.

Analitik yontemin farkhi laboratuvarlarda uygulanmasindan elde edilecek
sonuglarin laboratuvarlar arasi faklhiliklardan ne kadar etkilendiginin o6l¢iisiidiir.
Ayni sirket i¢indeki farkli laboratuvarlar i¢in bu ¢alisma laboratuvar ici kesinlik

calismasina yakin bir anlam ifade eder.
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Laboratuvarlar arasi farkliliklar:
Analist tecriibe ve bilgi farki
Cihaz farki
Reaktif farki gibi farkliliklar olabilir.

ICH'e gore bu parametrenin basvuru dosyalarinda bulunmasina gerek yoktur.
Laboratuvarlar arasi kesinlik c¢alismasi metodun standardizasyonu icin

yapilmalidir.

Laboratuvarlar arasi Kesinlik: Laboratuvarlar arasi kesinlik calismasi, analitik
yontemin irettigi analitik sonuclarin laboratuvarlar arasi farkliliktan ne derece
etkilendiginin arastirilmasi, analitik yontemin farkl laboratuarlarda da kabul

edilebilir sonuglar iirettiginin kanitlanmasidir.

Farkli laboratuvarlarda, farkli analistlerle ve farkl islevsel, cevresel sartlar altinda
ama ayni yontem ile analiz tekrarlanir. Eger yontem farkli laboratuvarlarda
kullanilacaksa bu validasyon parametresi 6nemlidir. Bir yontemin laboratuvarlar
arasi tekrarlanabilirligini, oda icindeki sicaklik ve nem farkhliklar, farkli tecriibe
ve farkl gayretteki analistler, farkli 6zellikteki donanim, malzeme ve aletlerdeki
kosullarin varyasyonlari, farkli sirketlerin kolonlari, ¢oziiciiler, belirtecler ve farkl

kalitedeki aletler etkiler.

ICH Q2R1 kilavuzunda bu parametrenin ydntemi standardize etmek amach
calisilmasi gerektigi bu sebeple de otoriteye sunulacak dosyada yer almasina gerek
olmadig: belirtilir. Yontemin gelistirildigi laboratuvardan bir baska laboratuvara

transfer edilmesi sirasinda uygulanir.

2.3.3.2.7. Tutarhlik

Bir analiz yonteminin tutarliligi, ayni analiz 6érneginin uzun zaman araliklarinda
farklhi  kosullarda analizi yapildiginda bu degisikliklerden etkilenip
etkilenmemesinin bir 6l¢iisii olarak tanimlanmistir. Yani normal kosullarda farkh

kisiler veya farkli laboratuvarda elde edilen sonuglarin dl¢iilmesidir.

Bunun i¢in ¢alismanin;
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— Ayni laboratuvarda farkli analizciler tarafindan,

— Ayni laboratuvarda farkli cihazlar tarafindan,

— Farkli laboratuvarlarda gergeklestirilmesi,

— Reaktif ve ¢oziiciilerin markalarinin degistirilmesi,

— Aynm1 marka ve modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi

gereklidir.

Tutarhlik; orta kesinlikle de benzesmektedir. %RSD ile ifade edilir. ICH (Uluslar
arasi uyum konferansi) bunu yapilmasi kesin olarak zorunlu islemler grubuna

dahil etmemistir.

2.3.3.2.8. Stabilite

Belirli bir matriks icindeki bir analitin, amag¢lanan saklama 1sisinda, dondurma
veya ¢ozme donemlerinin etkisinde, oda 1sisinda veya diger cevresel faktorlerin
etkisindeki stabilitesidir. Zorunlu bir validasyon parametresi olmamakla beraber
yapilmasi tavsiye edilir. Tekrar edilebilir ve giivenilir sonuglar elde edebilmek icin
numunelerin, standart maddelerin ve kullanilan g¢oézictllerin uygun bir siire
(6rnegin 1 giin, 1 hafta, 1 ay veya ne kadar siireye ihtiya¢ duyuluyorsa o kadar

stire) stabilitesini korumasi gereklidir.

Stok soliisyonlarin ve numunenin kararliliginin da belirlenmesi gerekir. Bir ¢oziicii
icindeki analitin kararlihigi, saklama kosullari, maddenin kimyasal 6zellikleri,
matriks ve kap sistemine baghdir. Kararlilik deneylerindeki kosullar, gercek
numune hazirlama ve analizi sirasinda Kkarsilasilmasi muhtemel durumlar
yansitmalidir. [stenine saklama siiresinin tamamlanmasindan sonra kararlilik,
cihaz tepkisinin taze hazirlanmis soliisyonlarin tepkisi ile karsilastirilarak test

edilmelidir.
Stabilite cesitleri su sekildedir;

— Donma ve erime stabilitesi: Analit stabilitesi lic donma ve erime turlarindan
sonra belirlenmelidir. Analit ayarlanmis depolama sicakliinda stabil
degilse, stabilite 6rnegi lic donma ve erime turu boyunca -70 derecede

dondurulmalidir.
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— Kisa donem stabilitesi: 2 ile 24 saat arasinda oda sicakligindaki analitin
stabilitesidir.

— Uzun doénem stabilitesi: Uzun doénem bir stabilite degerlendirmesinde
depolama zamani, son 6rnegin analiz tarihi ile ilk 6rnegin toplanma tarihi
arasindaki zamani agsmalidir.

— Stok cozeltisinin stabilitesi: Stok ¢ozelti ve internal standardin stabilitesi en
az 6 saatlik oda sicakliginda degerlendirilmelidir. Stok c¢ozeltiler, uygun
periyotlarda dondurulur ya da buzdolabinda tutulursa, stabilite
belgelenmelidir.

— Hazirlama sonrasi stabilite: Otomatik o6rnekleyici icindeki bekleme

zamaninin i¢eren islenmis 6rneklerin stabilitesi belirlenmelidir.

2.3.3.2.9. Tanima Limiti ve Hesaplanabilirlik Limiti

2.3.3.2.9.1. Tamima Limiti (LOD)

Bir maddenin %95 ya da %99 giivenirlilik sinir1 i¢cinde teshis edilebildigi minimum
miktar1 olarak tanimlanmistir. Genellikle bu seviyelerde gilivenilir kantitatif
sonuclar elde edilemez. Test kromatograminda elde edilen sinyalin giiriiltiiye

oraninin en az 3 olmasi gereKir.

2.3.3.2.9.2. Hesaplanabilirlik Limiti (LOQ)

Bir maddenin %95 ya da %99 giivenirlik sinir1 iginde tayin edilebilen minimum
miktar1 olarak tanimlanir. Bu miktar analiz kosullarinda, kabul edilebilir kesinlik
ve dogruluk degerlerine sahip tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyondaki
madde miktaridir. Bu parametre o6zellikle hammadde veya bitmis iiriindeki
safsizlik, parcalanma triini gibi diisiik miktardaki maddelerin analizinde 6nem

tasimaktadir.

Ornekteki bilesenin dogru ve giivenilir sekilde hesaplanabilen en diisiik
konsantrasyonudur. Diisiik konsantrasyonlarda bilinen safsizliklar ve etkin madde
iceren ¢ozeltiler hazirlanarak enjekte edilir ve sinyal / guriilti oranit =2 10 olan

¢ozelti konsantrasyonu hesaplanabilirlik seviyesi olarak belirlenir.
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Test kromatograminda elde edilen sinyalin giirtiltiiye oraninin en az 10 olmasi

gerekir.

Hesaplanabilirlik limiti, raporlama seviyesinden kiiciik veya esit olmalidir.

2.3.3.2.10. Raporlama Seviyesi

Uriiniin giinliik alim dozu ve ICH Guideline baz alinarak her bir safsizlik i¢in
raporlama seviyesi (reporting threshold) hesaplanir. Raporlama seviyesinin

ustlinde olan safsizliklar ilgili analitik ydnteme gore test edilip raporlanir.

2.3.3.2.11. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligl, yontem parametrelerinin bilinerek yapilan kiigtik
degisimlerden etkilenmeden kaldiginin 6l¢iisiidiir ve analitik yontemin normal
kullanildig: siirede giivenilirliginin gostergesidir. Saglamlik calismasinda yontemin
hassas oldugu noktalar tespit edildiginde bunlar analitik yontemde kullaniciya

uyar1 olarak belirtilmelidir.

— Yontemin stabilitesi
— (Cozelti stabilitesi

— Hareketli faz stabilitesi

Yontemin stabilitesi: Analitik yontemin oOzelligine goére asagida verilen
parametrelerden yontem igin kritik oldugu diisiintilenler c¢alisilmahdir ve
parametrelerdeki degisiklik oranlar1 yontemde rutin ¢alisma sirasinda meydana

gelebilecek olasi kii¢iik sapmalar1 yansitacak miktarda olmalidir.

Standart ¢ozeltisi, test ¢ozeltisi ve eger yontemde varsa sistem uygunluk c¢ozeltisi,
once yonteme gore calisilir daha sonra asagida verilen degisikliklerden uygun
olanlar dogrultusunda yontemde degisiklikler yapilarak calisilir, sistem uygunluk
parametreleri ve test c¢ozeltisi sonucundaki degisikliklerin kabul kriterlerine

uygunluguna bakilir.

Safsizlik tayininde eger bilinen safsizliklar varsa spike edilmis test ¢ozeltisi ile

analiz edilir.
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Likit kromatografisi i¢in onerilen degisiklikler asagidaki sekildedir:

Kolon tipi

Kolon sicakligi

— Hareketli faz ¢6zeltisinin pH’ 1

— Akis hizi

— Hareketli faz tampon/organik faz orani

— Hareketli fazin tampon ¢6zelti konsantrasyonu

— lyon ¢ifti ajam1 gibi tampon ¢ozeltiye ilave edilen maddelerin
konsantrasyonu

— Test ¢ozeltisi hazirhiginda kullanilan ¢6ziiciiniin pH1 veya konsantrasyonu

Gaz kromatografisi icin 6nerilen degisiklikler asagidaki sekildedir:

— Akis hizi

Isitma programi
— Split orani

— Kolon tipi

— Kolon sicakhigi

— Enjektor sicakligl
— Dedektor sicakligl

— Test ¢ozeltisi hazirhiginda kullanilan ¢6ziicii pH'1 veya konsantrasyonu

Spektrofotometrik analizler i¢in 6nerilen degisiklikler asagidaki sekildedir:

— Test ¢ozeltisi hazirliginda kullanilan ¢6ziicii pH1 veya konsantrasyonu
— Sicaklik
— Dalga boyu dogrulugu

Cozelti stabilitesi: Analizi yapilacak maddenin stabil olarak analiz sartlarinda
bekletilme siiresi saptanmalidir. Secilecek bekletilme stiresi analize 6zgiidiir. Eger
etkin madde bu siire ve saklama sartlarinda bozulacak olursa bu sartlar
limitlendirilir ve yontemde belirtilir. Standart ve test ¢ozeltileri yonteme gore

hazirlanarak protokolde belirlenen sicaklikta yine protokolde belirlenen siire
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boyunca bekletilip belli siirelerde analiz edilir, en az 6 data toplanmasi tavsiye
edilir. Ugucu safsizlik ve safsizlik tayini icin bilinen safsizliklarin stabilitesini
gormek amaciyla safsizliklarin limit oraninda ilave edildigi test ¢ozeltisinin de

takibi yapilir.

Hareketli faz ¢ozeltisinin stabilitesi: Bu parametre hareketli fazin stabil kaldigi
sliireyi saptamak amaci ile calisilir ve tespit edilen siire analitik yontemde

belirtilerek kullanim siiresi limitlendirilir.

Yonteme gore hazirlanan standart ve test ¢ozeltileri, ayn1 hareketli faz ¢ozeltisi ile
protokolde belirlenen periyotlarda analiz edilir. Cozelti stabilitesine bagli olarak ya

ayni standart ve test ¢ozeltisi ile ya da yeni hazirlananlar ile analizler yapilir.

Safsizlik tayini i¢in bilinen safsizliklarin limit oraninda ilave edildigi test ¢ozeltileri

analiz edilir.
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3

Deneysel Bolim

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Parasetamol, guaifenesin, fenilefrin hidrokloriir ve pirilamin maleat standartlari
cesitli ila¢ firmalarindan temin edilmistir. Dipotasyum hidrojen fosfat, dihidrojen
potasyum fosfat (Merck), fosforik asit, asetik asit, amonyum asetat (Merck) ve

metanol HPLC safliktadir. Calismalar siiresince ultra saf su kullanilmistir.
3.2. Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Parasetamol c¢ozeltisinin hazirlanmasi1 (1000pg/mL): 0,1 gram parasetamol
etken maddesi tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine bir miktar saf

su ilave edilerek ¢éziinmesi saglandi ve ayni ¢6ziicli ile hacmine tamamlandi.

Guaifenesin c¢ozeltisinin hazirlanmas1 (1000pg/mL): 0,1 gram guaifenesin
etken maddesi tartild1 ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine bir miktar saf

su ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi ve ayni ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi.

Fenilefrin hidrokloriir-1 ¢ézeltisinin hazirlanmasi1 (1000pg/mL): 0,1 gram
fenilefrin hidrokloriir etken maddesi tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi.
Uzerine bir miktar saf su ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi ve aymi ¢oziicii ile

hacmine tamamlanda.

Fenilefrin hidrokloriir-2 ¢oézeltisinin hazirlanmas1 (500pg/mL): Fenilefrin
hidrokloriir-1 ¢ozeltisinin 50 mL’si 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Saf su ile

hacmine tamamlanda.

Pirilamin maleat-1 ¢ézeltisinin hazirlanmasi (1000pg/mL): 0,1 gram pirilamin
maleat etken maddesi tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine bir
miktar saf su ilave edilerek c¢oziinmesi saglandi ve ayni ¢o6ziicii ile hacmine

tamamlanda.
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Pirilamin maleat-2 ¢ézeltisinin hazirlanmasi (250pug/mL): Pirilamin maleat-1
¢ozeltisinin 25 mL’si 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Saf su ile hacmine

tamamland..

pH 2,5 tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,025M ortofosforik asit ¢ozeltisi ile
0,025M sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi karistirildi ve ¢6zeltinin pH’ 1 pH-metre

ile 2,5’a ayarland.

pH 3,0 tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,025M ortofosforik asit ¢ozeltisi ile
0,025M sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi karistirildi ve ¢6zeltinin pH’ 1 pH-metre

ile 3,0’e ayarlandi.

pH 3,5 tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,025M ortofosforik asit ¢ozeltisi ile
0,025M sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi karistirildi ve ¢6zeltinin pH’ 1 pH-metre

ile 3,5’a ayarlandi.

0.025 M Dihidrojen potasyum fosfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3,4 gram
dihidrojen potasyum fosfat tartilip bir miktar su ile ¢6ziildii. 1000 mL‘lik balon

jojede hacmine tamamlandi.

3.3. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan HPLC sistemi: LC-20 AT pompa, SPD-20A DAD dedektor, 7725 (20 pL)
enjeksiyon ve bilgisayar sisteminden olusan Shimadzu yiiksek performansli sivi
kromatografi cihazidir. Ayrim Inertsil ODS-3V C18 kolon (4,6 mmx 150 mm, 5 pm)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz yapilirken kullanilan diger cihazlar asagida

belirtilmistir:

620 InoLab pH-metre ve cam elektrodu

— Chiltern magnetik karistirici

— Sartorius analitik terazi (0,1 mg’a kadar duyarh)
— Anzak ultrasonik banyo

— Hamilton enjektor.
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3.4. Yontem

Fenilefrin hidroklortr, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin HPLC ile bir
arada analizinde optimum kosullarin bulunmasi icin faktérlerin ve bu faktérlerin
birbirleri ile olan etkilesimlerinin ayirma gilicii lizerindeki etkisi incelendi.
Calismada 4 faktorlii 3 seviyeli Box-Behnken tasarimi kullanildi. Tasarim ic¢in
secilen faktorler ve seviyeleri Tablo 3.1’de verilmistir. Optimizasyon i¢in 6ncelikle
parasetamol ve guaifenesinin 1000pg/mL‘lik ¢ozeltilerinden parasetamol i¢in 2,4
mL, guaifenesin i¢cin 1 mL, fenilefrin hidrokloriiriin 1000 pg/mL‘lik ¢6zeltisinden
0,1 mL ve 250 pg/mL’lik pirilamin maleat-2 ¢6zeltisinden 0,5 mL alinip 10 ml’lik
balon jojede su ile hacmine tamamlanarak sentetik bir karisim hazirlandi. Bu
karisim hazirlanirken Peditus adli surup preparati icindeki ila¢ oranlarn goz
oniinde tutuldu. Elde edilen sentetik karisimin hazirlanan tasarima gére 220 nm’de
27 kez kromatogrami alindi ve her bir kromatogramdaki, tiim ardisik piklere ait
ayirma giicii degerleri tek tek hesaplandi. Hesaplanan degerlere regresyon analizi
yapildi. Sonuclar dogrultusunda model olusturuldu. Olusturulan model
kullanilarak faktorlerin optimum degerleri hesaplandi. Modelin giivenilirligini test

etmek icin ANOVA yapildi. Sonuglar boliim 4.1.1’den itibaren verilmistir.

Tablo 3.1 incelenen faktorler ve seviyeleri

Faktor Diisiik (-1) | Orta (0) | Yiiksek (+1)
pH (A) 2,5 3,0 3,5
Akis Hiz1 (mL/dak) (B) 0,8 1,0 1,2
E}O;Oa;d(ig;lt 1’de fosfat tamponu orani g5 90 9t
g);)a)d(igr)lt 2’de fosfat tamponu orani 70 75 30
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3.5. Validasyon

3.5.1. Dogrusallik

Parasetamol, guaifenesin, pirilamin maleat ve fenilefrin hidrokloriiriin
konsantrasyonlar ile pik alanlar1 arasindaki iliskiyi incelemek amaci ile 10 mL'lik
balon joje icerisine 1000 pg/mL parasetamol ¢ozeltisinden 0,6 - 3,0 mL, 1000
ug/mL guaifenesin ¢ozeltilsinden 0,2 - 1,8 mL, 250 pg/mL pirilamin maleat
cozeltisinden 0,3 - 1,1 mL ve 500 pg/mL fenilefrin hidrokloriir ¢6zeltisinden 0,1 -
0,5 mL alindiktan sonra hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler C18 kolonda
0,8 mL/dak akis hizinda, pH 3,5 fosfat tamponu (H3PO4/H2P04%")/asetonitril
hareketli faz1 ile 0-4 dakikada (95:5), 4-12 dakikada (80:20) gradient eliisyon
teknigi kullanilarak kromatografiye edildi. Fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin,
pirilamin maleatin 220 nm’de, parasetamoliin 250 nm’de kromatogramlari
alinarak pik alanlar1 hesaplandi. Pik alanlar ile konsantrasyon arasinda o6lgi

egrileri cizilerek regresyon analizi yapildi. Sonuglar béliim 4.2.1’de verilmistir.

3.5.2. Giin I¢i ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Parasetamol, guaifenesin, pirilamin maleat ve fenilefrin hidrokloriir i¢in giin ici ve
glinler arasi tekrarlanabilirligi incelemek amaci ile dogrusal alan icinde olacak
sekilde 3 ayr1 konsantrasyon secildi. Secilen konsantrasyondaki cozeltileri
hazirlamak amac ile 1000 pg/mL‘lik parasetamol, 1000 pg/mL‘lik guaifenesin,
250 pg/mLlik pirilamin maleat ve 500 pg/mL‘lik fenilefrin hidrokloriir
¢ozeltilerinden 10 mL’lik balon jojeye sirast ile 1. seviye icin 0,6 mL, 0,2 mL, 0,3 mL,
0,1 mL; II. seviye i¢in 1,8 mL, 1,0 mL, 0,7 mL, 0,3 mL; IIl. seviye i¢in 3,0 mL, 1,8 mL,
1,1 mL ve 0,5 mL alinarak hacmine tamamlandi. Giin i¢i tekrarlanabilirlik icin ayni
giin icerisinde her karisimdan 3’er kez, glinler arasi tekrarlanabilirlik icin 4 farkh
gliinde karisimlarin birer kez kromatogramlar1 bolim 3.5.1’de belirtilen sartlarda
alind1 ve pik alanlar hesapland. ilgili 6l¢ii egrisi yardimi ile konsantrasyonlari
bulundu. Ortalama, % geri kazamim ve bagil standart sapmalar1 hesaplandi.

Sonuclar boliim 4.2.2 'de verilmistir.
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3.5.3. Geri Kazanim

10 ml'lik balon joje igine; fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve
parasetamol maddelerini igceren, 5 mL almip 50 mL’'ye seyreltilmis oOrnek
cozeltisinden (Peditus surup) 0,1 mL konuldu. Uzerine 1000 pg/mLlik
parasetamol, 1000 pg/mL‘lik guaifenesin, 250 pg/mL’lik pirilamin maleat ve 500
ug/mLlik fenilefrin hidrokloriir ¢ozeltilerinden 10 mL’lik balon jojeye sirasi ile 1.
seviye icin 0,4 mL, 0,1 mL, 0,25 mL, 0,1 mL; II. seviye icin 1,6 mL, 0,9 mL, 0,65 mL,
0,3 mL; IIl. seviye i¢in 2,7 mL, 1,7 mL, 1,05 mL, 0,45 mL alinarak hacmine
tamamlandi. Hazirlanan c¢o6zeltilerin  bolim 3.5.1'de belirtilen sartlarda
kromatogrami alinarak pik alanlar1 hesaplandi flgili 6l¢ii egrisi yardimi ile
konsantrasyonlar1 bulundu. % geri kazanim degeri hesaplandi, sonuglar bolim

4.2.3’te verilmistir.

3.5.4. Tanima ve Hesaplanabilirlik Limiti (LOD, LOQ)

Tanima ve hesaplanabilirlik limitinin hesaplanmasi i¢in bos deneme ¢ozeltisinin 10
mL'’si analiz sartlar1 altinda kolondan gecirildi. Her bir maddeye ait pikin alikonma
zamanindaki pik alani 6l¢iildi, bu islem 10 kez tekrar edildikten sonra ortalama
deger hesaplandi. Bos deneme c¢oOzeltisinin her bir maddenin alikonma
zamanindaki pik alanlarinin standart sapmasinin, taninma sinir1 i¢in 3 katina, tayin
sinir1 i¢cin 10 katina karsilik gelen madde konsantrasyonu saptandi. Sonuglar

boliim 4.2.4’de verilmistir.

3.5.5. Ornek analizi

5 mL’sinde 5 mg fenilefrin hidrokloriir, 50 mg guaifenesin, 6,25 mg pirilamin
maleat ve 120 mg parasetamol iceren “Peditus®” adli surup 6rneginin 5 mL’si 50
mL’lik balon jojeye aktarildi ve saf su ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ézeltiden 1 mL
alinip 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve saf su ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan
¢ozeltilerin bolim 3.5.1’de belirtilen sartlarda kromatogrami alinarak pik alanlari
hesapland. ilgili 6l¢ii egrisi yardimi ile surup o6rnekleri icindeki miktarlar

bulundu. Elde edilen sonuglar boliim 4.2.5’te verilmistir.
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A

Sonugclar ve Oneriler

4.1. Metot Gelistirme ve Optimizasyon

Parasetamol, guaifenesin, fenilefrin hidrokloriir ve pirilamin maleatin bir arada
HPLC ile analizi icin literatiir ¢calismalari g6z 6niinde tutularak cesitli hareketli faz
sistemleri denendi. izokratik sartlarda piklerin ayrilmadig1 gézlendi. Yapilan 6n
calismalar sonunda pH 3 civan fosfat (H3PO4/H2P042") : asetonitril hareketli faz
sisteminde 220 nm dalga boyunda 2 seviyeli gradient ellisyon ile 4 maddeye ait
pikin ayrilabilecegi sonucuna varildi. Gelistirilen yontemin Peditus adh ilag
preparatina uygulanmasi amaglandigindan etken maddelerin ayrilma kosullar1 ve
preparattaki katki maddelerinin etkisi belirlenen yaklasik sartlarda incelendi.
Koruyucu olarak kullanilan metil paraben ve propil parabenin ve renklendirici
olarak kullanilan tartrazinin bu kosullarda analize etkisi olmadig1 goriildii. Ancak
tatlandirici olarak kullanillan sodyum siklamat ve sakkarinin 220 nm dalga
boyunda parasetamol ile ayni1 zamanda pik verdigi gozlendi. Bunun sonucunda ilag
preparatinda parasetamol tayini i¢in iki tatlandiricinin absorpsiyonunun olmadig:
250 nm dalga boyunda analiz edilmesine karar verildi. Yapilan bu 6n ¢alismalar
dogrultusunda en uygun kromatografik sartlarin belirlenmesi amaciyla Box-

Behnken tasarimi uygulandi.

4.1.1. Box-Behnken Tasarimi

Faktorlerin optimum degerlerini belirlemek, faktor ve etkilesimlerinin etkilerini
incelemek amaciyla boliim 3.4 de anlatildig1 sekilde calisildi. 3 seviyeli 4 faktorli
Box-Behnken tasarimi ve belirtilen sartlarda elde edilen ayirma giici (R;

rezollisyon) degerleri Tablo 4.1’de goriilmektedir.
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Tablo 4.1 Box-Behnken tasarimi ve belirtilen sartlarda elde edilen ayirma giicti

degerleri
Akis Hiz1 Gradient 1 | Gradient 2 *Rezoliisyon
Deney No pH (mL/dak) Fosfat Fosfat (R12x R23x
(A) (B) Tamponu | Tamponu R4)
Orani (%) | Orani (%)
1 2,5 1,2 90 75 1,32
2 3,0 0,8 95 75 652,56
3 3,0 0,8 90 70 0,64
4 3,0 1,0 90 75 1,18
5 3,5 1,2 90 75 1,12
6 3,0 1,0 95 80 739,86
7 3,0 1,2 95 75 331,88
8 2,5 1,0 90 70 1,02
9 3,5 1,0 85 75 1,19
10 2,5 1,0 85 75 1,44
11 3,0 1,2 90 80 1,32
12 3,0 1,2 90 70 1,01
13 3,5 0,8 90 75 0,99
14 3,0 1,0 85 70 1,11
15 2,5 1,0 95 75 174,25
16 3,0 1,2 85 75 1,14
17 3,0 1,0 95 70 265,81
18 3,0 1,0 90 75 1,14
19 3,0 1,0 85 80 1,34
20 3,5 0,8 90 75 1,07
21 3,0 0,8 90 80 1,98
22 3,5 1,0 90 70 0,89
23 3,5 1,0 90 80 1,98
24 3,0 1,0 90 75 1,32
25 2,5 1,0 90 80 1,98
26 3,0 0,8 85 75 81,62
27 3,5 1,0 95 75 527,60

* Rezoliisyon; (Ri2x Rz3x R3s4) iin ¢arpim degeridir.Ri2 fenilefrin hirokloriir ve pirilamin maleata,
R23 pirilamin maleat ve parasetamole; R34 parasetamol ve guaifenesine ait pikler arasindaki ayirma

giicli degerleridir.
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4.1.2. Veri Degerlendirme

Box-Behnken tasarimi uygulanarak elde edilen ayirma giicti degerlerine regresyon
analizi yapildi. Her bir faktoriin kendi basina olan etkisi ve birbirleri ile olan
etkilesimlerine ait etki degerleri Tablo 4.2°de, ANOVA sonugclari ise Tablo 4.3’te
verilmistir. Hesaplanan degerler dogrultusunda C ve D faktorleri ile CD ve CC
etkilesimlerinin analiz sonuclar1 tlizerinde anlamlh bir sekilde etkili oldugu
belirlenmistir. A ve B faktorlerinin rezolliisyona etkileri ise secilen seviyelerine

bagl olarak daha azdir.

Elde edilen ikinci dereceden modelin yeterliligi, ANOVA testinde bulunan F ve p
degerleri ile test edilmistir. 30,72 olarak bulunan F degeri ve 0,05’ten kii¢iik p
degerleri, ikinci dereceden modelin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir. Ciinkii hesaplanan F degeri, %5 guvenilirlik seviyesinde, tablo F
degerinden (Fo.05, 1412) = 2,64 daha biiyiik olarak bulunmustur. Modelin uygunlugu,
RZ; determinasyon Kkatsayisi (0,9729) ve ayarli R2 (0,9412) degerleri ile de
anlasilabilir. Ayarli R? degeri, toplam degisimin %94,12'sinin model tarafindan
aciklanabilecegini gostermektedir. Ayarli R% R2?'den biraz daha Kkiigtktiir.
Regresyon modelinde bir¢ok terimin eklenmesi durumunda ayarh R% R2'den daha
az olabilir. Bu calismada, ayarli R% deney verilerinin modele uygun oldugunu
kanitlayan R%? 2 0,80'den biiyiik oldugundan sonucun kabul edilebilir sinirlar

dahilinde oldugunu, yani modelin uygun oldugunu séyleyebiliriz [472].

Bu sonuglar dogrultusunda elde edilen Pareto grafigi Sekil 4.1'de, faktorlerin
etkileri ise Sekil 4.2’de bir kez de gorsel olarak verilmistir. Pareto grafiginden de
ayirma gici tizerindeki etkili faktoérlerin C ve D faktorleri oldugu, etkili
etkilesimlerin ise CC ve CD’ye ait oldugu goriilmektedir. C ve D faktorleri ile
beraber CC etkilesiminin artan degeri ayirma giiciini artirirken, CD etkilesiminin

artan degerleri ile ayirma giicii azalmaktadir.
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Tablo 4.2 Regresyon analizi sonugclari

Faktor Etki Regresyon Katsayisi
A 19,8845 9,94225
B -13,328 -6,66375
C 419,597 209,7985
D 56,4802 28,2401
AA -15,284 -7,6421
AB -0,0585 -0,02925
AC 60,122 30,061

AD 0,04 0,02

BB 9,42725 4,713625
BC -39,972 -19,986
BD -0,51 -0,255

CcC 419,584 209,792
CD 167,383 83,6915
DD 6,03725 3,018625
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Tablo 4.3 ANOVA testi sonuglari

Kareler

Kareler

Faktor Toplami S.d Ortalamasi Fdegeri |Pdegeri
Model 866788,3 14 61913,45 30,72 |0,0000*
A 1186,18 1 1186,18 0,59 0,4578
B 532,87 1 532,87 0,26 0,6165
C 528185 1 528185 262,05 |0,0000*
D 9570,03 1 9570,03 4,75 0,0500*
AA 311,48 1 311,48 0,15 0,7011
AB 0,00 1 0,00 0,00 0,9990
AC 3614,65 1 3614,65 1,79 0,2053
AD 0,00 1 0,00 0,00 0,9993
BB 118,50 1 118,50 0,06 0,8125
BC 1597,76 1 1597,76 0,79 0,3908
BD 0,26 1 0,26 0,00 0,9911
CC 234734 1 234734 116,46 |0,0000*
CD 28016,90 1 28016,90 13,90 |0,0029*
DD 48,60 1 48,60 0,02 0,8792
Hata 24186,7 12 2015,56

Toplam |890975 26

KT: Kareler Toplami; KO: Kareler Ortalamasi; Fdegeri: KT /KOnata;

P-degeri:olasilik seviyesi; S.d.: Serbestlik derecesi.

R2=0,9729, Ayarl1 R = 0,9412.

*Anlamlilik seviyesi a = 0,05.
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4.1.3. Modelleme

Varyans analizi sonuglarina gore Tablo 4.2’deki katsayilar bulunmus ve ayirma
glicii ile incelenen faktorler arasindaki iliski asagidaki ikinci dereceden model ile

gosterilmistir.

Ay = 1,213 + 9,94225A - 6,66375B + 209,798C + 28,2401D- 7,64212A% -
0,02925AB + 30,061AC + 0,02AD + 4,71363B2% - 19,986BC - 0,255BD + 209,792C?
+83,6912CD + 3,01863D2

Bu ikinci dereceden modelin uygunlugunu géstermek i¢in, model ile tahmin edilen
ve deneysel olarak elde edilen ayirma giicli degerlerinin arasinda korelasyon testi
yapildi. Sekil 4.3'te goriildiigii gibi, korelasyon katsayisinin ytiksek degeri (R =
0,9820), yukarida belirtilen parametreler arasinda iyi bir iliski oldugunu

gostermektedir.

Tahmini R degerleri

-1p0 100 300 500 700

Deneysel R degerleri

Sekil 4.3 Tahmini R degerleri ve deneysel R degerleri arasindaki korelasyon

Incelenen faktérlerin ayirma giicii iizerindeki degisimlerini gosteren cevap ylizeyi
grafikleri Sekil 4.4’te gortilmektedir. Bu grafiklerden fosfat tamponunun pH degeri
(A) ve mobil fazin akis hizinin (B) incelenen seviyelerinde ayirma giicii lizerinde
o6nemli bir etkiye sahip olmadiklar1 anlasilirken, fosfat tampon yiizdelerinin (C, D)
degismesi ile ayirma giiciiniin etkilendigi goriilmektedir. Ozellikle, Sekil 4.4 (f)'deki

dogrusal olmayan iliski C ile D arasinda onemli bir etkilesim oldugunu
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gostermistir. Ayrica bu grafikten de C ve D faktorlerinin artan degerleri ile yiiksek

ayirma giicu elde edildigi gozlenmektedir.

740 ¢

540

o 340

140

60L

-1 -06-02 02 06 08y
A

-60 L
1 -0.6 -0,2 0.2 0.6
B C

Sekil 4.4 Box-Behnken tasarimi ile elde edilen cevap yiizeyi grafikleri

a) pH (A) ve akis hiz1 (B),

b) pH (A) ve gradient 1 i¢in fosfat tamponu yiizdesi (C ),

c) pH (A) ve gradient 2 i¢in fosfat tamponu yiizdesi (D),

d) akis hiz1 (B) ve gradient 1 icin fosfat tamponu ytizdesi (C),
e) akis hiz1 (B) ve gradient 2 i¢in fosfat tampon ytizdesi (D),

f) gradient 1 icin fosfat tampon yilizdesi (C ) ve gradient 2 icin fosfat tampon
ylzdesi (D)

(diger degiskenler kendi optimum seviyelerinde tutulmustur).
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Rezoliisyon degerini maksimum yapacak optimum faktor seviyelerini belirlemek

icin, elde edilen model kullanilmis ve Tablo 4.4’ te verilen kodlu ve gercek

degerleri verilen optimum sartlar bulunmustur.

Tablo 4.4 Faktorlerin kodlu ve gercek optimum degerleri

Optimum Optimum

Faktor Diisiik | Yiiksek deger deger
(kodlu) (gercek)

PH (A) -1,0 1,0 1,0 3,5
Akis hiz1 (mL/dak)(B) 1,0 10 1,0 0.8
Gradient 1’de fosfat tamponu
oran1 (%) (C) -1,0 1,0 0,991315 95
Gradient 2’de fosfat tamponu
oran1 (%) (D) -1,0 1,0 0,971497 80

Bu kodlanmis optimum degerler modelde yerine koyuldugunda maksimum ayirma

gliclii degeri 583,964 olmaktadir. Kodlanmis degerlerden gergcek degerlerin

hesaplanmas1 ile faktorlerin optimum degerleri; pH icin 3,5, akis hiz1 i¢in 0,8

mL/dak, Gradient 1'de fosfat tamponu oran1 %95 ve Gradient 2’de fosfat tamponu

orani %80 olarak belirlenmistir. Belirlenen optimum sartlar altinda elde edilen

kromatogram Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Parasetamol (PAR), guaifenesin (GUA), fenilefrin hidrokloriir (PEH) ve
pirilamin maleat (PAM) iceren sentetik karisimin optimum sartlar altinda elde
edilen HPLC kromatogrami (PEH; 10 ug/mL, PAM; 12,5 pg/mL, PAR; 240 pug/mL,
and GUA; 100 pg/mL)

4.2. Validasyon

4.2.1. Dogrusallik

HPLC ile karisim ve O6rnek analizinde kullanilmak tizere boliim 3.5.1'de anlatildigi
sekilde yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen 6l¢ii egrilerine ait pik alanlar ile
standart sapma degerleri ve regresyon analizi parametreleri sirasiyla fenilefrin
hidrokloriir i¢cin Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da, guaifenesin icin Tablo 4.7 ve Tablo
4.8’de, pirilamin maleat i¢in Tablo 4.9 ve 4.10’da, parasetamol i¢in 4.11 ve 4.12’de
verilmistir. Elde edilen dogru denklemleri ve ilgili grafikler fenilefrin hidroklortir,
guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamol icin sirasiyla Sekil 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9’

da gosterilmistir.
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Tablo 4.5 Fenilefrin hidroklorir 6l¢li egrisine ait pik alanlar1 degerleri

No ¢ A A A A A(ort) S &
(ng/mL) ’ ’ ! RSD
1 5 237328 | 235220 | 232088 | 228304 | 233235 | 39295 | 1,68
2 10 | 421928 | 416208 | 420918 | 409434 | 417122 | 5699,4 | 1,37
3 15 | 590772 | 587388 | 592248 | 598172 | 592145 | 4503,7 | 0,76
4 20 | 780017 | 766894 | 761684 | 781449 | 772511 | 9746,8 | 1,26
5 25 1935343 (921101 | 935316 | 954734 | 936623 | 13811,7 | 1,47
1000000 - y=35243x + 61677
900000 -+ R2=0,9997
c 800000 -+
© 700000 A
<

600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -

0

0,0000

5,0000

10,0000

15,0000

Konsantrasyon (ug/ml)

20,0000

25,0000

30,0000

Sekil 4.6 Fenilefrin hidroklortr i¢in dogrusallik grafigi

Tablo 4.6 Fenilefrin hidroklorir 6l¢li egrisine ait regresyon analizi sonuglari

B

R2

Sa

Sb

61677

35243

0,9997

6633

399
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Tablo 4.7 Guaifenesin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

No ¢ A A A A A(ort) S %
(ug/mL) ' : : ! RSD
1 20 1024514 | 1061313 | 1043061 | 1022716 | 1037901 | 181158 | 1,75
2 60 2704149 | 2722387 | 2680236 | 2654452 | 2690306 | 29483 1,10
3 100 4302136 | 4358997 | 4348840 | 4317139 | 4331778 | 26614,1 | 0,61
4 140 5908614 | 5892291 | 5927607 | 6083392 | 5952976 | 88133,6 | 1,48
5 180 7520607 | 7725592 | 7835529 | 7730776 | 7703126 | 131799,1 | 1,71
y = 41483x + 194937
1000000 - R2 =0,9998
900000 -
800000 -
700000 -
& 600000
< 500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -
O T T T T T 1
0,0000 5,0000 10,0000 15,0000 20,0000 25,0000 30,0000
Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.7 Guaifenesin icin dogrusallik grafigi
Tablo 4.8 Guaifenesin 6l¢ii egrisine ait regresyon analizi sonuglari
A B R2 Sa Sb
194937 41483 0,9998 29287 255
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Tablo 4.9 Pirilamin maleat 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

C %
No (ug/mL) A1 A2 A3z As A(ort) S RSD
1 7,5 294761 | 290038 | 300124 | 291017 | 293985 | 4570,8 | 1,55
2 12,5 479377 | 479699 | 478638 | 476450 | 478541 | 1463,1 | 0,31
3 17,5 661373 | 652750 | 634917 | 642776 | 647954 | 11544,8 | 1,78
4 22,5 847934 | 814625 | 805740 | 825142 | 823360 | 18200,9 | 2,2
5 27,5 989537 | 974772 | 1005872 | 999403 | 992396 | 13533,7 | 1,36
i y = 34833x + 37673
“a00000 | R? = 0,0998
800000 -
700000 -
S 600000 -
< 500000 -
400000 |
300000 -
200000 -
100000 -
O T T T T T 1
0,0000 5,0000 10,0000 15,0000 20,0000 25,0000 30,0000
Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.8 Pirilamin maleat icin dogrusallik grafigi
Tablo 4.10 Pirilamin maleat 6l¢li egrisine ait regresyon analizi sonuclari
2
A B R Sa Sb
37673 34833 0,9998 5468 290
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Tablo 4.11 Parasetamol dlcii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

No | (o/mL) A: A; As A4 A(ort) s % RSD
1 60 5402518 | 5434594 | 5509922 | 5613114 | 5490037 | 935893 | 1,70
2 120 | 10153563 | 10251732 | 10124826 | 10025147 | 10138817 | 93244,9 | 0,92
3 180 | 14977856 | 15003116 | 14506692 | 14567092 | 14763689 | 263243 1,78
4 240 | 19337929 | 19317313 | 19383867 | 19398343 | 19359363 | 38068 0,20
5 300 | 24233480 | 24250379 | 24283371 | 23924089 | 24172830 | 167116,4 | 0,69
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1000000 +

y = 77644x + 809108

900000 R2 = 0,999
800000 -
700000
< 600000 -
8 500000 -
< 400000
300000
200000
100000
O T T T T T 1
0,0000 5,0000 10,0000 15,0000 20,0000 25,0000 30,0000
Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.9 Parasetamol i¢in dogrusallik grafigi
Tablo 4.12 Parasetamol 6lcii egrisine ait regresyon analizi sonuclari
A B R2 Sa Sb
809108 77644 0,9999 58819 296

4.2.2. Giin ici ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Bolim 3.5.2’de anlatildig1 sekilde, fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin

maleat

ve parasetamoliin bir

arada analizi

icin gelistirilen y6ntemin

tekrarlanabilirlik calismalarindan elde edilen degerler, giin i¢i tekrarlanabilirlik

icin Tablo 4.13’te, giinler arasi tekrarlanabilirlik i¢cin Tablo 4.14’ te verilmistir.
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Tablo 4.13 Giin ici tekrarlanabilirlik

hi droPl‘SI(::'li(ialf'lE::; /mL) Guaifenesin (ug/mL) | Pirilamin Maleat(pg/mL) | Parasetamol(pg/mL)
5 15 25 20 100 180 7,5 17,5 27,5 60 180 300
1 5,04 14,62 | 2490 | 19,28 | 99,13 | 183,23 | 7,56 17,41 | 27,70 | 5597 | 174,55 | 306,68
2 5,04 14,57 | 2495 | 19,13 | 98,92 | 181,93 | 7,68 17,66 | 27,26 | 56,00 | 176,84 | 307,79
3 513 14,19 | 24,10 | 18,59 | 99,41 | 182,29 | 7,62 18,08 | 27,74 | 55,81 | 175,98 | 307,87
X(ort) 5,07 14,46 | 24,65 | 19,00 | 99,15 | 182,48 | 7,62 17,72 | 27,57 | 5593 | 175,79 | 307,44
S 0,05 0,24 0,48 0,36 0,25 0,67 0,05 0,34 0,27 0,10 1,16 0,66
%RSD 0,99 1,66 1,94 1,89 0,25 0,37 0,66 1,92 0,98 0,18 0,66 0,21
% Geri | 101,40 | 96,40 | 98,60 | 95,00 | 99,15 | 101,38 | 101,60 | 101,26 | 100,25 | 93,21 | 97,66 | 102,48
kazanim
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Tablo 4.14 Gunler arasi tekrarlanabilirlik

Fenilefrin Guaifenesin (ug/mL) Pirilamin Parasetamol (pug/mL)
hidrokloriir(ug/mL) Maleat(ug/ml)
5 15 25 20 100 180 7,5 17,5 27,5 60 180 300

1. giin 5,07 15,22 | 24,19 | 19,97 | 99,15 | 182,48 | 7,62 17,99 | 27,21 | 55,93 | 179,96 | 301,83

2. gin 5,26 14,67 | 24,34 | 19,63 | 99,63 | 181,93 | 7,83 17,72 | 26,54 | 57,00 | 175,27 | 307,49

3. gin 5,23 15,33 | 24,88 | 19,67 | 99,41 | 180,38 | 7,81 17,22 | 27,57 | 55,18 | 176,84 | 307,49

4. giin 5,30 15,07 | 24,79 | 20,06 | 99,92 | 182,90 | 7,70 17,60 | 27,06 | 57,70 | 182,19 | 306,68

X(ort) 5,22 15,07 | 24,55 | 19,83 | 99,53 | 181,92 | 7,74 17,63 | 27,10 | 56,45 | 178,56 | 305,87

S 0,10 0,29 0,34 | 0,21 | 0,33 1,10 0,10 0,32 0,43 1,12 3,10 2,72

%RSD 1,92 1,92 1,38 | 1,06 | 0,33 0,60 1,29 1,82 1,59 | 1,98 1,74 0,89

% Geri | 104,40 | 100,47 | 98,20 | 99,15 | 99,53 | 101,07 | 103,20 | 100,74 | 98,55 | 94,08 | 99,20 | 101,96
kazanim
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4.2.3. Geri Kazanim

Bolim 3.5.3’te anlatildig1 sekilde, fenilefrin hidroklorir, guaifenesin, pirilamin
maleat ve parasetamoliin bir arada analizine yonelik gelistirilen yontemin
dogrulugunu test etmek icin yapilan calismalar sonucunda elde edilen degerler

Tablo 4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15 % Geri kazanim

Ornekten %Geri
Konulan Bulunan
gelen kazanim
5 5,96 99,20
Fenilefrin

hidrokloriir 1 15 16,23 101,53

ng/mL
22,5 23,52 100,08
10 20,43 104,30

Guaifenesin

10 90 102,82 103,13

ng/mL
170 185,39 103,17
6,25 7,42 98,72

Pirilamin

maleat 1,25 16,25 17,66 100,98

ng/mL
26,25 27,22 98,93
40 64,64 101,60

Parasetamol

24 160 188,48 102,80

ng/mL
270 298,39 101,63
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4.2.4. Tanima ve Hesaplanabilirlik Limitinin Belirlenmesi (LOD, LOQ)

Fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamoliin analizi icin
gelistirilen yontemin tanima ve hesaplanabilirlik sinirlarinin belirlenmesi igin
bolim 3.5.4’te anlatildig1 sekilde yapilan g¢alismalar sonucunda Tablo 4.16’daki

degerler elde edilmistir.

Tablo 4.16 Tanima ve hesaplanabilirlik sinirlar

pg/mL | Fenileferin HCL | Guaifenesin Pirilamin Parasetamol
maleat
LOD 0,42 0,25 0,34 0,32
LOQ 1,41 0,83 1,14 1,07

4.2.5. Ornek Analizi

Fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamol iceren surup
orneginin analizi i¢in bolim 3.5.5’ te anlatildig1 sekilde yapilan ¢alismalar sonucunda

elde edilen sonuclar Tablo 4.17’ de verilmistir.
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Tablo 4.17 Ornek analizi sonuclar

Fenilefrin Guaifenesin Pirilamin Parasetamol
Ornek hidrokloriir %R (mg/mL) %R maleat %R (mg/mL) %R
(mg/mL) (mg/mL)
1 0,97 97,00 10,22 102,20 1,22 97,60 24,87 103,62
2 0,98 98,00 10,29 102,90 1,23 98,40 24,72 103,00
3 0,97 97,00 10,27 102,70 1,24 99,20 24,64 102,66
4 0,98 98,00 10,25 102,50 1,21 96,30 2443 101,79
5 1,00 101,00 10,06 100,60 1,27 101,60 24,55 102,29
6 0,99 99,00 9,93 99,30 1,23 98,40 23,89 99,54
X ort 0,98 98,33 10,17 101,70 1,23 98,66 24,52 102,15
s 0,01 0,14 0,02 0,34
%RSD 1,02 1,38 1,62 1,39
GuveP 0,97 - 0,99 10,02 -10,32 1,21 -1,25 24,16 - 24,88
aralig:
t=2,571
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4.3. Tartisma

Ilag endiistrisinde uluslararasi kalite standartlarina uygunluk ve bu amagla yapilan
siki denetimler ila¢ karisimlarinin analizi i¢in dogru, kesin, hizl ve seg¢ici yontemler
gelistirme zorunlulugunu olusturmustur. HPLC, ila¢ AR-GE merkezlerinin en cok
tercih ettigi analitik cihazlar arasinda olup yeni kromatografik yontemler

gelistirmek ve rutin analizlerde uygulamak 6nemli bir gérev haline gelmistir.

Bu calismada fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin, pirilamin maleat ve parasetamol
iceren surup preparatinin analizi icin HPLC yontemi gelistirilmistir. Yapilan 6n
calismalar sonucunda yaklasik kromatografik ayirma sartlar1 icgin, fosfat
(H3PO4/H2P042) tamponu ve asetonitril hareketli faz sistemi ile 2 asamal
gradient eliisyonun uygun olduguna karar verilmistir. Box-Behnken deneysel
tasarimi kullanilarak kromatografik ayirma tlizerine, hareketli fazin orani, pH, akis
hiz1 etkisi ve optimum kosullar belirlenmistir. Gelistirilen yontem ile c¢alisilan
maddelerin bir arada analizi 220 nm’ de fenilefrin hidrokloriir, guaifenesin,
pirilamin maleat ve 250 nm’ de parasetamol olmak tlizere gradient eliisyon

teknigiyle 12 dakikada gerceklestirilmigtir.

Calisilan yontemin gecerliligini kontrol etmek amaciyla yapilan validasyon
calismalarinda dogrusallik, tekrarlanabilirlik, dogruluk, tanima ve hesaplanabilirlik

limiti, (LOD-LOQ) parametreleri incelenmistir.

Dogrusallik parametresi icin yapilan c¢alismalarda, her bir maddenin o6lgl
egrilerinin konsantrasyon araligl, maddelerin 6rnek icindeki miktarlar1 gézoniinde
tutularak hazirlanmistir. 0,9997 - 0,9999 araliginda bulunan regresyon

katsayilarinin kabul edilebilir oldugu goriilmiistiir.

Tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda, her bir maddenin 3 farkli konsantrasyonunu
iceren sentetik karisimlar hazirlanmis ve her karisim aym giin icinde ve farkl
glinlerde belirlenen optimum kromatografik kosullarda analiz edilmistir. Elde

edilen %RSD degerleri %2’ nin altinda bulunmustur.

Gelistirilen yontemin dogrulugu icin yapilan ¢alismalarda, surup érnekleri iizerine
3 farkli konsantrasyonda maddelerin bilinen miktarlarn ilave edilmistir.

Hesaplanan % geri kazanim degerlerinin kabul edilir sinirlar icinde (%95 - %105)
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oldugu gorilmistir.

Calisilan yontem piyasada bulunan “Peditus” adli surup preparatina uygulanmistir.
Ornek analizlerinden elde edilen sonuglara gore 1,02 - 1,62 araliginda % RSD

degerleri ile %98,33 - %102,15 araliginda geri kazanim degerleri bulunmustur.

Yapilan bu calismalar kapsaminda oOnerilen HPLC ydnteminin gecerliligi test
edilerek uygun oldugu gorilmiis olup, kalite kontrol laboratuvarlarindaki rutin
analizlerde giivenilir bir yontem olarak kullanilacagi ve benzer igerikteki farklh

ornek analizlerinde de kaynak olusturacag: distiniilmektedir.
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