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ÖZET  

 

İLAÇ PREPARATLARINDA ETKEN MADDE VE KATKI 

MADDELERİNİN HPLC İLE BİR ARADA TAYİNİ 

Ayşe ASLAN ÇAKIR 

 

Analitik Kimya Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. Özlem AKSU DÖNMEZ 

 

Bu çalışmada çeşitli şurup preparatlarında etken madde olarak kullanılan efedrin 

hidroklorür ve guaifenesin ile katkı maddeleri olarak kullanılan metil paraben, propil 

paraben, ponso 4R ve sakarinin bir arada tayini için gradient HPLC yöntemi geliştirildi. 

Yöntemin optimizasyonu 4 faktörlü, 3 seviyeli Box-Behnken tasarımı kullanılarak 

yapıldı. Faktör olarak pH, akış hızı, hareketli faz oranı ( tetrabütil amonyum 

hidroksit(TBAH) içeren fosfat (H2PO4
-/HPO4

2-) tamponu ve metanol çözücü sisteminde 

% fosfat tamponu) ve %TBAH   miktarları seçildi. Seviyeler pH için 6,5-7,0-7,5; akış 

hızı için 0,6-0,8-1,0, %fosfat tamponu için 45-50-55 ve %TBAH için ise 0,1-0,2-0,3 

olarak belirlendi. Faktörlerin düşük seviyeleri için (–1), orta seviyeleri için (0) ve yüksek 

seviyeleri için (+1) kodları kullanıldı. Sırası rastgele belirlenen toplam 27 deney yapıldı. 

HPLC kromatogramındaki piklerin ayırma gücü üzerine bu faktörlerin hem kendi 

başlarına hem de birbirleri ile olan etkileşimlerinin etkileri incelendi.  Optimizasyon 

tasarımı ile elde edilen verilere regresyon analizi yapıldı. ANOVA yapılarak sonuçların 

doğruluğu test edildi. Yapılan çalışmalarda pH , akış hızı ve hareketli faz oranı  ile 

hareketli faz oranı ve pH’nın ikinci dereceden etkilerinin ayırma gücü üzerinde etkili 

olduğu görüldü.   Regresyon sonuçları kullanılarak ayırma gücüne ait matematiksel bir 

model elde edildi. Elde edilen modelden teorik ayırma gücü değerleri bulundu. Modelin 

uygunluğunu test etmek için teorik ayırma gücü değerleri ile deneysel ayırma gücü 

değerleri arasındaki ilişki incelendi. Regresyon katsayısı 0,9195 olarak bulundu ve 

modelin uygun olduğuna karar verildi. 

 

Modele göre kromatografik şartlar; hareketli fazın pH’sı 6,5; oranı ve bileşimi  % 0,15 

TBAH içeren  fosfat tamponu/metanol (52:48); akış hızı 0,6 mL/dak olarak belirlendi. 
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Gradient program 0-8,5 dak. %52 fosfat tamponu, 8,5-25 dak. %40 fosfat tamponu olacak 

şekilde uygulandı. Belirlenen bu şartlarda maddelerin kromatogramları 210 nm’de 

spektrofotometrik dedektör kullanılarak kaydedildi. 

 

Geliştirilen yöntemin validasyonu doğrusallık, tekrarlanabilirlik, doğruluk (% geri 

kazanım), tanıma- tayin sınırı (LOD-LOQ) ve dayanıklılık parametreleri incelenerek 

yapıldı. Doğrusallık için yapılan çalışmalarda regresyon katsayıları (R2) efedrin 

hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin için sırasıyla 

0,9981; 0,9995; 0,9994; 0,9970; 0,9993; 0,9999 olarak bulundu. Efedrin hidroklorür, 

guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin için gün içi 

tekrarlanabilirlik testlerinde %RSD değerleri sırasıyla; 0,56-1,62; 0,09-0,89; 1,20-1,60; 

0,40-0,99; 0,59-1,02; 0,77-1,60, günler arası tekrarlanabilirlik testlerinde ise %RSD 

değerleri yine sırasıyla 0,78-1,89; 1,02-1,9; 1,44-1,88; 0,80-1,34; 0,98-1,20 1,32-1,85 

aralığında bulundu. Doğruluk için, incelenen maddeleri içeren örnek çözeltisi, içine 3 

farklı konsantrasyonda efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, 

ponso 4R ve sakarin ilave edilerek analiz yapıldı. Sırasıyla   %100,86-%102,50; %96,47-

%101,22;  %99,00-%101,20; %99,67-%101,80; %95,00-%99,80; %100,70-%102,58 

aralığında geri kazanım değerleri elde edildi. Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil 

paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin  için sırası ile tanıma sınırı; 0,25; 0,02; 0,18; 

0,12; 0,11; 0,008 μg/ mL, tayin sınırı;  0,83; 0,07; 0,60; 0,40; 0,38; 0,03 μg/ mL olarak 

hesaplandı. Çözeltilerin stabilitelerini incelemek amacıyla çalışılan maddeler su ve 

hareketli faz içerisinde, oda sıcaklığında ve 4Co’de belli sürelerde bekletilerek analiz 

edildi.  

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin   

bir arada analizi için geliştirilen HPLC yöntemi Brodil ve Broksin adlı şurup 

preparatlarına  başarıyla uygulandı. Bu preparatların 1,044 - 1,320 mg/mL metil paraben, 

0,139 mg /mL propil paraben, 0,153-0,154 mg/mL ponzo 4R ve 3,223-5,095 mg /mL 

sakarin içerdiği saptandı. Etken maddeler için 99,39-103,82 aralığında % geri kazanım 

değerleri bulundu. 

 

Anahtar Kelimeler: Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, 

ponso 4R, sakarin, deneysel tasarım, HPLC 
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ABSTRACT 

 

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF ACTIVE COMPONENTS 

AND ADDITIVE COMPONENTS IN PHARMACEUTICAL 

PREPARATIONS BY HPLC 

 Ayşe Aslan ÇAKIR 

 

Department of Analytical Chemistry 

MSc. Thesis 

 

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Özlem Aksu DÖNMEZ 

 

In this study, a gradient HPLC method was developed for simultaneous analysis of 

ephedrine hydrochloride, guaiphenesin used as active ingredients and methylparaben, 

propylparaben, ponceau 4R, saccharin used as additives in various syrup preparations. 

The optimization process was carried out using 3 levels 4 factors Box-Behnken design. 

pH, flow rate, mobile phase ratio (ratio of phosphate buffer (H2PO4
-/HPO4

2-) in mobile 

phase system consisted of phosphate buffer containing 

tetrabutylammoniumhydroxid(TBAH) and methanol) and TBAH%  were selected as  

factors. The levels were determined as pH 6.5-7.0-7.5, flow rate 0.6-0.8-1.0, phosphate 

buffer %  45-50-55 and TBAH% 0.1-0.2-0.3. The codes; -1, for low, 0, for middle, 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 pH (A), flow rate (B), mobile phase ratio (C) 

and   quadratic contribution of mobile phase ratio and pH (AA and CC) can influence the 

resolution significantly.  A mathematical model related to resolution was obtained using 

regression results. According to the data obtained a model was created with respect to the 

resolution . Theoretical resolution values were obtained from the model. The relationship 

between these values and the experimental values has been examined to test the suitability 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0CCoQFjACahUKEwie0qzd9LrIAhWGlCwKHfRRDJA&url=http%3A%2F%2Fwww.drugs.com%2Fmonograph%2Fephedrine-hydrochloride.html&usg=AFQjCNEWm2-ATpnZjvyRdWUy_p51hGhn5A&sig2=3-fT6uo0HOUx6VT_oMcQRw&bvm=bv.104819420,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCIQFjABahUKEwi_xOL9t8DIAhUKiSwKHeDiBIo&url=https%3A%2F%2Fde.wikipedia.org%2Fwiki%2FTetrabutylammoniumhydroxid&usg=AFQjCNEvF84XcLGbw2HEE-iJVhw93pPlfw&sig2=66rqaAo2R-bVQZj3Rwih4g
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of the model. Regression coefficient was found 0,9195 and it was decided that the model 

is appropriate.  

 

According the model chromatographic conditions were found as   pH 6.5; flow rate 0.6 

mL min-1  and the mobile phase system phosphate buffer (pH = 6.5) containing  0.15  

TBAH% /methanol (52:48). Gradient programme was applied that 0-8.5 min. 52% 

phosphate buffer; 8.5-25 min. 40% phosphate buffer.  

 Chromatograms of the substances at the determined conditions were recorded by using 

spectrophotometric detector at 210 nm. 

 

Analytical method validation was made by the examination of  linearity, repeatability, 

accuracy(Recovery %), limit of quantification-limit of detection and stability parameters. 

In studies for linearity, the regression coefficients (R2)  for ephedrine hydrochloride, 

guaiphenesin, methylparaben, propylparaben, ponceau 4R and saccharin were found  

0.9981; 0.9995; 0.9994; 0.9970; 0.9993;  0.9999 respectively. The RSD% values of  the 

intra-day repeatability analysis for ephedrine hydrochloride, guaiphenesin, 

methylparaben, propylparaben, ponceau 4R, saccharin  were found 0.56-1.62; 0.09-0.89; 

1.20-1.60; 0.40-0.99; 0.59-1.02; 0.77-1.60 and inter-day repeatability analysis were found 

0.78-1.89; 1.02-1.90; 1.44-1.88; 0.80-1.34; 0.98-1.20 1.32-1.85 respectively. In order to 

calculate accuracy, analyses were performed by the addition of 3 different concentrations 

of ephedrine hydrochloride, guaiphenesin, methylparaben, propylparaben, ponceau 4R 

and saccharin, into the examined samples which contain the substances. The recovery 

percentage values were obtained respectively, 100.86%-102.50%; 96.47%-101.22%; 

99.00%-101.20%; 99.67%-101.80%; 95.00%-99.80%; 100.70%-102.58%. The limit of 

detection values were calculated as 0.25; 0.02; 0.18; 0.12; 0.11; 0.008 μg/ mL,  and the 

limit of quantification values were calculated as ;  0.83; 0.07; 0.60; 0.40; 0.38; 0,03  μg/ 

mL  for ephedrine hydrochloride, guaiphenesin, methylparaben, propylparaben, ponceau 

4R and saccharin. In order to determine stabilities of the solutions of substances, they 

were analyzed both in water and the mobile phase and both at 40C and room temperature. 

 

The developed HPLC method for the simultaneous determination of ephedrine 

hydrochloride, guaiphenesin, methylparaben, propylparaben, ponceau 4R and saccharin 

was applied to Brodil and Broksin syrup preparations, successfully. It was determined 

that these samples contain 1.044 -1.320 mg/ mL methylparaben, 0.139 mg/ mL 

propylparaben, 0.153-0.154 mg/ mL ponceau 4R, 3.223-5.095 mg /mL saccharin. The 

RSD% values for the active componenets were found between 99.39-103.82 from the 

sample analysis.  

 

Keywords: Ephedrine hydrochloride, guaiphenesin, methylparaben, propylparaben, 

ponceau 4R, saccharin, experimental design, HPLC 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

1.1  Literatür özeti 

Gıda, kozmetik ve ilaç endüstrisinde dayanıklılık, koruma, koku ve renk verme, görünüş 

iyileştirme gibi amaçlarla çeşitli kimyasal maddeler kullanılmaktadır. Ancak katkı 

maddeleri olarak adlandırılan kimyasalların alınan miktarına bağlı olarak insan sağlığına 

zararlı etki gösterdiği bilinmektedir. Bu nedenle özellikle ilaç analizlerinde,  etken madde 

yanında katkı maddelerininde bir arada analizi oldukça önem taşımakta hem insan sağlığı 

açısından hem de ilaç kalite kontrol işlemlerinin doğru ve pratik olarak uygulanabilirliği 

açısından hızlı, performansı yüksek tekniklerin geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

Günümüzde, özellikle şurup gibi birden fazla etken maddenin ve çeşitli katkı 

maddelerinin (boya, tatlandırıcı, koruyucu vb) bulunduğu ilaç preparatlarının analizinde 

HPLC yöntemi tercih edilmektedir. Bu yöntemin yüksek performansı, karışımları ön 

işleme tabi tutmadan ayırma ve tayin edebilme gücü, hızı ve oldukça iyi duyarlılığa sahip 

olması ilaç rutin analizlerinde en çok kullanılan metot olmasına neden olmuştur.  

 

Bu çalışmada, soğuk algınlığı tedavisinde kullanılan “Brodil” ve “Broksin” adlı şurup 

preparatları, etken madde olarak efedrin hidroklorür ve guaifenesin, katkı maddesi olarak 

metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin içermektedir. İlaç içeriğini oluşturan 

bu etken maddelerin ve katkı maddelerinin ayrı ayrı tek başlarına ya da diğer maddelerle 

birlikte analizine yönelik HPLC başta olmak üzere birçok yöntem literatürde 

bulunmaktadır. Efedrin hidroklorür, sempatik sinir sistemini uyarıcı etki gösteren   bir 

ilaç maddesidir. İlaç preparatları ve biyolojik örneklerde  yapılan efedrin hidroklorür 
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analizlerinde HPLC [8] , [10], [12-16] başta olmak üzere spektrofotometrik [41-43]  

elektroanalitik [43], [44], elektroforez [53-55] ve kemometrik [87]  pek çok yöntem 

kullanılmıştır. Balgam söktürücü olarak kullanılan guaifenesin tayini için ağırlıklı olarak 

HPLC ve spektrofotometrenin kullanıldığı çeşitli yayınlara rastlanmıştır [111-133] . 

Metil paraben ve propil paraben kozmetik, gıda ve ilaç endüstrisinde koruyucu amaçla 

sıklıkla kullanılan katkı maddelerindendir. Ancak son yıllarda parabenlerin kanser etkisi 

ile ilgili araştırmalar [162]   bazı ülkelerde yasaklanmalarına neden olmuştur. Metil ve 

propil paraben  HPLC [163-180] , [196-215] , GC [227-229] yöntemlerinin yanında 

spektrofotometrik [239], [246], elektroforez [223]  ve elektroanalitik [236], [243]  birçok 

yöntemle çalışılmıştır. Genellikle gıda maddelerine renk vermek amacıyla katılan ponso 

4R [257-279]   ve yapay tatlandırıcı olarak kulanılan sakarinin [326-332]  HPLC 

analizlerine yönelik pek çok çalışma mevcuttur. HPLC dışında diğer yöntemler ile de 

ponso 4R  [285-314]    ve sakarin [354-386] tayin edilmiştir. Ayrıca bu 6 maddenin çeşitli 

kombinasyonlar halinde ve başka ilaç etken maddeleri ile bir arada, HPLC başta olmak 

üzere çeşitli yöntemlerle miktar tayinleri yapılmıştır [24],[125],[183], [387-389]. Ancak 

6 maddenin bir arada tayin edildiği bir çalışmaya rastlanmamıştır.  

Son yıllarda yöntem geliştirme ve optimizasyonunda deneysel tasarım yöntemleri sıklıkla 

kullanılmaktadır. Bir deneysel çalışmada o deneyin performansını etkileyecek 

parametrelerin belirlenmesi ve kontrolü, doğru ve güvenilir sonuçların eldesinde oldukça 

önemlidir. Deney sonuçlarını etkileyebilecek herhangi bir deneysel parametre faktör 

olarak isimlendirilir. Faktörlerin en uygun değerleri ile yapılan bir çalışma ise cevap 

sinyalini büyüterek maddelerin çok küçük miktarlarının bile analizine imkan vermektedir. 

Klasik yöntemlerle faktörlerin optimum değerleri, bir faktörün değerini değiştirme, 

diğerlerini ise sabit tutma yöntemi ile belirlenmektedir. Çok sayıda faktör incelendiğinde 

çok fazla deney yapılması gerekmekte bu nedenle de zaman alıcı ve maliyetli olmaktadır. 

Deneysel tasarım yöntemleri kullanılarak optimizasyonda ise deney sayısı ve buna bağlı 

olarak harcanan süre ve maliyet azalmaktadır. Ayrıca bu tasarımlarla faktörlerin 

birbirlerinden bağımsız etkilerinin dışında, birbirleri ile olan etkileşimleri ve bu 

etkileşimlerin deney sonuçlarına olan etkisi de incelenmektedir. Dolayısıyla klasik 

yöntemlerle optimizasyona göre daha güvenilir sonuçlar elde edilmektedir [390-393]. 

Biyolojik örneklerin analizinde deneysel tasarıma en çok başvurulan yöntemler 

kromatografi [410-414], [418-425]  ve elektroforezdir [432] ,[437].  Ayrıca literatür 

araştırmalarında UV-VIS spektroskopisi [507], yakın IR [486],  floresans spektroskopisi 
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[441] ve elektroanalitik yöntemlerle [531]  yapılmış analizlerde de deneysel tasarım 

uygulamasına rastlanmıştır.  

1.2  Tezin Amacı 

Bu tezde şurup preparatlarında etken madde olarak kullanılan efedrin hidroklorür ve 

guaifenesin ile katkı maddesi olarak kullanılan metil paraben, propil paraben, ponso 4R 

ve sakarinin bir arada analizine yönelik HPLC yönteminin geliştirilmesi ve bunun için 

optimum ayırma koşullarının deneysel tasarım kullanılarak saptanması, geliştirilen 

yöntemin validasyonu ve piyasada bulunan ilaç preparatlarına uygulanması 

amaçlanmıştır.  

 

1.3  Hipotez 

 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin 

bir arada analizi için geliştirilecek HPLC yönteminin, analizi yapılan maddeleri içeren 

preparatlara rahatlıkla uygulanabileceği, benzer etki gösteren preparatlar için fikir 

vereceği düşünülmektedir. Ayrıca yöntemin optimum koşullarının deneysel tasarım 

kullanılarak belirlenmesinin, daha az sayıda enjeksiyon, daha az çözücü sarfiyatı ile 

klasik yöntemlere göre daha çevreci, daha kısa ve daha ucuz olması beklenmektedir. 

Bunların yanında deneysel tasarım, deneyi etkileyen bütün faktörlerin bireysel ve 

birbirleriyle etkileşimini ve bunların deney sonucuna etkisini incelediğinden klasik 

optimizasyona göre daha güvenilir sonuçlar elde edilmesi düşünülmektedir 

 

Bu tez çalışmasında geliştirilmesi ve validasyonu planlanan HPLC yönteminin ilaç kalite 

kontrol rutin analizlerinde güvenilir bir yöntem olarak kullanılabileceği ve böylelikle ilaç 

endüstrisine ve bilime katkı sağlayabileceği öngörülmektedir. 
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BÖLÜM 2 

GENEL BİLGİLER 

2.1. İlaç Etken Maddeleri 

2.1.1. Efedrin Hidroklorür 

2.1.1.1 Özellikleri 

Kapalı formülü: C10H15NO. HCl 

Yapısal formülü: 

 

Kimyasal Adı: 

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

2. (1R,2S)-2-Metilamino-1-fenil propan-1-ol hidroklorür. 

Molekül ağırlığı: 201,6 g/mol. 

Renk ve görünüş: Renksiz kristal ya da beyaz kristal tozu. 

Erime noktası: 217-220 °C. 

Çözünürlüğü: Suda ve alkolde iyi çözünür. 
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2.1.1.2 Farmakolojik Etkisi 

Yaygın bir uyarıcı olarak kullanılır. Dekonjestan ve tansiyon düşürücü etkisi vardır. 

Efedrin sentetik türevleri amfetamin ve metamfetamin ile yapısal olarak benzerlik 

gösterir. Kimyasal olarak çeşitli bitkilerden elde edilen bir alkaloiddir [1]. Efedrin kronik 

astım, bronşit, amfizem gibi solunum rahatsızlıklarıyla birlikte oluşan, tersinir olarak 

solunum sıkıntısına yol açan kasılmaların semptomatik tedavisinde kullanılır. Efedrin, 

bronş düz adalesini gevşeterek hastaların daha rahat nefes almalarını sağlar. Ayrıca burun 

mukozası damarlarında özellikle de nezle/grip olunduğunda meydana gelen rahatsızlığı 

giderir. Yüksek dozda alındığında sinirlilik, uykusuzluk, tremor, iştah kaybı, taşikardi, 

hipertansiyon gibi yan etkiler görülebilir [2]. 

 

2.1.1.3 Miktar Tayin Yöntemleri 

Efedrin hidroklorür,  birçok farmasötik formülasyonda yaygın olarak kullanılan bir etken 

maddedir. Bu sebeple gerek tek başına, gerekse çoklu etken maddelerle bir arada birçok 

tayini yapılmıştır. Yapılan çalışmalar incelendiğinde ise HPLC başta olmak üzere diğer 

kromatografik teknikler, elektroforez, elektroanalitik ve spektrofotometrik metotların öne 

çıktığı gözlenmektedir. Efedrin HCl’nin,   HPLC ile analizleri Çizelge 2. 1’de, diğer 

yöntemlerle analizleri Çizelge 2. 2’de verilmiştir. 

Çizelge 2. 1 Efedrin hidroklorürün HPLC ile analizleri 

Örnek Diğer madde Kolon Yöntem Hareketli  

Faz 

Dedektör Kaynak 

İlaç 

preparatları 

Psödoefedrin, 

fenilefrin, sinefrin 

_ HILIC Asetonitril  

amonyum 

asetat 

UV [3] 

Plazma Metilefedrin, 

amigdalin,   

glisirizik asit 

C18 UPLC Formik asit, 

su 

MS [4] 

İlaç 

preparatları 

Norefedrin, 

psödoefedrin, 

metilefedrin, 

akonitin, benzoil 

hipakonin,          

mesakonitin, 

norpsödoefedrin 

C18 UPLC Asetonitrilfo

rmik asit 

MS [5] 
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Çizelge 2. 1 Efedrin hidroklorürün HPLC ile analizleri (devamı) 

Kan ve idrar 

numuneleri 

Amfetamin, 

metamfetamin, 

metilefedrin,        

3,4-metilen-

dioksiamfetamin,            

ketamin,metkatoni

n,katonin 

Fenil UPLC Asetonitril       

formik asit 

ESI-MS [6] 

Fare plazma 

ve beyin 

dokusu 

homojenatı 

Morfin, 

psödoefedrin 

_ LC _ MS [7] 

Şurup Guaifenesin C18 HPLC Fosfat 

tamponu, 

metanol 

(60:40) 

DAD [8] 

Kan serumu 

ve mide 

sıvısı 

Atropin,brusin, 

skopolamin, 

striknin,akonitin, 

pilokarpin,lobelin, 

ergometrin, 

anabasine, 

teofilin,kolşisin, 

tetrahidropalmatin 

C18 LC Formik asit, 

metanol 

ESI-MS [9] 

İlaç 

preparatları 

Fenobarbiton Siyano HPLC Asetonitrila

monyum 

asetat 

UV [10] 

 

Fare 

plazması 

_ C18 UPLC _ MS [11] 

Bitkisel ilaç 

preparatları 

Formononetin, 

benzoik-glisirizik 

asit, liquiritin, 

amigdalin, 

isoliquiritin 

C18 HPLC Asetonitrilp

otasyum 

dihidrojen 

fosfat ve 

fosforik asit 

tamponu 

DAD [12] 

Bitkisel ilaç 

preparatları 

Nöroefedrin, 

norpsödoefedrin, 

psödoefedrin, 

metil efedrin 

Fenil HPLC Potasyum 

dihidrojen 

fosfat, 

asetonitril 

(96:4, v/v ) 

UV [13] 

Bitkisel ilaç 

preparatları 

Hesperidin,  

ferulik asit, 

gingerol, 

glisirizin, 

imperatorin 

C18 HPLC Su, trifloro 

asetik asit, 

metanol 

 

 

DAD [14] 
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Çizelge 2. 1 Efedrin hidroklorürün HPLC ile analizleri (devamı) 

İlaç Psödoefedrin C18 HPLC Potasyum 

dihidrojen 

fosfat, 

Asetonitril 

(94:6, v/v) 

UV [15] 

Bitkisel ilaç 

preparatları 

Sinamik asit, 

sinamaldehit, 

glisirizin, gingero 

paeoniflorin, 

schisandrin, 

gomisin A- N,  

metil engenol 

C18 HPLC Trifloro 

asetik 

asit,su, 

asetonitril 

DAD [16] 

İdrar 

numunesi 

Metilefedrin, 

psödoefedrin, 

salbutamol, 

morfin, 

epitestosteron, 

katin 

_ LC _ MS [17] 

Kan serumu 

örnekleri 

(insanda) 

Katinon, 

metkatinon, 

etkatinon, 

amfepramon, 

mefeddron,flefedr

on, metedrokatin,      

nor-psödo-

etilefedrin 

Fenil LC _ ESI-MS [18] 

Kan ve idrar 

numunesi 

Akonitin,brusin, 

gelsemine,striknin 

hipakonit, 

raceanisodamin 

_ HILIC _ MS [19] 

 

Kan 

numunesi 

Pilokarpin, 

striknin, 

brusinatropin, 

akonitin, 

kamptotesin, 

koumine 

_ LC _ ESI-MS [20] 

Bitkisel ilaç 

preparatları 

Efedrin türevleri HS F5 HPLC Amonyum 

asetat, 

asetonitril 

(90:10) 

UV [21] 
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Çizelge 2. 1 Efedrin hidroklorürün HPLC ile analizleri (devamı) 

İlaç 

preparatları, 

kan 

numunesi 

Amfetamin, 

metamfetamin, 

psödoefedrin, 

fentermin, 

ketamin,  3,4-

metilen 

dioksiamfetamin-

metamfetamin 

C18 UPLC Metanol, 

pirolidin 

MS [22] 

İdrar 

numunesi 

Salbutamol, 

morfin 

C8 LC Asetonitril         

asetik asit,su 

ESI-MS [23] 

 

Şurup 

Teofilin, 

guaifenesin, 

difenhidramin 

hidroklorür, metil 

paraben, propil 

paraben,  sodyum 

benzoat 

C18 HPLC Potasyum 

dihidrojen 

fosfat, 

asetonitril 

(60:40 v/v) 

UV [24] 

İlaç 

preparatları 

Karbinoksamin 

maleat, Folkodin 

C18 HPLC Oktan 

sülfonik asit, 

asetonitril 

asetik asit 

(75:25:0.5) 

UV [25] 

Doğal sağlık 

ürünleri 

_ Fenil LC Metanol,      

potasyum 

fosfat 

UV,MS [26] 

İlaç 

preparatları 

Dekstrometorfan 

hidrojen 

bromür,fenilefrin 

klorfeniramin 

maleat,metil-

propil paraben 

ODS LC- 

Kemometri-

Spektrofoto

metri 

Asetonitril        

fosfat 

tamponu  

(40:60) 

UV [27] 

İdrar 

numunesi 

Norefedrin, 

norpsödoefedrin, 

psödoefedrin, 

metilefedrinmetil 

psödoefedrin 

Fenil LC _ MS [28] 

Besin 

takviyesi 

_ _ LC _ MS [29] 

İdrar 

numunesi 

Amfetamin 

metoksifenamin, 

fenilefrin, 

fenilpropanolamin 

C18 LC Sodyum 

dodesil 

sülfat, 

pentanol 

UV [30] 

Farmasötik 

tablet 

Teofilin C18 HPLC Metanol,su 

(40:60) 

UV [31] 

Besin 

takviyesi 

_ _ LC _ MS [32] 

İdrar 

numunesi 

Norefedrin C18 LC Asetonitrilsu  

(52:48) 

UV [33] 
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Çizelge 2. 1 Efedrin hidroklorürün HPLC ile analizleri (devamı) 

 

 

Şurup 

Bromheksin 

hidroklorür, 

klorfeniramin 

maleat, Kodein 

fosfat, 

dekstrometorfan 

hidrobromür, 

difenhidramin 

papaverin 

hidroklorür 

fenilefrin 

hidroklorür 

 

 

Siyano 

 

 

HPLC 

 

 

Su, 

asetonitril 

etanol 

(38:60:2) 

 

 

İletkenlik 

 

 

[34] 

İlaç 

preparatları 

Nafazolin, 

oksimetazolin, 

ksilometazolin 

Polimer HPLC Asetonitrilso

dyum 

hidroksit 

(10:90) 

UV [35] 

İnsan 

Plazması 

Guaifenesin C8 HPLC Sodyum 

heptan 

sülfonat, 

asetonitril 

(70:30) 

UV [36] 
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Çizelge 2. 2 Efedrin hidroklorürün diğer yöntemlerle analizleri 

Örnek Diğer Maddeler Analiz Yöntemi Kaynak 

Biyolojik numune Metamfetamin 

metadon 

CE [37] 

İdrar numunesi Metamfetamin GC-MS [38] 

Tampon çözelti Psödoefedrin CE [39] 

İdrar numunesi Ketamin LLE- CE [40] 

İlaç preparatları Fenilefrin Spektrofotometri [41] 

İlaç preparatları, İdrar 

numunesi 

Bromheksin hidroklorür Spektrofotometri [42] 

İlaç preparatları _ Spektrofotometri 

Voltametri 

[43] 

İlaç preparatları ve 

biyolojik sıvı 

_ Potansiyometri [44] 

Gıda numunleri Fenfluramin, sibutraminor 

psödoefedrin  

psödoefedrin, ampefemon 

GC-EI-MS-MS [45] 

İdrar numunesi Psödoefedrin,  norpsödoefedrin CE [46] 

İlaç preparatları _ Voltametri [47] 

İlaç preparatları Triprolidin hidroklorür , difenhidramin  

hidroklorür , psödoefedrin  hidroklorür 

, klorfeniramin maleatskopolaminin 

Spektrofotometri 

(XRF) 

 

[48] 

İdrar numunesi Psödoefedrin Voltametri [49] 

İlaç preparatları, idrar 

numunesi 

Metilefedrin, psödoefedrin CE-ECL [50] 

Biyolojik numune Psödoefedrin CE-SPME [51] 

İlaç preparatları, idrar 

numunesi 

Psödoefedrin  hidroklorür , 

fenilpropanolamin 

Spektrofotometri [52] 

İdrar numunesi _ CE-ECL [53] 

İlaç preparatları, idrar 

numunesi 

Psödoefedrin CE-ECL [54] 

İdrar numunesi Amfetamin, metadon, petidin, 

tetrakain, kodein, eroin 

CE-ESI-MS [55] 

İdrar numunesi Psödoefedrin FI-CE [56] 

Kan numunesi Amfetamin, metamfetamin, 

psödoefedrin, 

metilendioksiamfetamin, 

metilendioksietilamfetamin, 

mefentermi 

GC-MS  

[57] 

İdrar numunesi Kodein MEKC [58] 

Kiral numuneler Triptofan, propranolol,  

metil-beta-siklodekstrin 

Spektrofotometri [59] 

İlaç preparatları Norefedrin,  psödoefedrin GC [60] 

Bitkisel numune Psödoefedrin MEKC [61] 
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Çizelge 2. 2 Efedrin hidroklorürün diğer yöntemlerle analizleri (devamı) 

İlaç preparatları Difenhidramin ECL [62] 

İlaç, gıda takviyeleri Psödoefedrin GC-MS [63] 

İlaç preparatları Penisilamin CL [64] 

Efedra bitki 

numunesi 

Psödoefedrin CE [65] 

Saç numunesi Amfetamin, metamfetamin, kodein, 

kokain, morfin 

CZE-MS [66] 

İlaç preparatları Psödoefedrin, metoprolol, 

N-metilefedrin, sinefrin, atenolol 

MEEKC [67] 

Efedra bitki 

numunesi 

Psödoefedrin MEEKC [68] 

Bitki numunesi Glisirizin LE [69] 

İlaç preparatları Psödoefedrin, N-metilefedrin, 

norefedrin 

CZE [70] 

İdrar numunesi Psödoefedrin CE [71] 

İdrar numunesi Amfetamin, metamfetamin, norefedrin GC-MS [72] 

İlaç preparatları _ Spektroflorimetri [73] 

Gıda takviyeleri Psödoefedrin, norpsödoefedrin, 

norefedrin, metilpsödoefedrin 

GC-MS [74] 

Saf otlar ve ticari 

bitki numunesi 

_ GC [75] 

Besin takviyesi Psödoefedrin, kafein CE [76] 

Besin takviyesi Sinefrin MS-ESI-APCI [77] 

İdrar numunesi _ SPME- CE [78] 

Efedra bitki 

numunesi 

Psödoefedrin MEKC [79] 

İlaç preparatları Psödoefedrin, katin norefedrin, katinon 

norpsödoefedrin, 

GC-MS  

[80] 

İdrar numunesi Fenilpropanolamin, heptaminol CZE [81] 

İlaç preparatları Dekstrometorfan, klorfeniramindifen-

hidramin 

CE [82] 

Besin takviyesi _ SPE-MS [83] 

Besin takviyesi Psödoefedrin CE [84] 

Efedra bitki 

numunesi 

Sinefrin, psödoefedrin, tiramin, 

norefedrin, oktopamin 

IPC [85] 

İlaç preparatları Psödoefedrin, norefedrin IC [86] 

İlaç preparatları Norefedrin, norepinefrin-L-bitartrat, 

triptofan metil ester 

Kemometri 

Spektrofotometri 

 

[87] 

İlaç preparatları Psödoefedrin IR [88] 

Bitki numunesi Psödoefedrin MEKC [89] 

İlaç preparatları Psödoefedrin GC [90] 

İlaç preparatları Psödoefedrin CE [91] 

İlaç preparatları _ CE [92] 

İlaç preparatları Psödoefedrin, norefedrin, metilefedrin CE [93] 
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Çizelge 2. 2 Efedrin hidroklorürün diğer yöntemlerle analizleri (devamı) 

Besin takviyesi Psödoefedrin, norefedrin, 

norpsödoefedrin, N-metilefedrin,            

N-metilpsödoefedrin 

CE  

[94] 

Bitki numunesi Psödoefedrin MEEKC [95] 

İlaç preparatları Psödoefedrin,  

metil efedrin-psödoefedrin 

NMR [96] 

İlaç preparatları Prometazin hidroklorür,   kodein fosfat CZE [97] 

İdrar numunesi Psödoefedrin, norefedrin, 

norpsödoefedrin 

CZE [98] 

Besin takviyesi Norefedrin, norpsödoefedrin, 

psödoefedrin, metilefedrin, 

metilpsödoefedrin 

FI-ESI-MS [99] 

Bitki numunesi _ CE [100] 

İlaç preparatları Teofilin, amobarbital Spektrofotometri [101] 

İlaç preparatları Asetaminofen, kafein parabenler, 

guaiakol asetil-salisilik asit 

Voltametri [102] 

Efedra bitki 

numunesi 

_ GC-MS [103] 

Beyin doku numunesi Serotonin, fenilalanin, dopamin, 

adrenalin, propranolol,3,4-di hidroksi -

L-fenilalanin 

CE  

[104] 

İdrar numunesi Psödoefedrin, norefedrin 

norpsödoefedrin, metilefedrin 

GC-MS [105] 

İlaç preparatları 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin, 

psödoefedrin, atenolol, norepinefrin, 

propranolol, izoproterenol 

MS [106] 

Fare plazması Gastrodin, ligustrazin MEKC [107] 

İlaç preparatları Teofilin Spektrofotometri [108] 

Kan serumu örnekleri 

(insanda) 

Psödoefedrin GC-MS [109] 

İlaç preparatları _ Amperometri [110] 
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2.1.2 Guaifenesin 

2.1.2.1 Özellikleri 

Kapalı formülü: C10H14O4 

Yapısal formülü: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kimyasal Adı: (RS)-3-(2-Metoksi fenoksi) propan-1,2-diol. 

Molekül ağırlığı: 198,2 g/mol. 

Renk ve görünüş: Beyaz, kristalize toz. 

Erime noktası: 79 °C - 83 °C. 

Çözünürlüğü: Suda az, alkolde iyi çözünür. 

2.1.2.2 Farmakolojik Etkisi 

Guaifenesin öksürük, kronik bronşit, bronşektazi ve diğer hastalıklar için kullanılan bir 

balgam söktürücüdür. Solunum yollarındaki mukoza salgısını arttırarak birikmiş balgamı 

sulandırıp yapışkanlığını azaltarak dışarıya atılmasını kolaylaştırır. Böylece kuru ve 

nonproduktif bir öksürük yerini daha nadir ve daha produktif bir öksürüğe bırakmakta, 

göğüsteki rahatsızlık hissi kaybolmaktadır. Yüksek dozda alındığında kusma, bulantı, 

diyare, baş ağrısı, sancılı idrara çıkma, sinirlilik, uyuyamama, deri döküntüsü görülebilir 

[2]. 
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2.1.2.3 Miktar Tayin Yöntemleri 

Guaifenesin ile yapılan çalışmalar arasında ağırlıklı olarak kromatografik ve 

spektrofotometrik yöntemler bulunmaktadır. Guaifenesinin HPLC ile analizleri Çizelge 

2. 3’te, diğer yöntemlerle analizleri ise Çizelge 2. 4’te verilmiştir. 

Çizelge 2. 3 Guaifenesin HPLC ile analizleri 

Örnek Diğer madde Kolon Yöntem Hareketli Faz Dedektör Kaynak 

Şurup Efedrin 

hidroklorür 

C18 HPLC Fosfat tamponu, 

metanol (60:40) 

DAD [111] 

İnsan 

plazması 

_ C18 HPLC Metanol, su 

(60:40) 

UV [112] 

 

İlaç 

preparatları 

Benzonatat, 

difenhidramin 

hidroklorür, 

feniefrin 

hidroklorür 

C18 HPLC Fosfat tamponu, 

asetonitril, 

trietilamin (49,50,1) 

UV [113] 

İlaç 

preparatları 

Terbutalin sülfat, 

ambroksol 

hidroklorür 

C18 HPLC Fosfat tamponu, 

asetonitril, metanol 

UV [114] 

Şurup Ambroksol 

hidroklorür, 

teofilin 

C18 HPLC Fosfat tamponu, 

metanol, asetonitril 

trietilamin 

(63.5,27.5,9,0.25) 

UV [115] 

İnsan 

serumu 

_ C18 HPLC Metanol, fosfat 

tamponu 

UV [116] 

İlaç 

preparatları 

Ambroksol, 

salbutamol 

C8 HPLC Disodyum hidrojen 

ortofosfat, metanol 

UV [117] 

 

İlaç 

preparatları 

Metokarbamol, 

diklofenak 

potasyum, 

ibuprofen 

C18 HPLC Monopotasyum 

fosfat, asetonitril, 

metanol 

(90:25:15) 

UV [118] 

İlaç 

preparatları 

Metokarbamol Fenil HPLC Ortofosforik asit, 

asetonitril (80:20) 

Floresans [119] 

İlaç 

preparatları 

Ambroksol 

hidroklorür, 

salbutamol sülfat 

C8 HPLC Potasyum 

dihidrojen fosfat, 

metanol (58:42) 

 

UV [120] 

Şurup Sodyum benzoat CN HPLC Asetonitril, su 

(20:80) 

UV [121] 

Şurup Bromheksin 

hidroklorür, 

terbutalin sülfat 

 C18 HPLC Fosfat tamponu, 

asetonitril 

(80:20) ve (60:40) 

UV [122] 
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Çizelge 2. 3 Guaifenesin HPLC ile analizleri (devamı) 

Şurup Fenilefrin 

hidroklorür, 

ambroksol 

hidroklorür, 

levosetirizin 

C8 HPLC Fosfat tamponu, 

Metanol, asetonitril 

UV [123] 

İlaç 

preparatları 

Psödoefedrin, 

feniramin, 

pirilamin, 

dekstrometorfan, 

klorfeniramin 

C18 HPLC Metanol,dihidrojen 

fosfat 

(45:55) 

UV  

[124] 

Şurup Metil paraben, 

propil paraben 

Fenil HPLC Tampon, asetonitril 

metanol (25:75) 

DAD [125] 

Şurup Dekstrometorfan C18 HPLC Fosfat tamponu, 

asetonitril, metil 

alkol (62:23:15) 

Floresans [126] 

Şurup Psödoefedrin, 

dekstrometorfan, 

kodein 

Silika HPLC Fosfat tamponu, 

asetonitril (60:40) 

UV [127] 

İlaç 

preparatları 

Asetaminofen, 

romisoval, 

bucetin, kafein, 

dekstrometorfan 

hidrojen bromür, 

klorfeniramin 

maleat, 

etoksibenzamid, 

metilefedrin -

noskapin HCl 

ODS 

 

HPLC H3PO4:CH3CN 

(85:15) 

UV [128] 

 

Şurup Psödoefedrin 

hidrojen klorür, 

dekstrometorfan 

hidrojen bromür 

ODS HPLC Metanol, amonyum 

fosfat tamponu 

(45: 55) 

_      [129] 

İlaç 

preparatları 

Fenilpropanol 

hidrojen klorür, 

dekstrometorfan 

hidrojen bromür, 

sodyum benzoat 

C18  

 

HPLC _ UV      [130] 

İnsan 

Plazması 

Psödoefedrin C8 HPLC Sodyum heptan 

sülfonat, asetonitril 

(70:30) 

UV      [131] 

Sentetik 

örnekler ve 

ilaç 

preparatları 

Teofilin _ HPLC Sodyum dihidrojen 

fosfat-metanol-

asetonitril (8+2+1) 

UV      [132] 

 

 

 

 Kan 

plazması 

örneği 

(köpeklerde) 

_ ODS HPLC Metanol, asetonitril, 

fosfat tamponu 

(11:11:78) 

UV      [133] 
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Çizelge 2. 4 Guaifenesin diğer yöntemlerle analizleri 

Örnek Diğer Maddeler Analiz Yöntemi Kayna

k 

İlaç preparatları Fenilefrin hidroklorür Spektroflorometr

i 

[134] 

İlaç preparatları Teofilin Spektrofotometri 

Voltametri 

[135] 

İlaç preparatları Teofilin, ambroksol hidroklorür Spektrofotometri [136] 

İlaç, idrar numunesi _ Voltametri [137] 

İlaç preparatları Difenhidramin hidoklorür, benzonatat, 

fenilefrin hidroklorür, 

Spektrofotometri [138] 

İlaç preparatları Difenhidramin, psödoefedrin, 

parasetamol 

Spektrofotometri [139] 

İlaç preparatları Difenhidramin hidroklorür, 

benzonatat,          fenilefrin hidroklorür 

Kemometri 

Spektrofotometri 

[140] 

İlaç preparatları İbuprofen, metokarbamol, 

parasetamol, diklofenak 

Kemometri [141] 

Gerçek numuler Teofilin Voltametri [142] 

İlaç preparatları Psödoefedrin hidroklorür, guaiakol TLC [143] 

İlaç preparatları Psödoefedrin, klorfeniramin maleat Kemometri 

Spektrofotometri 

[144] 

İlaç preparatları Ambroksol, levosalbutamol sülfat Spektrofotometri [145] 

İlaç preparatları Teofilin Spektrofotometri [146] 

Sentetik ve gerçek ilaç 

preparatları 

Psödoefedrin Kemometri 

Spektrofotometri 

[147] 

Kan serumu örnekleri 

(insanda) 

- Voltametri [148] 

İlaç preparatları Teofilin Kemometri [149] 

İlaç preparatları Diprofilin, metil paraben, propil 

paraben 

Kemometri 

Spektrofotometri 

[150] 

Sentetik ve gerçek ilaç 

preparatları 

Salbutamol Spektroflorimetri [151] 

İlaç preparatları Salbutamol sülfat, metil paraben, 

propil paraben 

Spektrofotometri 

Kemometri 

[152] 

İlaç preparatları - Voltametri [153] 

Kan serumu örnekleri 

(insanda) 

- GC-ECD [154] 

İlaç preparatları Klorfeniramin maleat, noskapin 

hidroklorür, klorfeniramin maleat 

Spektrofotometri [155] 

İlaç preparatları Dekstrametorfan Spektrofotometri [156] 
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2.2 İlaç Katkı Maddeleri 

İlaç katkı maddeleri; ilaçların verilmesinde ya da uygulanmasında kullanılan, ilaçlara 

biçim ve daha fazla dayanıklılık vermeye yarayan maddelerdir. Kendi başlarına 

farmakolojik açıdan etkisiz olmakla birlikte tedavide büyük önem taşırlar. Çünkü 

ilaçların emilimini ve etki göstermesini sağlayan uygun bir ortam yaratırlar. Etkili 

maddeler her zaman belirli eksipiyanlarla birlikte verilirler. Bunlar fiziksel özelliklerine 

ve ilaçların kimyasal-fiziksel özelliklerine göre seçilirler [157]. 

2.3 Çalışılan Katkı Maddeleri 

2.3.1 Metil paraben  

2.3.1.1 Özellikleri 

Kapalı formülü: C8H8O3 

Yapısal formülü: 

 
 

 

Kimyasal adı: Metil 4-hidroksi benzoat. 

Molekül ağırlığı: 152,1 g/mol 

E numarası: 218. 

Renk ve görünüş: Şeffaf kristalize veya beyaz kristal toz. 

Erime Noktası:131°C. 

Çözünürlüğü: Suda çözünmez. Alkol, eter, aseton, benzen içinde az çözünür, karbon 

tetraklorür içinde çözünür. 

 

http://www.doktortv.com/tip-sozlugu/E/eksipiyan-(ilac-katki-maddesi
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2.3.1.2 Farmakolojik özellikleri 

Metil paraben genellikle antimikrobiyal koruyucu olarak kozmetikte, yiyecek imalatında 

ve farmasötik formülasyonlarda kullanılır. Yalnız olarak veya diğer parabenlerle ortak 

olarak kullanılabilir [158]. Bununla beraber geniş antimikrobiyal özelliği ve son üründe 

koku bırakmaması gibi özellikleri sebebiyle en fazla kullanılan koruyucudur [159]. 

 

2.3.2 Propil paraben 

2.3.2.1 Özellikleri 

Kapalı formülü: C10H12O3 

Yapısal formülü: 

 

 
 

Kimyasal adı: Propil 4-hidroksibenzoat. 

Molekül ağırlığı: 180,2 g/mol 

E numarası: 216. 

Renk ve görünüş: Beyaz kristal. 

Erime Noktası: 95-98 °C. 

Çözünürlüğü: Su içinde az çözünür, alkol ve eterde çözünür. 

2.3.2.2 Farmakolojik özellikleri:  

Propil paraben, p-hidroksibenzoik asit n-propil esteridir. Propil paraben; kozmetik, 

eczacılık ve yiyeceklerde sentetik olarak üretilerek kullanılır. Birçok bitki ve böceklerde 

bulunan doğal bir madde olarak ortaya çıkar. Bu madde tipik olarak, kremler, losyonlar, 

şampuanlar ve banyo ürünleri gibi su bazlı kozmetik ürünleri içinde bulunan bir 

koruyucudur. Optimum pH aralığı 3-7’ dir [160]. 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Kozmetik
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2.3.3 Parabenlerin İlaçta Kullanımı 

İlaçta kullanılan paraben türleri; metil, etil, propil ve butil parabendir. Metil paraben ve 

propil paraben beraber kullanımı yarattıkları sinerjik etki sebebiyle yaygındır. Maksimum 

sinerjik etkiyi elde etmek için genellikle mol başına 7.5:1 ve9:1 oranı kullanılır. Bu 

parabenler pH 4-8 arasında antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler. Bu aralık dışında 

hidroliz olurlar [161]. 

Ülkemizde ilaçlar, klinik kullanıma sunulmadan önce, içeriklerinin ve katkı maddelerinin 

(parabenler dahil) mevzuatımız sınırları içerisinde olması kaydıyla 

ruhsatlandırılmaktadır.  İlaç ruhsatlandırmayla ilgili mevzuatımızdaki sınırlar da Avrupa 

Birliği ve ABD ile uyumludur. Avrupa Birliği’ne göre, parabenlerin ilaçlarda kullanım 

sınırı % 0,25 ( genellikle kullanılan miktar metil paraben için %0,18, propil paraben için 

%0,02) olmalıdır. 

2.3.4 Parabenlerin Zararları 

 

Parabenlerin en çok korkulan etkisi meme kanserine yol açma riskidir. Çünkü parabenler 

insan vücudunda östrojen hormonuna benzer etkiler göstermektedir. Parabenlerin 

östrojenik aktivitesi ile ilgili yapılan in vitro çalışmalar sonucunda parabenlerin östrojen 

reseptörlerine bağlandığı ve bu reseptörle kontrol edilen genleri aktive ettiği bildirilmiştir. 

Östrojenik aktivitenin ester yan zincirinin büyüklüğü ile paralel olarak arttığı sonucuna 

varılmıştır. 

 

Yapılan çalışmalar parabenlerin sadece kadınları etkilemediği, ayrıca erkeklerde de 

üreme problemlerine yol açabileceğini, sperm sayısını ve testosteron salgısını 

azaltabileceğini göstermiştir. Parabenlerin hormonları taklit edebilme özelliği, erkek 

üreme fonksiyonlarını negatif şekilde etkilemekte, Avrupa Birliği kanunları tarafından 

günlük kabul edilebilir dozlarda dahi sperm üretimini azaltabilmektedir [162]. 

 

2.3.5 Paraben Kullanımı İle İlgili Yasaklamalar 

 

2009 yılında Danimarka Çevre Koruma Ajansı, 2 yaşındaki çocukların endokrin sistemini 

bozucu maddelere maruz kalması hakkında yaptıkları detaylı çalışmada losyon ve güneş 
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koruyucu ürünlerin içinde bulunan propil ve butil parabenlerin küçük çocukların 

gelişimini tehdit edebileceği sonucuna vardı. Bu nedenle Danimarka, özellikle propil 

paraben ve butil parabenin bebek ve 3 yaş altı çocuklar için üretilen kozmetik ürünlerinde 

kullanılmasını 15 Mart 2011 tarihinden itibaren yasaklamıştır. Fransa ve İsveç paraben 

içeren ilaç ve kozmetikler ile ilgili yasaklamalar getirmiş, Norveç ise bu konuda yasal 

mücadeleyi başlatmıştır.    

Son yıllarda ise tüketiciler ve sivil toplum kuruluşlarından gelen baskı nedeniyle firmalar, 

paraben kullanılmayan ürünler üretmek üzere çözümler aramaya başlamıştır [162]. 

 

 

2.3.6 Parabenlerin Miktar Tayin Yöntemleri 

Metil ve propil parabenin kozmetik, gıda, ilaç ve çevresel birçok örnekte analizleri 

yapılmıştır. Uygulanan yöntemler ağırlıklı olarak HPLC olup, GC ve elektroforez de sık 

kullanılan metotlar arasındadır. Metil paraben ve propil parabenin HPLC ile analizleri 

sırasıyla Çizelge 2. 5 ve Çizelge 2. 6’da, diğer yöntemlerle analizleri Çizelge 2. 7’de 

verilmiştir.  

 

Çizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri 

Örnek Diğer madde Kolon Yöntem Hareketli Faz Dedektör Kaynak 

Şurup Pizotifen, propil 

paraben 

C18 HPLC Asetonitril, 

tetrahidrofuran,    

potasyum 

dihidrojenfosfat 

(38:1.5:62) 

UV [163] 

Gıda Propil-etil-butil-

izobutil- izopropil 

paraben 

ODS 

SP 

HPLC Metanol-su 

(70/30) 

UV [164] 

İlaç 

preparatla

rı 

Propil paraben, 

etilparaben, butil 

paraben, benzilalkol 

ODS3 HPLC Asetonitril 

tamponu 

(pH=3,5,7) 

_ [165] 

Kozmetik P-anisik asit C18 HPLC _ UV [166] 
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Çizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri (devamı) 

Akdeniz 

nehirlerde

ki balıklar 

Benzilparaben,    

kafein, tris                          

(2- butoksietil) fosfat 

C18 UHPLC Metanol, su MS [167] 

İnsan 

serumu 

Etil-propil- butil 

paraben 

C18 UHPLC Asetat tamponu 

 

MS [168] 

Şurup 8 Katkı maddesi C18 HPLC Sodyum 

dihidrojenfosfat, 

asetonitril 

(90:10), (60:40) 

UV [169] 

İlaç 

preparatla

rı 

Propil paraben 

sodyum, metil paraben 

C18 HPLC Asetat tamponu, 

asetonitril 

(20:80) 

asetat tamponu, 

metanol 

(18:82) 

UV [170] 

Çevre 

matrisler 

(atık su, 

tortu, 

çamur ve 

topraktan

) 

Etil-propil-butil 

paraben klotrimazol, 

mikonazol, 

triklorokarban 

triklosan 

C18 UHPLC Formik asit, 

metanol, 

amonyum asetat 

MS [171] 

Islak 

mendil 

Etil paraben, propil 

paraben 

C18 UHPLC Asetonitril, 

asetik asit 

(20:80) 

UV [172] 

Şurup Sodyum benzoat, Etil-

Propil paraben 

C18 HPLC Asetonitril, 

asetat tampon 

(35:65) 

_ [173] 

Manila 

körfezind

eki balık 

örnekleri 

Etil-propil-bütil 

paraben triklosan, 

triklokarban 

C18 UHPLC n-heksan ve 

aseton karışımı 

MS [174] 

İlaç 

preparatla

rı 

Propil paraben, 

sodyum benzoat, 

granisetron 

hidroklorür,        4-

hidroksi benzoik asit 

C18 HPLC Asetonitril, 

potasyum 

dihidrojen fosfat 

DAD [175] 

Kozmetik 

ürünleri 

p-hidroksibenzoik asit 

ve fenol 

C18 UHPLC metanol, su, 

fosforik asit 

PDA [176] 

İlaç 

preparatla

rı 

2-fenoksietanol, etil-

Propil paraben 

C8 HPLC Asetonitril, 

tetrahidrofuran, 

su 

(21:13:66) 

UV [177] 
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Çizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri (devamı) 

Nistatin 

süspansiy

on 

Sodyum benzoat, 

propil paraben 

C18 HPLC Asetonitril, 

asetat tamponu 

(35:65) 

DAD [178] 

Kozmetik 

ürünleri 

Etil-propil-butil 

paraben 

C18 HPLC Asetonitril, su DAD [179] 

Kozmetik 

ürünleri 

_  UHPLC Metanol, su              

(60:40) 

MS [180] 

İlaç 

preparatla

rı 

Psödoefedrin, 

feniramin, guaifenesin, 

pirilamin, 

klorfeniramin, 

dekstrometorfan 

C18 HPLC Metanol, 

dihidrojen fosfat 

tamponu 

(45: 55) 

UV [181] 

Şurup Pantenol, askorbik asit, 

tiamin hidroklorür,  

riboflavin-5-fosfat 

sodyum, piridoksin 

hidroklorür, 

nikotinamid,           

sodyum benzoat 

C18 HPLC O-fosforik asit, 

asetonitril 

(85:15),(70:30) 

DAD [182] 

Şurup Guaifenesin, 

salbutamol, sülfat, 

propil paraben, asefilin 

piperazin, bromheksin 

hidroklorür 

C18 HPLC Asetonitril, 

potasyum 

dihidrojen fosfat 

(60:40),(50:50) 

UV [183] 

İlaç 

preparatla

rı 

Artemether, propil 

paraben 

C18 HPLC Asetonitril, 

potasyum fosfat 

tamponu (30:70) 

UV [184] 

İlaç 

preparatla

rı 

Domperidon, propil 

paraben 

C8 HPLC Amonyum asetat 

tamponu, 

metanol 

(40:60) 

UV [185] 

Şurup Guaifenesin, teofilin, 

propil paraben, 

sodyumbenzoat, 

difenhidramin 

hidroklorür 

C18 HPLC Potasyum 

dihidrojen fosfat, 

asetonitril 

(60:40) 

UV [186] 

İlaç 

preparatla

rı 

Ranitidin, propil 

paraben 

C18 HPLC Amonyum 

asetat, asetonitril, 

metanol 

UV [187] 

İlaç 

preparatla

rı 

Ketoprofen, propil 

paraben, ketoprofen-3-

asetil benzofenon,    

2-(3-karboksi-fenil) 

propiyonik asit 

C18 HPLC Asetonitril, su, 

fosfat tamponu 

(40:58:2) 

UV [188] 
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Çizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri (devamı) 

Şurup S-karboksimetil-L-

sistein 

ODS HPLC Asetonitril, 

metanol, su 

(120:280:600) 

UV [189] 

İlaç 

preparatla

rı 

P-hidroksi benzoik 

asit, etil paraben,  

propil paraben 

C18 HPLC Potasyum fosfat 

tampon, metanol 

(47.5:52.5) 

UV [190] 

İlaç 

preparatla

rı 

İndinavir,  potasyum 

sorbat, propil paraben 

C8 HPLC Asetonitril, sitrat 

tamponu(20:80) 

UV [191] 

 

İlaç 

preparatla

rı 

 

Metronidazol benzoat, 

propil paraben 

C18 HPLC Metanol, su 

(50:50) 

UV [192] 

İlaç 

preparatla

rı 

Propil paraben,       

sinkokain hidroklorür 

C18 HPLC Asetonitril, 

sodyum asetat 

trihidrat(45:55) 

UV [193] 

İlaç 

preparatla

rı 

Timerosal, propil 

paraben 

C18 HPLC Metanol, fosforik 

asit(59:41) 

Amperome

tri 

[194] 

İlaç 

preparatla

rı 

Parabenler, ketoprofen C18 HPLC _ UV [195] 

 

 

 

 

Çizelge 2. 6 Propil parabenin HPLC ile analizleri 

 

Örnek Diğer madde Kolon Yöntem Hareketli Faz Dedektör Kaynak 

Şurup Pizotifen, 

metil paraben 

C18 HPLC Asetonitril, 

tetrahidrofuran, 

potasyum 

dihidrojenfosfat 

(38:1.5:62) 

UV [196] 

İlaç 

prepar

atları 

Sodyum metil paraben, 

ketorolak trometamin 

C18 HPLC Trietilamin tamponu, 

tetrahidrofuran, 

metanol (665:35:300) 

UV [297] 

Şurup Parasetamol 

psödoefedrin, 

triprolidin, metil 

paraben, sodyumbenzoat  

p-aminofenol, triprolidin 

z-izomer,                

4-hidroksibenzoik asit 

C18 HPLC Sodyum dihidrojen 

fosfat, asetonitril 

(90:10),(60:40) 

UV [198] 

 



  

24 
  

Çizelge 2. 6 Propil parabenin HPLC ile analizleri (devamı) 

  

İlaç 

prepar

atları 

Metil paraben, metil 

paraben sodyum, propil 

paraben sodyum 

C18 HPLC Asetat tamponu, 

asetonitril (20:80) 

asetat tamponu, 

metanol(18:82) 

UV [199] 

Şurup Sodyum benzoat, etil 

paraben, metil paraben 

C18 HPLC Asetonitril,  

asetat tamponu 

(35:65) 

_ [200] 

İlaç 

prepar

atları 

Metil paraben, sodyum 

benzoat, granisetron 

hidroklorür, 4-hidroksi 

benzoik asit 

C18 HPLC Asetonitril,  

potasyum dihidrojen 

fosfat 

DAD [201] 

İlaç 

prepar

atları 

2-fenoksietanol, etil 

paraben, metil paraben 

C8 HPLC Asetonitril, 

tetrahidrofuran, 

su(21:13:66) 

UV [202] 

Nistati

n 

Süspan

siyon 

Sodyum benzoat, metil 

paraben 

C18 HPLC Asetonitril,  

asetat tamponu 

(35:65) 

DAD [203] 

İlaç 

prepar

atları 

Domperidon, sorbik asit, C8 HPLC Fosfat tamponu, 

metanol (40:60) 

UV [204] 

İlaç 

prepar

atları 

Triamsinolon asetonid, 

metil paraben 

F5 HPLC Asetonitril, su 

(45:55) 

UV [205] 

Şurup Guaifenesin, salbutamol 

sülfat, metil paraben, 

asefilin piperazin, 

bromheksin hidroklorür 

C18 HPLC Asetonitril, potasyum 

dihidrojen fosfat 

(60:40),(50:50) 

UV [206] 

İlaç 

prepar

atları 

Artemether, metil 

paraben 

C18 HPLC Asetonitril, potasyum 

fosfat 

tamponu(30:70) 

UV [207] 

İlaç 

prepar

atları 

Domperidon, metil 

paraben 

C8 HPLC Amonyum asetat 

tamponu, metanol 

(40:60) 

UV [208] 

Şurup Guaifenesin, teofilin, 

metil paraben, 

sodyumbenzoat, 

difenhidramin 

hidroklorür 

C18 HPLC Potasyum dihidrojen 

fosfat, asetonitril 

(60:40) 

UV [209] 

 

İlaç 

prepar

atları 

Ranitidin, metil paraben C18 HPLC Amonyum asetat, 

asetonitril, metanol 

UV [210] 

İlaç 

prepar

atları 

P-hidroksi benzoik asit, 

etil paraben, metil 

paraben 

C18 HPLC Potasyum fosfat 

tamponu, metanol  

(47.5:52.5) 

UV [211] 

İlaç 

prepar

atları 

Estradiol, estron, metil 

paraben 

C18 HPLC Asetonitril, metanol, 

su (23:24:53) 

 

UV [212] 
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Çizelge 2. 6 Propil parabenin HPLC ile analizleri (devamı) 

İlaç 

prepar

atları 

Metronidazol benzoat, 

metil paraben 

C18 HPLC Metanol, su (50:50) UV [213] 

İlaç 

prepar

atları 

İndinavir, potasyum 

sorbat, metil paraben 

C8 HPLC Asetonitril, 

asetonitril: sitrat 

tamponu (20:80) 

UV [214] 

İlaç 

prepar

atları 

Timerosal, metil 

paraben 

C18 HPLC Metanol,  

fosforik asit 

(59:41) 

Elektro  

 

[215] 

 

Çizelge 2. 7 Metil paraben ve Propil parabenin diğer yöntemlerle analizleri 

Örnek Maddeler Analiz yöntemi Kaynak 

Yapıştırıcı Parabenler GC-MS [216] 

Kozmetik 

numuneleri 

Metil parabenj Voltametri [217] 

Su numuneleri 

ve bitkisel 

içecekler 

12 katkı maddesi GC-MS [218] 

İçecek 

numuneleri 

Metil-etil-butil- propil paraben LLME [219] 

Kozmetik 

numuneleri 

Parabenler LLME-GC [220] 

İlaç preparatları, 

idrar numunesi 

Metil paraben Voltametri [221] 

Kozmetik 

numuneleri 

Propil paraben Voltametri [222] 

Kozmetik 

Ürünleri 

Metil-,etil-, propil-, butil -paraben CE [223] 

Kozmetik 

Ürünleri 

Metil paraben, etil paraben, propil paraben 

butil paraben, fenol, fenoksietanol, 

resorsinol 

Misel 

elektrokinetik 

kromatografi 

yönt. 

[224] 

Gıda, kozmetik 

ve su 

Metil-, etil-, propil paraben ve butil paraben GC [225] 

Kozmetik 

ürünleri 

Metil-etil-butil-isobutil paraben, 

dehidroasetik-sorbik- salisilik- benzoik-    

p- hidroksibenzoik asit 

CE [226] 

Ev tozu örneği Metil-, propil-paraben GC [227] 

Kanalizasyon 

suyu 

örneklerinde 

Altı paraben GC [228] 

Yüz tonikleri Metil-, etil-, propil- ve butil-paraben GC [229] 

Tatlandırıcılar Paraben çeşitleri CE [230] 

Gıda örnekleri Metil-, etil-, propil- butil- paraben LLME [231] 
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Çizelge 2. 7 Metil paraben ve Propil parabenin diğer yöntemlerle analizleri (devamı) 

İnsan göğüs 

kanser dokusu 

Metil-, etil-, propil- ve butil-paraben GC [232] 

Kozmetik 

ürünleri 

Metil-, etil-, propil- paraben GC [233] 

Kozmetik 

ürünleri 

Parabenler GC [234] 

Soya sosları Metil-,etil-, propil-, butil -paraben CE [235] 

Kozmetik 

ürünleri 

Metil-, etil-, propil- paraben Elektroanalitik [236] 

Kozmetik 

ürünleri 

Metil- etil-izopropil- propil- n- bütil 

paraben 

GC [237] 

Farmasötik 

formülasyonlard

a 

Metil- etil-propil-butil paraben IMS, SPME [238] 

İlaç preparatları Metil paraben, propil paraben, diprofilin Kemometri- UV 

Spektrofotometri 

[239] 

İlaç preparatları Metil paraben, propil paraben, salbutamol 

sülfat 

Spektrofotometri

-Kemometri 

[240] 

Su örnekleri Metil-, etil-, propil-, bütil- ,benzil- paraben GC [241] 

Çocuk şurupları Parabenler, benzoik asit UV 

spektrofotometri 

[242] 

Çevre ya da su 

sistemlerinde 

Metil-etil- propil paraben Elektrokimyasal, 

voltametri, 

kronoamparemet

ri 

[243] 

Gıda örnekleri Metil-etil- propil paraben Akış enjeksiyon- 

kemilüminesans 

[244] 

İnsan parmak 

deri yüzeyinde 

Metil-,etil-propil paraben GC [245] 

Nazal 

solüsyonlar 

Metil paraben, difenhidramin, nafazolin Spektrofotometri

-Kemometri 

[246] 

Ev tipi kullanım 

için kağıt 

ekstreleri 

Propil paraben, 4-tert-oktilfenol,                 

4-nonilfenoller, di-n-bütil 

GC [247] 
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Çizelge 2. 7 Metil paraben ve Propil parabenin diğer yöntemlerle analizleri (devamı) 

Oftalmik 

solüsyonlar 

Metil paraben, kloramfenikol, antipirin, 

timerosal 

Spektrofotometri

-Kemometri 

[248] 

Farmasötik 

preparatlarda 

Metil paraben Spektroflorimetri [249] 

Sıvı gıdalarda; 

sirke, soya sosu, 

turşu baharat vb 

Metil-etil paraben,  sorbik-dehidroasetik-

benzoik asit 

GC [250] 

Kozmetik 

ürünlerde 

Parabenler, imidazolidinil, üre CE [251] 

Gıda ve 

farmasötik 

formülasyonların 

Metil-propil paraben benzoik-sorbik asit TLC [252] 

Gıda, alkolsüz 

içecekler 

Metil paraben Fluoresans 

spektroskopisi 

[253] 

Sıvı ürünler Parabenler TLC [254] 
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2.3.7 Ponso 4R  

2.3.7.1 Özellikleri 

Kapalı formülü: C20H11N2Na3O10S3 

Yapısal formülü: 

 

 
 

 

Kimyasal adı: 3 sodyum (8Z)-7-okso-8-[(4-sulfanato naftalin-1-yl)hidrazin yilid] 

naftalen-1,3-disülfanato. 

Renk ve görünüş: Kırmızı toz. 

Molekül ağırlığı: 604,4 g/mol. 

E kodu: 124. 

Çözünürlüğü: Su içinde çözünür [255]. 

2.3.7.2 Farmakolojik Etkisi 

Ponso 4R  çeşitli gıdalarda kullanılabilir kırmızı bir azo boyadır 

ve genellikle petroldeki  aromatik hidrokarbonlardan  sentezlenir. Gıda, ilaç, kozmetik, 

temizlik ürünleri, renkli taş, oyun hamuru  vb insanla temas eden birçok ürünün 

renklendirilmesinde kullanılır. Kabul  edilebilir günlük alım miktarı vücut ağırlığı 

üzerinden 4 mg/kg’dır. Hayvanlarda kanserojen etkili, insanlarda ise astım ve aspirin 

alerjisi olanlarda kötü reaksiyon yapabilir. Amerika ve Norveç'te yasaklanmıştır. Ayrıca 

küçük çocuklarda hiperaktiviteye sebep verdiği ortaya çıkmıştır [256]. 
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2.3.7.3 Miktar Tayin Yöntemleri 

Ponso 4R en çok gıda örneklerinde analiz edilmiştir. HPLC yanında spektrofotometrik ve 

elektroanalitik tekniklerde tercih edilmiştir. Ponso 4R’nin HPLC ile analizleri Çizelge 2. 

8, diğer yöntemlerle analizleri Çizelge 2. 9’da verilmiştir. 

 

Çizelge 2. 8 Ponso 4R’nin HPLC ile analizleri 

Örnek Diğer madde Kolon Yöntem Hareketli Faz Dedektör Kaynak 

Gıda 

numunesi 

Amaranti, sunset 

allura kırmızı, 

eritrosin,          

kırmızı 2G, 

karmosin 

C18 HPLC Asetat tamponu, 

asetonitril 

(40: 60) 

DAD [257] 

Gıda 

numunesi 

Amaranti, sunset 

sarı, allura 

kırmızı, eritrosin, 

parlak mavi, 

indigotin, 

tartrazin, kuinolin 

sarı, azorubin 

C18 HPLC Amonyum 

asetat, metanol 

DAD 

MS 

[258] 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, sunset 

sarı, parlak mavi, 

amaranti 

C18 HPLC Asetat tamponu, 

metanol         

(15:85-50:50) 

 

UV [259] 

Kırmızı 

şarap 

Asesülfam K 

sodyum siklamat, 

sodyum sakarin, 

tartrazin, amarant,      

sunset sarısı,           

parlak mavi 

C18 UPLC Amonyum 

asetat, metanol, 

asetonitril 

MS [260] 

Jöle, 

sakızlı 

şeker 

Tartrazin, amaran, 

sunset parlak 

mavi, eritrosin, 

patent mavisi, 

indigo, karmin 

C18 UPLC Amonyum 

asetat, metanol, 

asetonitril 

DAD [261] 

Alkolsüz 

içecek 

Allura kırmızı - HPLC - - [262] 

Alkolsüz 

içecek 

Karmosin C18 HPLC Tetrabutilamony

um hidrojen 

sülfat-fosfat 

tamponu-

metanol (50:50 ) 

DAD [263] 
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Çizelge 2. 8 Ponso 4R’nin HPLC ile analizleri (devamı) 

Gıda 

numunesi 

Azorubin, amaran, 

allura kırmızısı,  

azokarmin, 

kırmızı 2G,sunset, 

tartrazin, kuinolin 

sarı, turuncu II, 

indigo 

C8 HPLC Asetonitril, 

sodyum asetat 

tamponu 

DAD [264] 

İçecek Allura kırmızı C18 HPLC - DAD [265] 

Alkolsüz 

içecek 

Tartrazin, 

amarant, sunset 

sarısı, allura 

kırmızısı, eritrosin 

C18 HPLC Amonyum 

asetat, metanol, 

asetonitril 

UV [266] 

Kozmetik 

ürünleri 

Tartrazin, 

amarant, sunset 

sarısı, allura 

kırmızısı, parlak 

mavi, turuncu I 

T3 UPLC Asetonitril, su MS [267] 

Hayvan 

yemleri 

Sunset sarı, allura 

kırmızı, eritrosin, 

kırmızı 2G,ponzo 

ksilidin, turuncu II 

T3 HPLC Etanol, amonyak, 

su 

(80:1:19) 

DAD 

MS 

[268] 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, 

indigotin, sunset, 

allura kırmızı, 

karmosin, kuinolin 

sarı, parlak mavi 

C8 HPLC TritonX100-

fosfat tamponu 

UV [269] 

Gıda 

numunesi 

17 katkı maddesi C18 HPLC Asetonitril, 

metanol (10:90) 

DAD [270] 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, sunset 

sarısı, kuinolin 

sarı, parlak mavi, 

allura kırmızısı, 

indigo karmin, 

karmosin 

C8 HPLC Fosfat tamponu UV [271] 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, sunset, 

allura kırmızı, 

parlak mavi 

C18 HPLC Amonyum 

asetat, asetonitril 

(95:5-35:65) 

DAD [272] 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, sunset, 

amaranti, parlak 

mavi 

C18 HPLC Metanol, su,        

asetat tamponu 

_ [273] 

İçecek, 

şekerleme 

40 katkı maddesi C18 HPLC Amonyum 

asetat, metanol, 

asetonitril 

DAD [274] 

Gıda 

numunesi 

13 katkı maddesi C18 HPLC Asetonitril, 

metanol 

(20:80) 

DAD [275] 
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Çizelge 2. 8 Ponso 4R’nin HPLC ile analizleri (devamı) 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, allura 

kırmızı 

C18 HPLC Asetonitril, 

metanol 

distile su 

(55:20:10) 

DAD [276] 

Alkolsüz 

içecek 

Yapay tatlandırıcı, 

koruyucu 

C18 HPLC Fosfat tamponu, 

metanol 

UV [277] 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, amarant 

kırmızısı, sunset 

C18 HPLC Asetat tamponu, 

metanol 

DAD 

MS 

[278] 

Alkolsüz 

içecek 

Tartrazin, kuinolin 

sarı, azoburin, 

C18 HPLC Metanol, 

amonyum asetat 

UV [279] 

Alkolsüz 

içecek 

Tartrazin, sunset, 

parlak mavi, 

amaranti, kokain, 

patent mavi, 

eflatun 

C18 IP-RP-

HPLC-

Spektrofoto

metri 

_ UV [280] 

Gıda 

numunesi 

14 katkı maddesi C18 HPLC Asetat tamponu, 

asetonitril 

DAD [281] 

Gıda 

numunesi 

Tartrazin, sunset, 

parlak mavi, 

amaranti, kokain, 

allura kırmızısı, 

turuncu I, II 

C18 IPC Trietilamin,  

metanol 

DAD 

MS 

[282] 

Meyve 

suyu 

Tartrazin, amarant 

kırmızısı, sakarin,  

benzoik -sorbik 

asit, sunset sarı, 

parlak mavi 

C18 HPLC Metanol, 

amonyum asetat 

DAD [283] 

Gıda 

numunesi 

Sunset, karminik 

asit, karmosin, 

amaranti, eritrosin 

C18 HPLC Metanol, fosfat 

tamponu 

UV [284] 

 

 

Çizelge 2. 9 Ponso 4R’nin diğer yöntemlerle ile analizleri 

Örnek Maddeler Analiz yöntemi Kaynak 

Gıda numunesi Amarant,tartrazin, sunset sarısı,       

parlak mavi 

TLC [285] 

Gıda numunesi Sunset sarısı Florometri [286] 

Gıda numunesi _ Voltametri [287] 

Alkolsüz içecek Tartrazin Elektrokimyasal [288] 

Alkolsüz içecek Karmosin 

 

 

 

 

Spektrofotometri [289] 

Alkolsüz içecek Allura kırmızısı 

 

 

 

 

Spektrofotometri [290] 
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Çizelge 2. 9 Ponso 4R’nin diğer yöntemlerle ile analizleri (devamı) 

Alkolsüz içecek, gıda 

numunesi 

Allura kırmızısı Elektrokimyasal [291] 

Alkolsüz içecek _ Elektrokimyasal [292] 

Alkolsüz içecek Azorubin Polarografi-IIC [293] 

Alkolsüz içecek Allura kırmızısı Elektrokimyasal [294] 

Gıda numunesi Amaranth Florometri [295] 

Gıda numunesi Amarant,tartrazin, sunset sarısı,       

parlak mavi 

Spektrofotometri

Kemometri 

[296] 

Gıda numunesi Karmosin Spektrofotometri [297] 

Gıda numunesi Karmosin, azorubin, amaranti, 

allura kırmızısı,kokain 

Elektrokimyasal [298] 

Gıda numunesi Karmosin, amarant, kırmızı 2G CE [299] 

Toz içecek Karmosin,          sunset sarısı,         

patent mavisi 

Spektrofotometri [300] 

Gıda numunesi, kozmetik 

ürünleri 

Allura kırmızısı, tartrazin, 

turuncu II 

ESI-MS [301] 

Alkolsüz içecek Karmosin, allura kırmızısı Polarografi [302] 

İçecek Sunset sarısı, tartrazin Spektrofotometri [303] 

Gıda numunesi İndigotin Spektrofotometri [304] 

Dondurma Sunset sarısı, karmosin CE [305] 

Gıda numunesi Sunset sarısı Spektrofotometri [306] 

Gıda numunesi Tartrazin Spektrofotometri [307] 

Alkolsüz içecek Azorubin,allura kırmızı Polarografi [308] 

Gıda numunesi, kozmetik 

ürünleri 

_ Spektrofotometri [309] 

Toz içecek Antosiyanin Spektrofotometri [310] 

Gıda numunesi Tartrazin,sunset sarısı Spektrofotometri [311] 

Gıda numunesi Azorubin,parlak mavi,          

sunset sarısı, tartrazin 

TLC [312] 

İçecek Tartrazin,sunset sarısı Spektrofotometri [313] 

Jelatin tozu Sunset sarısı Spektrofotometri [314] 
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2.3.8 Sakarin 

2.3.8.1 Özellikleri 

Kapalı formülü: C7H5NO3S 

 

Yapısal formülü: 
 

 
 

Kimyasal adı: 1,1-Diokso-1,2-benzotiyazol-3-on. 

Diğer adı: Benzoik sülfinit 

Molekül ağırlığı: 183,1 g/mol. 

Erime Noktası: 228-229 °C. 

Renk ve Görünüş: Beyaz kristal katı. 

Çözünürlüğü: Su, etanol, aseton içinde çözünür, kloroform ve eter içinde az çözünür.  

 

2.3.8.2 Farmakolojik Etkisi 

Temel maddesi benzoik sülfinit olan sakarin, sakarozdan daha tatlı olup, izne bağlı olarak 

içki, şekerleme, ilaç ve diş macunu gibi ürünlerde tat vermek için kullanılır. Raf ömrü 

gıda maddelerinde 6 ay gibi kısayken, ilaçlarda 2 yıl kadardır. Kullananlarda ender olarak 

ışığa karşı duyarlılık artışı ve alerjik reaksiyonlar görülebilir. Yüksek dozda sakarin 

alımının hayvanlarda üriner sistem tümörlerine neden olduğu ortaya çıkınca insanlarda 

sakarin kullanımının kanser ile ilişkisi olabileceği riski nedeniyle kullanımı kısıtlanmıştır. 

Günlük maksimum alınabilecek miktar kg başına günde 2, 5 mg’ dır [315].  

2.3.8.3 Miktar Tayin Yöntemleri 

Sakarin içecek başta olmak üzere birçok gıda örneğinde çok çeşitli yöntemlerle tayin 

edilmiştir. Bu yöntemler arasında HPLC yanında elektroforez, akışa enjeksiyon, 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Alerji
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kemometri gibi teknikler yer almaktadır. Sakarinin HPLC ile analizleri Çizelge 2. 10’da, 

diğer yöntemlerle analizleri Çizelge 2.11’de verilmiştir. 

Çizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri 

Örnek Diğer madde Kolon Yöntem Hareketli  Faz Dedektör Kaynak 

Yoğurt Aspartam,    

benzoik –sorbik 

asit natamisin 

C18 LC Amonyum  

asetat tamponu, 

asetonitril 

UV [316] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam K 

aspartam, dulcin, 

siklamat, neotam, 

glisirizik asit, 

neohesperidin 

dihidrokalkon, 

sukraloz, steviosit 

Fenil LC Amonyum 

asetat, metanol, 

su 

MS [317] 

İçecek _ C18 HPLC Metanol,H3PO4 FLD [318] 

Süt tozu Benzoik -sorbik 

asit, aspartam 

natamisin,  

lizozim, 

C18 HPLC Amonyum 

sülfat, 

asetonitril 

DAD [319] 

Diyet 

ürünleri, 

içecek 

Aspartam, sitrik 

asit, sodyum 

benzoat 

asesülfamK 

C18 HPLC Metanol, su DAD-UV [320] 

Atık Asesülfam, 

neohesperidin 

dihidrokalkon, 

sukraloz, siklamat 

C18 SPE-LC Metanol, su, 

amonyum 

asetat 

MS [321] 

Atık su 

numunesi 

Aspartam, alitam 

neotam, siklamat, 

asesülfam, 

neohesperidin 

dihidrokalkon, 

Silika HILIC Amonyum 

format, 

metanol, 

asetonitril 

(15:10:75) 

MS [322] 

İçecek Aspartam, 

asesülfam K, 

benzoik asit, 

tartrazin,sunset 

C18 HPLC Metanol, 

amonyum 

asetat (30:70) 

DAD [323] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam, alitam, 

aspartam, siklamik 

asit, neotam, 

PHBA-Me-Et, 

PHBA-iPr -Pr -

iBu, -Bu 

Fenil SPE-LC Asetat 

tamponu, 

asetonitril 

MS [324] 
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Çizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri (devamı) 

Şarap Asesülfam, kafein, 

aspartam, neotam 

benzoik- sorbik-

steviosit 

dehidroasetik asit, 

C18 SPE-HPLC Trifloroasetik 

asit, asetonitril 

UV [325] 

İçecek Asesülfam K, 

aspartam, sorbik -

benzoik asit 

C18 HPLC Fosfat 

tamponu, 

asetonitril 

DAD [326] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam K, 

siklamat, alitam, 

aspartam, neotam, 

sukraloz, dulcin, 

neohesperidin 

dihidrokalkon 

C18 HPLC Metanol, aseton MS [327] 

İçecek AsesülfamK 

aspartam, kafein 

C18 HPLC Etanol, fosfat 

tamponu 

UV [328] 

İçecek 14 katkı maddesi C18 HPLC Asetonitril,  

metanol 

DAD [329] 

Şarap Asesülfam, kafein, 

neotam, aspartam, 

steviosit  

benzoik – sorbik 

dehidroasetik asit 

_ HPLC Asetonitril, 

trifloroasetik 

asit 

_ [330] 

Sos Asesülfam K, 

benzoik-sorbik 

dehidroasetik asit, 

aspartam, metil-, 

propil-etil paraben 

_ HPLC _ DAD [331] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam K, 

sodyum benzoat, 

potasyum sorbat 

C18 HPLC Metanol, 

amonyum 

asetat (30:70) 

DAD [332] 

Kırmızı 

şarap 

Asesülfam, 

neotam, sodyum 

siklamat, steviosit 

aspartam,  benzoik 

–sorbik 

dehidroasetik asit 

CTO-

20AC 

SPE-UFLC Asetonitril, 

trifloroasetik 

asit, su 

MS [333] 

Su 

numunesi 

Aspartam, 

asesülfam, 

sukraloz, siklamat, 

alitam, neotam, 

neohesperidin 

dihidrokalkon 

C18 LC _ MS [334] 
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Çizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri (devamı) 

 

Su 

numunesi 

Asesülfam, 

siklamatsukraloz 

C18 SPE-LC Amonyum 

asetat, su, 

metanol 

MS [335] 

 

Su 

numunesi 

Asesülfam, 

siklamat, neotam, 

neohesperidin 

dihidrokalkon, 

sukraloz 

 

C18 

 

LC 

 

_ 

 

MS 

 

[336] 

Gıda 

numunesi, 

içecek 

Asesülfam K, 

kafein, benzoik-

sorbik asit 

C18 FID-HPLC Asetonitril, 

metanol 

UV [337] 

Gıda 

numunesi, 

içecek 

Asesülfam, 

aspartam, sodyum 

siklamat 

C18 HPLC Metanol, su DAD [338] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam K, 

aspartam, alitam, 

siklamat, dulcin, 

neotam, 

neohesperidin 

dihidrokalkon 

C18 SPE-HPLC Metanol 

tamponu, 

aseton 

MS [339] 

Şarap Benzoik-sorbik 

asit 

C18 HPLC Metanol, 

amonyum 

asetat 

UV [340] 

İçecek Benzoik-sorbik 

asit, kafein 

C18 HPLC KH2PO4,H3PO4 UV [341] 

Su 

numunesi 

Asesülfam, 

siklamat, sukraloz 

C8 LC-ESI Metanol, 

amonyum 

asetat, su 

MS [342] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam K, 

alitam, aspartam, 

siklamik asit, 

dulcin, neotam, 

sukraloz, 

neohesperidin 

_ HPLC _ _ [343] 

Gıda 

numunesi 

Aspartam, alitam 

asesülfam 

neotamsukraloz, 

siklamat,  steviosit 

C18 HPLC Metanol     

tamponu, 

aseton 

ESI-MS [344] 

Gıda 

numunesi 

Aspartam, 

asesülfam K, 

neotam siklamik 

asit, alitam, 

dulcin, 

neohesperidin 

dihidrokalkon, 

_ HPLC _ ELSD [345] 
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Çizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri (devamı) 

İlaç 

preparatları 

Sodyum benzoat, 

orsiprenalin, 

klobutinol 

C18 LC Potasyum 

dihidrojen 

fosfat, 

asetonitril(55:4

5) 

UV [346] 

Gıda 

numunesi 

Sorbik-benzoik 

asit, PHBA-

Et,Pr,isoBu,Bu, 

isoPr 

ODS-

80Ts 

HPLC- LC-

ESI 

Amonyum 

asetat, 

asetonitril 

(8:2),(6:4) 

MS [347] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam, alitam, 

neotam aspartam 

dulcin, siklamik 

asit, neohesperidin 

dihidrokalkon, 

C18 HPLC Metanol, 

tamponu, 

aseton 

ELSD [348] 

Gıda 

numunesi 

_ C18 HPLC K2HPO4 

tamponu, 

asetonitril 

UV [349] 

 

İçecek 

Asesülfam K,  

alfa-aspartam, 

vanilin, sorbik 

asit, benzoik asit 

 

C18 

 

HPLC 

Amonyum 

asetat, 

asetonitril 

 

 

UV 

 

[350] 

Gıda 

numunesi 

Asesülfam K, 

sukraloz, siklamat, 

aspartam, 

glisirizik asit, 

steviosit, 

rebaudiosit 

C18 LC Dibutil 

amonyum 

asetat, 

asetonitril, su 

MS [351] 

Gıda 

numunesi 

Kafein,furfural, 

sodyum benzoat 

(5-hidroksimetil) 

furfural,glikoz 

fruktoz,sitrik -

askorbik asit 

_ HPLC _ _ [352] 

Meyve 

suyu 

Tartrazin,amarant,

benzoik asit   

ponzo 4R,sunset 

sarısı,parlak mavi 

C18 HPLC Metanol,  

amonyum 

asetat 

DAD [353] 

 

 

 

 

 

 



  

38 
  

Çizelge 2. 11 Sakarinin diğer yöntemlerle analizleri 

Örnek Diğer madde Analiz yöntemi Kaynak 

İlaç preparatları Sitrik asit, manitol, siklamat, butil 

hidroksi toluen 

NMR [354] 

Gıda numunesi Aspartam, siklamat, asesülfam 

potasyum 

CE [355] 

İlaç preparatları Karbamazepin FTIR [356] 

Limon çayı numunesi Aspartam, siklamat,  asesülfam K CZE [357] 

İlaç preparatları ve gıda 

numunesi 

Aspartam, asesülfam sodyum 

siklamat 

FTIR-EI-MS [358] 

Gıda numunesi _ IC [359] 

Alkolsüz içecek Aspartam, asesülfam, siklamat CE [360] 

Gıda numunesi _ Potansiyometri [361] 

Tatlandırıcılar Sodyum siklamat, metil paraben 

aspartam, benzoik ve sitrik asit 

Kemometri-

spektrofotometri 

[362] 

Gıda numunesi Asesülfam K,sodyum siklamat Kemometri-

spektrofotometri 

[363] 

Gıda numunesi Aspartam, asesülfamK  Spektrofotometri [364] 

Gıda numunesi Aspartam, asesülfamK  Akış enjeksiyon [365] 

Gıda numunesi _ Potansiyometri [366] 

Tatlandırıcılar Aspartam Spektrofotometri

-CZE 

[367] 

Tatlandırıcılar, meyve 

suyu tozları 

Asesülfam K Spektrofotometri [368] 

Diyet ürünleri _ Amperometri [369] 

Gıda numuneleri, 

kozmetik ürünleri 

Asesülfam, metil-etil-butil-propil 

paraben, propil galat, butil hidroksi 

anisol 

Akış enjeksiyon [370] 

Gargara Florür, klorür, sorbik asit, sülfat, 

fosfat, monoflorofosfat, gliserofosfat 

İyon 

kromatografi 

[371] 

Tatlandırıcılar Siklamat, steviosit Spektrometri [372] 

Tatlandırıcılar, içecekler Aspartam Spektrometri [373] 

İlaç preparatları _ HPTLC [374] 

Tatlandırıcılar _ Potansiyometri [375] 

Gıda numuneleri, 

içecekler 

Aspartam, sodyum siklamat, 

asesülfam K 

IC [376] 

İçecek Diazepam,  fenobarbiton TLC [377] 

Tatlandırıcılar _ Spektrometri [378] 

Tatlandırıcılar Sodyum siklamat Kemometri-

spektrofotometri 

[379] 

İçecek _ Voltametri [380] 

Diyet ürünleri _ Spektrofotometri [381] 

Tatlandırıcılar _ Potansiyometri [382] 

İlaç preparatları, 

Gıda numuneleri 

Aspartam, asesülfam, benzoik asit, 

sorbik asit, kafein, teobromin, teofilin 

IC [383] 

Meyve _ MEKC [384] 

Tatlandırıcılar Asesülfam K,siklamat Elektrokimyasal [385] 

Tatlandırıcılar _ Potansiyometri [386] 
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2. 4 Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve 

sakarinin çeşitli kombinasyonlar halinde tayin yöntemleri 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin bir 

arada çeşitli kombinasyonlar halinde kromatografik ve spektrofotometrik yöntemlerle 

tayin edilmiştir. Yapılan araştırmalar sonucunda hiçbir altılı bir arada tayin yöntemine 

rastlanmamıştır. İlgili çalışmalar Çizelge 2.12’de verilmiştir. 
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Çizelge 2. 12 Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R 

ve sakarinin çeşitli kombinasyonlar halinde tayin yöntemleri 



  

41 
  

Çizelge 2. 12 Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R 

ve sakarinin çeşitli kombinasyonlar halinde tayin yöntemleri (devamı) 
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2.5 Deneysel Tasarım [390- 393] 

2.5.1 Tanımı ve Önemi 

Analitik kimyacı sürekli olarak çeşitli nedenlerle birçok deney gerçekleştirir. Son yıllarda 

analistler yaptıkları deneylerden başarılı sonuçlar elde edebilmek için deneyleri 

sistematik olarak tasarlama ihtiyacı duymuşlar ve bunun içinde istatistiksel ve 

kemometrik yöntemlerden yararlanmışlardır.  

 

Deneysel tasarım, deney koşullarını etkileyecek faktörlerin seviyelerinin sistematik bir 

şekilde değiştirilmesi ile ölçülen cevaptaki değişimin gözlenmesi ve yorumlanması 

amacıyla kullanılan istatistiksel bir tekniktir. Burada, bir deneyden elde edilen sonuçları 

etkileyen herhangi bir deneysel koşul, faktör olarak adlandırılır. Faktörler, araştırmacı 

tarafından kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen olmak üzere ikiye ayrılır. Örneğin; 

bir çözeltinin saklama koşulları araştırmacı tarafından değiştirilebildiği için bu tür bir 

faktör kontrol edilebilirken, rastgele örnekleme içeren bir faktör, araştırmacı tarafından 

kontrol edilemeyen bir faktördür. Sayısal bir değer verilmediğinden bu faktörlerin her 

ikisine de nitel faktörler denir. Sayısal olarak düzenlenebilen sıcaklık, pH ve derişim gibi 

faktörler nicel faktörler olarak adlandırılırlar. Bir faktörün aldığı farklı değerler ise seviye 

olarak ifade edilir. 

Bir deneyden doğru sonuçlar elde edebilmek için sonuçları etkileyecek faktörlerin 

belirlenmesi ve mümkünse kontrol edilmesi gerekir. Analitik teknikler çoğu zaman 

maddelerin çok küçük miktarlarının analizi ile ilgilendiğinden, cevabın bağlı olduğu 

faktörlerin sayısal değerleri, elde edilecek cevabın en üst değerde olmasını sağlayacak 

şekilde seçilmelidir. Bu değerlere de optimum değerler denir. 

Deneysel tasarım, özellikle üretim amaçlı olarak proses girdileri ile çıktıları arasındaki 

ilişkileri matematiksel modeller ile ortaya koymaktadır. Bu sayede üretim prosesinin 

çıktısı olan kriterleri en iyi seviyelere ayarlamak için deneme yanılma veya her seferinde 

bir faktörü incelemek yerine bilimsel bir yöntem kullanmamıza olanak sağlamaktadır. Bu 

sayede prosesin kritik parametrelerini olması gereken en optimum seviyeye ayarlama 

olanağına kavuşulabilmektedir.  

Klasik yöntemlerle faktörlerin optimum değerleri, diğer faktörlerin değerleri sabit 

tutulurken incelenmek istenen faktörün değerinin değiştirilmesi yoluyla belirlenmektedir. 
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Bu durumda, çok sayıda faktörün incelenmesi için çok fazla deney yapılması gerekmekte, 

dolayısıyla da tüm bu işlemler zaman almakta ve maliyetli olmaktadır. Deneysel 

tasarımda ise klasik yönteme göre daha az sayıda deney yapılarak daha kısa sürede sonuca 

ulaşabilmek mümkün olmakta ve dolayısıyla maliyet de azalmaktadır. Deneysel tasarımın 

en önemli avantajı ise klasik yöntemlerde faktörlerin yalnızca tek başlarına yarattıkları 

etki incelenebilirken; deneysel tasarımda faktörlerin hem kendi başlarına yarattıkları 

etkinin hem de bu faktörlerin birbirleri ile etkileşimlerinin ve bu etkileşimlerin deney 

sonuçlarına olan etkisinin incelenebilmesidir. Bu sayede daha güvenilir sonuçlar elde 

edilmektedir. Deneysel tasarımın önemi bir örnekle de açıklanabilir. Örnek çalışmada pH 

ve katalizör konsantrasyonunun optimum değerlerinin bulunması için önce deneysel 

tasarım ve optimizasyon yöntemi kullanılmış, işlem sonunda optimum pH 4.4 ve 

optimum katalizör konsantrasyonu 1.0 mM olarak bulunmuştur (Şekil 2.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1 pH ve katalizör konsantrasyonuna bağlı olarak reaksiyon verimindeki değişme 

 

Katalizör konsantrasyonu ve pH klasik yöntem ile optimize edilmek istendiğinde ise 

katalizör konsantrasyonu 2.0 mM’da sabit tutularak pH değiştirilmiş ve optimum pH 3.4 

olarak bulunmuştur (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2 Katalizör konsantrasyonu 2.0 mM’da sabit tutularak bulunan optimum pH 

 

pH= 3.4 optimum olarak bulunduktan sonra pH bu değerde sabit tutularak 

konsantrasyon değiştirilmiştir. Optimum konsantrasyon 1.4 mM olarak bulunmuştur 

(Şekil 2.3). 

Şekil 2.3 pH 3.4’te sabit tutularak bulunan optimum konsantrasyon 

 

Örnek çalışmada deneysel tasarım ve optimizasyon yöntemi ile optimum pH 4.4 ve 

optimum katalizör konsantrasyonu 1.0 mM olarak bulunurken klasik yöntem ile yapılan 
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çalışmalarda optimum pH 3.4 ve optimum konsantrasyon 2.0 mM olarak bulunmuştur. 

Görüldüğü gibi değerler birbirinden oldukça farklıdır. Bu fark, deneysel tasarım 

yönteminde optimum değerlerin bulunması sırasında pH ve konsantrasyon arasındaki 

etkileşim göz önünde bulundurulurken, klasik yöntemde bu etkileşimin göz ardı 

edilmesinden kaynaklanır. 

Deneysel tasarım; tarama, optimizasyon ve modelleme olmak üzere 3 aşamadan oluşur: 

1.Tarama (Screening): Deneysel çalışmalarda sonucu etkileyen önemli faktörleri 

belirlemek amacı ile yapılır. 

2.Optimizasyon: Tarama tasarımları ile belirlenen önemli faktörlerin optimum 

değerlerinin bulunması amacıyla yapılır.   

3.Modelleme: Tarama tasarımı ve optimizasyon sonucu belirlenen faktörlerin etkisi 

matematiksel bir modelle ifade edilir. Böylece deneysel olarak bulunan sonuçların  

yanında, teorik hesaplamalar yoluyla da tahmini sonuçlar elde edilmiş olur. Deneysel 

olarak elde edilen sonuçların, hesaplamalar sonucu elde edilen bu tahmini sonuçlarla 

uyumlu olması beklenir. 

 

2.5.2 Tarama Tasarımları 

Tarama, deneysel tasarımın en önemli basamaklarından biridir. Özellikle  HPLC, AAS 

gibi analitik metotların optimizasyonu çok çeşitli faktörlerden etkilenir. Bu nedenle hangi 

faktörlerin etkili olduğunu anlamak ve son optimizasyon için bunları üç ya da dörde 

indirerek faktör sayısını daraltmak oldukça önemlidir. 

  

Tarama tasarımlarında istatiksel bir yaklaşımla öncelikle az sayıda seviye ile bütün 

faktörler sistematik olarak aynı anda değiştirilir. Bu değişimlerin deney sonuçlarına etkisi 

incelenir. Her bir faktörün etkisi için sayısal değerler elde edilir. Bu değerler 

doğrultusunda deney sonuçlarına gerçekten etki eden faktörler bulunur.  

Tarama aşamasında en çok Faktöriyel Tasarım ve Plackett-Burman tasarımları kullanılır. 
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2.5.2.1 Tam Faktöriyel Tasarım 

 

Faktör sayısının sınırlı olduğu durumlarda oldukça kullanışlı bir yöntemdir. Tipik bir 

deneysel tasarım çalışmasında kaç tane ilgili faktör olduğuna ve her faktör için kaç 

seviyede çalışılacağına karar vermek önemlidir.  Bu tasarımda N faktörü,  K ise seviyeyi 

temsil ve deney sayısı KN formülü ile hesaplanır 

 

İlk adım olarak her faktör için çalışma aralığı belirlenir. Örneğin, alevli AAS ile cam 

seramikte Ti tayininde, Ti sinyali üzerine Na, Al, Mg ve Si sinyallerinin etkisi 

incelendiğinde her element için ppm düzeyinde kabul edilebilir düşük ve yüksek seviyeler 

belirlenir. Ya da bir  kimyasal reaksiyon pH ve sıcaklığa bağlı olarak değişiyorsa pH için 

4 ve 6, sıcaklık için 30 oC ve 60 oC  gibi seviyeler seçilebilir. 

İkinci adım olarak dizayn seçilir.  3 faktörlü 2 seviyeli tasarım Çizelge 2.13’ de 

gösterilmiştir. Burada 2 seviye sayısı (-1 ve +1 olarak kodlanır) 3 ise faktör sayısıdır. 3 

faktör için deney sayısı KN formülünden deney sayısı 8’dir. 

 

Çizelge 2.13  3 Faktör için tam faktöriyel tasarım 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Faktörler   

Deney sayısı X1 X2 X3 Cevap 

1 - - - y1 

2 + - - y2 

3 - + - y3 

4 + + - y4 

5 - - + y5 

6 + - + y6 

7 - + + y7 

8 + + + y8 
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Üçüncü adım olarak ölçülen cevap seçilir.  Bu aşamada ekstraksiyon verimi,  pik alanı, 

sinyal yüksekliği gibi kolaylıkla ölçülebilen cevap elde  etmek önemlidir. 

 

Dördüncü adım olarak kodlanmış değerler yerine faktörlerin gerçek değerleri 

yerleştirilerek deneysel çalışma gerçekleştirilir. Faktörlerin etkisini belirlemek için 

aşağıda verilen doğrusal denklemdeki b katsayıları hesaplanır. 

      y=bX 

Burada b katsayısı; 

            b=(X’X)-1X’y 

Elde edilen cevap ve faktörlerin etkileşimini içeren matematiksel bir model oluşturulur. 

Genellikle kullanılan lineer model aşağıdaki gibidir. 

 

ŷ= b0 + b1x1 + b2x2 + b3x3 +…..+ bN-1xN-1 + bNxN + b12x1x2 + b13x1x3 + b23x2x3 +….+b(N-

1)N xN-1xN 

 

 

Burada , tahmini cevap, b0, ortalama deneysel cevap, b1 – bN , metodun performansını 

etkileyen ve  ana etken olarak adlandırılan, göz önünde tutulan faktörlerin tahmini 

etkilerini ifade eden katsayılar olarak   sembolize edilir.  b12 den b(N-1)N ‘ e kadar olan 

katsayılar ise faktörlerin birbirleriyle etkileşimlerini ifade eder. Böylelikle deneysel 

tasarım faktörlerin birbirleriyle olan etkileşimi ve bu etkileşimlerden hangisinin önemli 

olduğu hakkında bilgi verir. 

 

2.5.2.2 Azaltılmış Faktöriyel Tasarım 

 

Faktör sayısının çok fazla olduğu deneysel çalışmalarda azaltılmış faktöriyel 

tasarımlardan yararlanılır. Örneğin bir kromatografi çalışması örnek hazırlama 

aşamasından (örnek tartımı, çalkalama süresi, sıcaklık, yıkama hacmi, ekstraksiyon 

hacmi, santrifüj zamanı vb.) kromatografik ayırma aşamasına (pH,  sıcaklık, çözücü 

ŷ
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bileşimi, akış hızı, tampon konsantrasyonu, katkı konsantrasyonu, analiz süresi, dalga 

boyu vb.) yaklaşık 50 faktörden etkilenebilir.   

Faktör sayısı artıkça deney sayısı da çok fazla arttığı için birçok durumda faktörler 

arasındaki ikili üçlü ve daha yüksek etkileşimler çok önemli olmayabilir. Bu durumda 

örneğin 6 faktör için 64’den daha az deney yaparak faktörlerin etkileri incelenebilir. 

Gereğinden fazla olan bu deney sayısı tam faktöriyel tasarımın 1/2’si 32 deney 1/4’ü 16 

deney 1/8’i 8 deney olacak şeklinde alınarak azaltılabilir. En çok kullanılan azaltılmış 

faktöriyel tasarım şekli fraksiyonel faktöriyel ve Plackett-Burman tasarımıdır. 

 

2.5.2.2.1 Fraksiyonel Faktöriyel Tasarım 

Bu tasarımda deney sayısı KN-P formülünden hesaplanır. Deney sayısı P sayısı kadar bir 

azalma gösterir ve P sayısı her zaman faktör sayısı olan N’den daha küçük olmalıdır. 

Örneğin P=1 için tasarım yarı fraksiyonlu tasarım adını alır.  

Deneysel tasarımda  genellikle 2 seviye kullanılır (K=2) .Deney sayısı (2 N-P ) faktör 

sayısından(N) büyük olmalıdır. Örneğin 6 faktör için, P=2 alındığında 2(6-2) formülüne 

göre 16 adet deney yapılması gerekmektedir. 2(6-2) fraksiyonel faktöriyel tasarım Çizelge 

2.14’de gösterilmiştir. Burada ilk 4 kolon x1,x2,x3 ve x4 faktörleridir. Eklenen diğer iki 

kolon (p=2) x2,x3,x4 ve x1,x3,x4 faktörlerinin birleştirilmesiyle  oluşturulan x5 ve x6 

faktörleridir. 

Çizelge 2.14  2(6-2)  16 deney için fraksiyonlu faktöriyel tasarım 

No X1 X2 X3 X4 X5 (X2 X3 

X4 ) 

X6 (X1 X3 X4 

) 1 - - - - - - 

2 - - - + + + 

3 - - + - + + 

4 - - + + - - 

5 - + - - + - 

6 - + - + - + 

7 - + + - - + 

8 - + + + + - 

9 + - - - - + 

10 + - - + + - 

11 + - + - + - 
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Çizelge 2.14  2(6-2)  16 deney için fraksiyonlu faktöriyel tasarım (devamı) 

12 + - + + - + 

13 + + - - + + 

14 + + - + - - 

15 + + + - - - 

16 + + + + + + 

 

Fraksiyonel faktöriyel tasarımda deney sayısı azaltılırken bazı faktörler arası etkileşimler 

incelenemez. Belirlenen amaca göre tam faktöriyel veya fraksiyonel faktöriyel tasarım 

kullanılmalıdır. Fraksiyonel faktöriyel tasarımın birçok avantajı olmakla beraber bazı 

eksiklikleri de bulunmaktadır: 

1. Deneysel tasarım sadece iki seviyeli olduğu için parabolik terimler 

incelenememektedir. 

2. Tekrar edilen deneyler olmadığı için hata hesabı yapılamamaktadır. 

3. Deneysel tasarım sadece ikinin katları şeklindedir. 

 

2.5.2.2.2 Plackett-Burman Tasarımı 

Çok sayıda faktörün etkisi incelenmek istendiğinde tam faktöriyel ve fraksiyonel 

faktöriyel tasarım yöntemlerinin pratik olarak uygulanması zorlaşmaktadır. Sadece 

faktörlerin birbirlerinden bağımsız etkileri incelendiğinde, yani faktörler arasındaki 

etkileşimlerin önemli olmadığı durumlarda Plackett-Burman tasarımı pratik olarak 

uygulanabilir. Bu tasarımda geçerli olan deney sayısı, faktör sayısı ve üretici Çizelge 

2.15’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.15 Plackett-Burman tasarımı için üreticiler 

Deney sayısı Faktörler Üretici 

8 7 + + + - + - - 

12 11 + + - + + + - - - + - 

16 15 + + + + - +- ++- - + - - - 

20 19 + + - + + + + - + - + - - - - + + - 

24 23 + + + + + - + - + + - - + + - - + - + - - - - 

 

11 faktör ve 12 deneyi içeren Plackett-Burman tasarımı Çizelge 2.16’da 

gösterilmektedir. 

 

Çizelge 2.16 11 Faktör için Plackett-Burman tasarımı 

 

Bu tasarımın bazı özellikleri vardır: 

 Birinci satır aynı seviyeye sahiptir (-1 veya +1). 

 İkinci satır üretici satırdır. Çizelge 2.15’deki üreticilerden birisi kullanılır. Faktör 

sayısı her zaman tek sayı ve deney sayısı faktör sayısından bir fazladır. 

 Üçüncü satır, ikinci satırın bir yana kaydırılması ile elde edilir (Çizelge 2.16). 
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 Bütün faktörler için yüksek ve düşük seviye sayısı eşittir. Bu da kolonların birbiri ile 

ortogonal (kolonların birbirinden bağımsız) olduğunu gösterir. 

 Plackett-Burman tasarımda faktör sayısı deney sayısından bir düşüktür, 11 faktör için 

12 deney yapmak gerekir. Ancak gerçekte 10 faktör var ise 11.faktör sonuç üzerinde 

herhangi bir etkisi olmayan, rastgele bir faktör seçilir. Bu faktöre “dummy faktör” 

denir. Tasarım tablosuna kesim noktası (b0) ilave edildiğinde kare matris elde edilir. 

Bu durumda b katsayıları aşağıdaki gibi hesaplanabilir: 

b =D-1y 

Tasarım tablosunda kodlanmış değerler kullanıldığında b katsayıları her bir kolon 

ölçülen değerlerle (y) çarpıldıktan sonra deney sayısına bölünerek de hesaplanabilir. 

 

 

2.5.3 Optimizasyon Tasarımları 

Tarama tasarımları, iki seviye ile her bir faktörün etkilerini genel olarak inceleyen 

yöntemlerdir. Tekrarlanan deney sayısı ve parabolik etkileri incelemez. Bazı durumlarda 

faktörler arasındaki etkileşimleri incelemek mümkün değildir. Bu nedenle bu tasarımlar 

ile önemli faktörler belirlendikten sonra detaylı inceleme, yani optimizasyon yapılır. 

Optimizasyonun iki amacı vardır. Birincisi, deneysel sonucu etkileyen faktörlerin 

optimum değerlerini bulmaktır. Örneğin, organik bir sentezde maksimum verimi 

etkileyen faktörlerin veya kromatografik bir ayırmada ayırma gücünü etkileyen 

faktörlerin optimizasyonu gibi. İkincisi ise, her bir faktörün sonuca etkisini gösteren 

matematiksel modelin oluşturulmasıdır. Örneğin, bir ürünün FTIR spektrumu ile ürünün 

özelliği ve üretim prosesi arasında ilişki kurulmasına ihtiyaç duyulabilir. Optimizasyon 

tasarımlarında sadece, tarama tasarımı ile bulunan etkili faktörlerin deney sonuçlarına 

olan etkisi incelenir. Bu aşamada daha fazla seviye ile çalışılır. Tekrarlanan deney sayısı, 

parabolik etkiler ve faktörler arasındaki etkileşimler hesaplanır. 

En yaygın kullanılan optimizasyon tasarımları; merkezi kompozit tasarım, Box-Behnken 

tasarımı, Doehlert tasarımı ve D-optimal tasarımdır. 
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2.5.3.1 Merkezi Kompozit Tasarım 

Merkezi kompozit tasarımda deney sayısı aşağıdaki formüle göre belirlenir: 

                                       Deney sayısı =2k+2k+1       (k: faktör sayısı) 

Formüldeki 2k tam faktöriyel veya fraksiyonlu faktöriyel tasarımdaki deney sayılarını, 2k 

star tasarım deney sayısını ve 1 ise orta seviyedeki deney sayısını gösterir. 2k’daki 

seviyeler (-1) ve (+1), 2k’dakiler ±α, 1’deki ise (0) dır. α değeri dairesel ve ortogonal 

tasarıma göre farklı seviyeler alır. α; dairesel tasarımda ±4√2k, ortogonal tasarımda ise 

±√k formülüne göre hesaplanır. 3 faktör için merkezi kompozit tasarım örneği Çizelge 

2.17’de verilmiştir. 

 

Çizelge 2.17 3 Faktör için merkezi kompozit tasarım 

  Faktörler  

Deney sayısı 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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2.5.3.2 Box-Behnken Tasarımı 

Box-Behnken tasarımı üç ya da daha fazla seviyeye sahiptir ve üç ya da daha fazla faktöre 

sahip problemlere uygulanabilir. Faktöriyel veya ekstremum noktaları yoktur ve bu 

tasarım [2k(k-1) + nc] sayıda noktadan oluşur.  Bu sayı merkezi kompozit tasarıma göre 

daha az, üç faktör için ise Doehlert tasarım ile aynıdır. Box-Benkhen tasarımı, optimum 

değerin faktör aralığı ortasında olduğu bilinen, ikiden daha fazla faktörün bulunduğu 

sistemlerde önerilir. 3 faktör için Box-Behnken tasarımı örneği Çizelge 2.18’te 

verilmiştir. 

 

Çizelge 2.18 3 Faktör için Box-Behnken tasarımı 

  Faktörler  

Deney sayısı X1 X2 X3 

1 -1 -1 0 

2 +1 -1 0 

3 -1 +1 0 

4 +1 +1 0 

5 -1 0 -1 

6 +1 0 -1 

7 -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 
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2.5.3.3 Doehlert Tasarımı 

Doehlert tasarımları, merkez kompozit ve Box-Behnken tasarımları gibi döndürülebilir 

değildir. Örneğin farklı faktörler için farklı tahmin değerleri verebilir. Ancak çok 

kullanışlı olup farklı faktörler için farklı seviye sayıları vardır. Böylece, önemli faktörler 

daha fazla seviyelerde ölçülebilir.  Bu tasarım verilen faktör boşluğunu mümkün 

olduğunca düzgün olarak doldurmaya çalışır. Bir Doehlert tasarımı k2 + k + nc noktadan 

oluşur. 3 faktör için Doehlert tasarımı örneği Çizelge 2.19’de verilmiştir. 

 

Çizelge 2.19 3 Faktör için Doehlert tasarımı 

  Faktörler  

Deney sayısı X1 X2 X3 

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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2.5.3.4 D-optimal Tasarım 

D-optimal tasarımlar, çözücü bileşimi ve çözünen konsantrasyonlarının 

kombinasyonlarının uygun olmaması gibi faktör alanı düzgün bir şekilde elde edilebilir 

olmadığında tercih edilir.  Bu tasarımın bir başka kullanışlı yanı ise deney sayısının 

araştırmacı tarafından belirlenebilir olmasıdır.  Bu sayı modeldeki etkilerin katsayılarını 

hesaplamak için minimum olmalıdır (etkilerin sayısı + terim sabiti). D-optimal çözüm, 

toplam sayıdan tasarım noktalarını seçerek, “Noktaların optimal dağılımı nedir?” 

sorusunu cevaplar. Bu, X XT determinantının maksimize edilmesiyle gösterilebilir (X, 

tasarım noktalarının matrisi, T, transpoze). Minimum bir tasarım analiz edildiğinde, 

sistem hakkındaki bilgiyi belirginleştirmek için aynı prensiple daha fazla nokta 

eklenebilir. 

 

2.5.3.5 Karışım Tasarımları 

Özel bir tür olan bu tasarım, faktörlerin toplamı sabit bir sayı ile sınırlandırıldığında 

kullanılır. Örneğin kromatografide mobil fazın bileşenlerinin toplamının %100 olması 

gerekir. Yani mobil fazın metanol, su ve asetonitril gibi üç organik çözücüden oluştuğu 

bir durumda, bunların ağırlıkça ya da hacimce oranlarının toplamı 100’e eşit olmalıdır. 

Karışım tasarımları bu tür durumlarda kullanılır ve bu tasarımlarda bir bileşen sabit 

tutulurken diğer ikisi seçilir. 

2.5.4 Varyans Analizi (ANOVA) 

Varyans analizi, ikiden fazla popülasyonun ortalamaları arasında anlamlı bir fark olup 

olmadığını, eğer anlamlı bir fark varsa hangi spesifik popülasyon ortalamasının 

diğerlerinden farklı olduğunu bulmak için kullanılan istatistiksel bir işlemdir. Kısaca 

ANOVA olarak bilinir. Deneysel tasarım yöntemleri de ANOVA’nın avantajlarından 

yararlanır. ANOVA tarama tasarımlarında ve optimizasyonda farklı amaçla kullanılır. 

Tarama tasarımlarında, faktörlerin etkileri sayısal olarak hesaplanır. Bu sayısal değerler 

ANOVA ile incelenerek değerlerin anlamlı olup olamadığı yani faktörün deney 

sonucunda etkili olup olmadığına karar verilir. Optimizasyonda ise ANOVA ile, 

modelleme sonucu elde edilen teorik sonuçlarla, deneysel sonuçlar arasında anlamlı bir 

fark olup olmadığı belirlenir. Böylelikle oluşturulan modelin güvenilirliği test edilir. 
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2.5.5 Deneysel Tasarımın Analitik Kimyada Uygulamaları 

Analitik kimyada çeşitli yöntemlerle yapılan analizlerde analiz sonuçlarını etkileyen 

faktörlerin belirlenmesi ve optimum değerlerinin bulunması amacı ile deneysel 

tasarımdan yararlanılmaktadır. İlaç endüstrisinde deneysel tasarıma en çok başvurulan 

yöntemler kromatografi ve elektroforezdir. Çizelge 2.20’de deneysel tasarımın ilaç 

örnekleri ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde uygulamaları ve kullanılan deneysel 

tasarım yöntemleri verilmiştir. Ayrıca literatür araştırmalarında UV-VIS spektroskopisi 

[507], yakın IR [486],  floresans spektroskopisi [441] ve elektroanalitik yöntemlerle [531]  

yapılmış analizlerde de deneysel tasarım uygulanmasına rastlanmıştır.  

Ayrıca deneysel tasarım, geliştirilen analitik yöntemlerin geçerliliğini kontrol etmek 

amacı ile yapılan validasyon çalışmalarında tutarlılık parametresinin incelenmesinde de 

kullanılmaktadır. 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan deneysel 

tasarım yöntemleri 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 

 



  

63 
 

Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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Çizelge 2. 20 İlaç örneklerinin ve çeşitli biyolojik örneklerin analizinde kullanılan 

deneysel tasarım yöntemleri (devamı) 
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BÖLÜM 3 

  DENEYSEL BÖLÜM 

3.1 Kullanılan Kimyasallar 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarin  

standartları çeşitli ilaç firmalarından temin edilmiştir. Dipotasyum hidrojen fosfat, 

dihidrojen potasyum fosfat ( merck), fosforik asit, asetik asit, amonyum asetat (merck) ve 

metanol HPLC saflıktadır. Çalışmalar süresince ultra saf su kullanılmıştır. 

3.2 Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

Efedrin hidroklorür çözeltisi (1000 µg/mL): 0,1 gram Efedrin hidroklorür tartılarak bir 

miktar su ile çözüldü. 100ml’lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Guaifenesin çözeltisi (20000 µg/mL): 2 gram Guaifenesin tartılıp, bir miktar su ile 

çözüldü. 100ml’lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Metil paraben çözeltisi (1000 μg/mL): 0,1 gram Metil paraben bir miktar metanolde 

çözülerek 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Propil paraben çözeltisi (100 µg/mL): 0,01 gram Propil paraben bir miktar metanolde 

çözülerek 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Ponso 4R çözeltisi (100 µg/mL): 0,01 gram Ponzo 4R bir miktar suda çözülerek 100 

mL’lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Sakarin çözeltisi (4000 µg/mL): 0,4 gram Sakarin  bir miktar suda çözülerek 100 mL’lik 

balon jojede hacmine tamamlandı. 
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Dipotasyum hidrojen fosfat (0,025 M): 4,35 gram dipotasyum hidrojen fosfat tartılıp 

bir miktar su ile çözüldü.1000 mL‘lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Dihidrojen potasyum fosfat (0,025 M): 3,4 gram dihidrojen potasyum fosfat tartılıp bir 

miktar su ile çözüldü. 1000 mL‘lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Fosforik asit (0,025 M) :  %85’lik 1,32 mL fosforik asit 1000 mL’lik balon jojeye 

konuldu ve hacmine su ile tamamlandı. 

 Asetik Asit (0,025 M): %100’lük 1,4 mL asetik asit 1000 mL’lik balon jojeye konuldu 

ve hacmine su ile tamamlandı. 

Amonyum Asetat (0,025 M): 1,92 gram amonyum asetat tartılıp bir miktar su ile 

çözüldü.1000 mL‘lik balon jojede hacmine tamamlandı. 

Fosfat tamponu (pH: 4): 0,025 M fosforik asit üzerine 0,025 M dihidrojen potasyum 

fosfat eklenerek pH metre ile ilgili pH' a ayarlandı. 

Fosfat tamponu (pH:6,5 - pH:7 - pH: 7,5): 0,025 M dipotasyum hidrojen fosfat üzerine 

0,025 M dihidrojen potasyum fosfat eklenerek pH metre ile ilgili pH' a ayarlandı. 

Amonyum asetat tamponu (pH: 5): 0,025 M Amonyum asetat üzerine 0,025 M asetik 

asit eklenerek pH metre ile  ilgili pH' a ayarlandı. 

3.3 Kullanılan Cihazlar 

620 InoLab pH metre ve cam elektrodu, Chiltern magnetik karıştırıcı, Sartorius analitik 

terazi (0.1 mg’a kadar duyarlı), Anzak ultrasonik banyo, hamilton enjektör, 4.6mmx 

150mmx5 μm intersil ODS-3V C18 kolon, LC-20 AT pompa, SPD-20A UV-VIS 

dedektör, 7725 (20 μL) enjeksiyon ve bilgisayar sisteminden oluşan Shimadzu HPLC. 

3.4 Yöntem 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, sakarin ve ponso 4R’nin 

HPLC ile bir arada analizinde optimum koşulların bulunması için faktörlerin ve bu 

faktörlerin birbirleri ile olan etkileşimlerinin ayırma gücüne etkisi incelendi. İncelemede 

4 faktörlü 3 seviyeli Box-Behnken tasarımı kullanıldı. Tasarım için seçilen faktörler ve 

seviyeleri Çizelge 3.1’de verilmiştir. Optimizasyon için öncelikle10 mL’lik balonjoje 

içerisine 20000 μg/ mL guaifenesin, 1000 μg/ mL efedrin hidroklorür ,1000 μg/ mL metil 

paraben,100 μg/ mL propil paraben,100 μg/ mL ponso 4R, 4000 μg/ mL sakarin 
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çözeltilerinden 0,3’er mL konulduktan sonra hacmine su ile tamamlandı. Bu karışım 

hazırlanırken Brodil ve Broksin adlı şurup preparatları içindeki yaklaşık ilaç oranları göz 

önünde tutuldu. Elde edilen sentetik karışımın hazırlanan tasarıma göre 210 nm’de 27 kez 

kromatogramı alındı. Ve her bir kromotogramdaki, tüm ardışık piklere ait ayırma gücü 

değerleri tek tek hesaplandı. Hesaplanan değerlere regresyon analizi yapıldı. Modelin 

güvenilirliğini test etmek için ANOVA yapıldı.  Sonuçlar doğrultusunda model 

oluşturuldu. Oluşturulan model kullanılarak faktörlerin optimum değerleri hesaplandı. 

Sonuçlar Bölüm 4.1.1’de verilmiştir.  

Çizelge 3.1 Faktörler ve seviyeleri 

Faktör Kodlu Değerler 

 Düşük (-1) Orta (0) Yüksek (+1) 

pH (A)            6,5                                                     7,0            7,5 

Akış Hızı (B) (mL/dak)            0,6            0,8            1 

Hareketli Faz Oranı      (%) (C)  

(Fosfat tamponu bileşeni) 

           45            50           55 

TBAH Miktarı      (%)  (D)            0,1            0,2           0,3 

 

3.5. Validasyon 

3.5.1 Doğrusallık 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin bir 

arada analizi için geliştirilen yöntemin doğrusallığını incelemek amacı ile 10 mL’lik 

balonjoje içersine 20000 μg/ mL guaifenesin, 1000 μg/ mL metil paraben, 4000 μg/ mL 

sakarin çözeltilerinden 0,1-0,5mL, 1000 μg mL-1 efedrin çözeltisinden 0,2-0,6 ml,100 μg/ 

mL propil paraben ve 100 μg/ mL ponso 4R çözeltilerinden,  0,1-0,9 mL alındıktan sonra  

su ile hacmine tamamlandı. Hazırlanan çözeltilerin C18 kolonda, 0,6 mL/dk akış hızında, 

%0,15 TBAH içeren fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 

8,5-25 dak. (40:60) gradienti kullanılarak kromatogramları alındı. Kromatogramlar, 

spektrofotometrik dedektörle 210 nm de izlendi ve pik alanları hesaplandı. Pik alanları ile 
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konsantrasyon arasında ölçü eğrileri çizilerek regresyon analizi yapıldı. İşlem 3 kez 

tekrarlandı. Sonuçlar Bölüm 4.2.1’de verilmiştir. 

3.5.2 Gün İçi ve Günler Arası Tekrarlanabilirlik 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin bir 

arada analizi için geliştirilen yöntemin, gün içi ve günler arası tekrarlanabilirliğini 

incelemek amacı ile doğrusal alan içinde olacak şekilde 3 ayrı konsantrasyon seçildi. 

Seçilen konsantrasyondaki çözeltileri hazırlamak amacı ile 10 mL’lik balon jojeye 20000 

μg/ mL guaifenesin, 1000 μg/ mL metil paraben, 4000 μg/ mL sakarin çözeltilerinden I. 

seviye için 0,2 mL; II. seviye için 0,3 mL; III. seviye için 0,4 mL, 1000 μg/ mL efedrin 

hidroklorür çözeltisinden I. seviye için 0,3 mL; II. seviye için 0,4 mL; III. seviye için 0,5 

mL, 100 μg/ mL   propil paraben ve 100 μg/ mL ponso 4R çözeltilerinden I. seviye için 0,3 

mL; II. seviye için 0,5 mL; III. seviye için 0,7 mL konularak  hacmine su ile tamamlandı. 

Hazırlanan çözeltilerin, gün içi tekrarlanabilirlik için aynı gün içerisinde 3 kez, günler arası 

tekrarlanabilirlik için 4 farklı günde bir kez C18 kolonda, 0,6 mL/dk akış hızında, % 0,15 

TBAH içeren fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 

dak. (40:60) gradienti kullanılarak 210 nm’de kromatogramları alındı ve pik alanları 

belirlendi. İlgili ölçü eğrileri yardımı ile maddelerin konsantrasyonları bulundu. Geri 

kazanım yüzdeleri ve bağıl standart sapmaları hesaplandı. Sonuçlar Bölüm 4.2.2’de 

verilmiştir. 

3.5.3 Doğruluk 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin bir 

arada analizi için geliştirilen yöntemin doğruluğunu incelemek amacı ile öncelikle bu 

maddeleri içeren Brodil adlı şuruptan 0,2 mL, 10 mL’lik balon jojeye konuldu. Üzerine  

20000 μg mL-1guaifenesin çözeltisinden I. seviye için 0,05 mL, II. seviye için 0,1 mL; III. 

seviye için 0,15 mL, 1000 μg mL-1 efedrin hidroklorür çözeltisinden I. seviye için 0,1 mL, 

II. seviye için 0,2 mL; III. seviye için 0,3 mL,1000 μg/ mL metil paraben çözeltisinden I. 

seviye için 0,1 mL, II. seviye için 0,15 mL; III. seviye için 0,2 mL,100 μg/ mL propil 

paraben ve 100 μg/ mL ponso 4R çözeltisinden I. seviye için 0,1 mL; II. seviye için 0,3 

mL; III. seviye için 0,5 mL,4000 μg/ mL sakarin çözeltisinden I. seviye için 0,05 mL; II. 

seviye için 0,15 mL; III. seviye için 0,25 mL eklenip hacmine tamamlandı. Hazırlanan 

çözeltilerin kromatogramları, C18 kolonda, 0,6 mL/dk akış hızında, %0,15 TBAH içeren 
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fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60) 

gradienti kullanılarak  210 nm’de  alındı ve pik alanları belirlendi. İşlem 3 kez tekrarlandı. 

İlgili ölçü eğrisi yardımı ile maddelerin konsantrasyonları bulundu. Yüzde geri kazanımları 

ve bağıl standart sapmaları hesaplandı. Sonuçlar Bölüm 4.2.3’de verilmiştir. 

3.5.4 Tanıma ve Tayin Sınırı (LOD, LOQ) 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin 

bir arada analizi için geliştirilen yöntemin tanıma ve tayin sınırının hesaplanması için boş 

deneme çözeltisinin, C18 kolonda, 0,6 mL/dk akış hızında, %0,15 TBAH içeren fosfat 

tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60) 

gradienti kullanılarak 210 nm’de kromatogramı alındı ve pik alanları belirlendi. Boş 

deneme çözeltisinin, her bir maddeye ait pikin alıkonma zamanındaki pik alanı ölçüldü. 

Bu işlem 10 kez tekrar edildikten sonra standart sapma hesaplandı. Standart sapmasının 

tanınma sınırı için 3 katı, tayin sınırı için 10 katı pik alanı kabul edilerek bunlara karşılık 

gelen madde konsantrasyonları ilgili ölçü eğrileri yardımıyla bulundu. Sonuçlar Bölüm 

4.2.4’de verilmiştir. 

3.5.6 Çözelti Dayanıklılığı 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin 

çözücü içerisindeki dayanıklılığını saptamak amacı ile su ve hareketli faz içerisinde 10 μg/ 

mL’lik çözeltileri hazırlandı. Hazırlanan çözeltilerin oda sıcaklığında ve 4Co’de belli 

aralıklarla, C18 kolonda, 0,6 mL/dk akış hızında, %0,15 TBAH içeren fosfat 

tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60) gradienti 

kullanılarak 210 nm’de kromatogramları alındı. Sonuçlar Bölüm 4.2.5’de verilmiştir. 

3.5.7 Örnek Analizi 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin 

ilaç örneklerindeki miktarını belirlemek amacı ile 10 mL’ lik balon jojeye 0,3 mL şurup 

aktarıldı ve hacmine distile su ile tamamlandı. Hazırlanan çözeltilerin , C18 kolonda, 0,6 

mL/dk akış hızında, %0,15 TBAH içeren fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 

0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60) gradienti kullanılarak  210 nm’de  kromatogramları 

alındı. Pik alanları hesaplandı. İlgili ölçü eğrileri yardımı ile şurup örnekleri içersindeki 

miktarları bulundu. Sonuçlar Bölüm 4.3’de verilmiştir. 
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BÖLÜM 4 

  SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

4.1 Method Geliştirme ve Optimizasyon 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin 

HPLC ile bir arada analizi için literatür çalışmaları göz önünde tutularak çeşitli hareketli 

faz sistemleri incelendi. Çalışılan hareketli faz sistemleri; 

pH 4 (H3PO4/H2PO4
-) tamponu ile metanol ve asetonitril çeşitli oranlarda. 

pH 5 (CH3COOH/CH3COONH4) tamponu ile metanol ve asetonitril çeşitli oranlarda. 

pH 6 (H2PO4
-/HPO4

-2) tamponu ile metanol ve asetonitril çeşitli oranlarda. 

Yapılan çalışmalar sonunda yaklaşık pH 6 fosfat tamponu:metanol hareketli faz 

sisteminde 210 nm’de 6 maddeye ait pikin ayrılabileceği sonucuna varıldı. Keskin pikler 

elde etmek için TBAH belirtecinin katılabileceği düşünüldü. Toplam analiz süresinin 

kısalması için gradient program uygulanmaya karar verildi. Yapılan ön çalışmalar 

doğrultusunda uygun kromatografik şartların belirlenmesi amacıyla Box-Behnken 

tasarımı uygulandı. 

4.1.1 Box-Behnken Tasarımı 

Faktörlerin optimum değerlerini belirlemek,  faktör ve etkileşimlerinin etkilerini 

incelemek amacıyla Bölüm 3.4 de anlatıldığı şekilde çalışıldı. 4 faktörlü 3 seviyeli Box-

Behnken Tasarımı ile elde edilen  deneysel ayırma güçleri (rezolüsyon) değerleri Çizelge 

4.1’de  görülmektedir.   
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Çizelge 4.1.  Box-Behnken Tasarımı ile  elde edilen  ayırma gücü (R)değerleri  

 

 

Deney No 
A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

R* 

 

1 0 1 1 0 105,58 

2 1 1 0 0 121,43 

3 0 0 1 1 107,03 

4 0 0 -1 1 60,62 

5 1 0 1 0 193,59 

6 0 1 0 1 127,72 

7 1 0 0 -1 187,58 

8 -1 0 -1 0 96,20 

9 -1 0 0 1 231,12 

10 0 0 -1 -1 59,30 

11 1 -1 0 0 212,96 

12 0 1 -1 0 43,14 

13 0 1 0 -1 113,29 

14 0 -1 -1 0 75,93 

15 -1 -1 0 0 274,26 

16 1 0 -1 0 54,92 

17 1 0 0 1 190,00 

18 -1 0 1 0 200,00 

19 0 -1 0 1 208,73 

20 0 0 1 -1 137,25 

21 -1 1 0 0 135,04 

22 0 -1 0 -1 196,14 

23 0 -1 1 0 177,31 

24 -1 0 0 -1 231,12 

25 0 0 0 0 188,28 

26 0 0 0 0 170,35 

27 0 0 0 0 163,18 

* Ayırma gücü(R); R12,R23, R34,R45’ in çarpım değeridir.R12 ponzo 4R ve sakarin; R23 sakarin ve efedrin 

hidroklorür; R34  efedrin hidroklorür ve guaifenesin; R45 guaifenesin ve metil paraben pikleri arasındaki 

ayırma gücü değerleridir.  

 

 

4.1.2 Veri Değerlendirme 

Box-Behnken Tasarımı uygulanarak elde edilen  ayırma gücü değerlerine regresyon 

analizi yapıldı. Her bir faktörün tek ve birbirleri ile etkileşimine ait etki değerleri 

hesaplandı ve Pareto grafiği çizildi. Regresyon analizi sonuçları Çizelge 4.2’ de, bu 

sonuçlar doğrultusunda elde edilen Pareto grafiği Şekil 4.1’de verilmiştir.  
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 Regresyon analizi sonuçları ve Pareto grafiğinden faktörlerden pH (A), akış hızı (B)  ve 

hareketli fazın oranı (C) ile hareketli fazın oranının ve pH’ nın ikinci dereceden etkilerinin 

(AA ve CC) ayırma gücü üzerinde etkili olduğu anlaşılmaktadır. p değerleri 0.05 in 

altında olan bu faktörlerden ayırma gücü üzerinde en büyük etkiye sahip olan mobil faz 

oranıdır. Daha sonra sırasıyla akış hızı ve pH faktörleri etkili faktörlerdir.  

 

Çizelge 4.2  Regresyon analizi sonuçları 

Faktörler Etki  p değeri 

 

Kesim noktası 173,937 

 

A -34,3567 0,0193* 

B -83,1883 0,0000* 

C 88,4417 0,0000* 

D 0,276667 0,9830 

AA 62,91 0,0064* 

AB 23,845 0,3006 

AC 17,435 0,4443 

AD 0,65 0,9770 

BB -20,9825 0,2932 

BC -19,47 0,3944 

BD 0,92 0,9674 

CC -141,147 0,0000* 

CD -15,77 0,4880 

DD -6,67 0,7328 

   

 

*Etkili faktörler ve etkileşimler( p değeri<0.05) 

 

 

 
Şekil 4.1. Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen Pareto grafiği 
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Ana faktörlerin ayırma gücüne etkisi ayrıca Şekil 4. 2’de de verilmiştir. Şekil 4. 2’ den 

pH’ nın ve akış hızının düşük değerlerinde rezolüsyon değerinin daha yüksek olduğu 

görülmektedir. Mobil faz bileşiminin düşük değerlerinde ise önce rezolüsyon yavaş yavaş 

artarken belli bir değerden sonra mobil faz bileşiminin değeri artsa bile R değeri 

azalmaktadır. Eklenen TBAH miktarının ise rezolüsyon üzerinde etkili olmadığı da 

şekilden görülmektedir. 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.2 Faktörlerin ayırma gücüne etkileri 

 

 

 

Regresyon analizi sonuçlarının güvenilirliğini kontrol etmek amacı ile ANOVA yapıldı. 

ANOVA sonuçları Çizelge 4.3'de verilmiştir.  ANOVA  sonuçlarından 0,05F1,14 = 4,6  tablo 

değerinden büyük A, B ve C faktörleri ile A’ nın ve C’ nin ikinci derceden 

etkileşimlerinin ayırma gücü üzerinde etkili olduğu anlaşılmaktadır.  
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Çizelge 4.3 ANOVA sonuçları 

 

Değişim 

Kaynağı 

Serbestlik 

Derecesi 

Kareler Toplamı Kareler 

Ortalaması 

F 

A 1 3541,14 3541,14 7,29 

B 1 20760,9 20760,9 42,74 

C 1 23465,8 23465,8 48,31 

D 1 0,229633 0,229633 0,00 

AA 1 5276,89 5276,89 10,86 

AB 1 568,584 568,584 1,17 

AC 1 303,979 303,979 0,63 

AD 1 0,4225 0,4225 0,00 

BB 1 587,02 587,02 1,21 

BC 1 379,081 379,081 0,78 

BD 1 0,8464 0,8464 0,00 

CC 1 26563,5 26563,5 54,68 

CD 1 248,693 248,693 0,51 

DD 1 59,3185 59,3185 0,12 

Hata 12 5829,37 485,781  

Toplam 26 100092   

 

R2= 0,9418 

 

 

4.1.3 Modelleme  

Regresyon analizi ve ANOVA sonuçlarına göre ana faktörler ve etkili etkileşimlerin 

katsayılarından oluşturulan model aşağıdadır.  

 

R = 173,94 – 17,27A – 41,59B + 44,22C+ 31,55A2 – 70,62C2  

 

Oluşturulan model kullanılarak elde edilen tahmini ayırma gücü değeri ile deneysel 

olarak bulunan ayırma gücü değerleri arasındaki ilişkiyi incelemek amacıyla regresyon 

analizi yapıldığında R2: 0,9195 olarak bulunmuştur. Regresyon analizi sonucunda elde 

edilen grafik Şekil 4.3’ de verilmiştir.  
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Şekil 4. 3 Deneysel ayırma gücü değerleri ile teorik ayırma gücü değerleri arasındaki 

doğrusallığın grafiği. 

 

Elde edilen regresyon modelinden her bir değişken için çizilen yüzey cevapları Şekil 4. 4 

- 4. 7’de verilmiştir. Şekillerden yine eklenen TBAH miktarı dışındaki faktörlerin ayırma 

gücü üzerinde etkili olduğu, A ve B’nin artan değerlerine karşılık ayırma gücünün 

azaldığı, C’nin ise önce artan değerlerine karşı ayırma gücünün arttığı, belli bir değerden 

sonra ise ayırma gücünü düşürdüğü görülmektedir.  

 

Şekil 4. 4 Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen A ve B faktörleri arasındaki tahmini 

cevap yüzeyleri (C ve D faktörleri belirtilen kodlu değerlerde sabit tutulmuştur). 
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Şekil 4. 5 Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen C ve D faktörleri arasındaki tahmini 

cevap yüzeyleri (A ve B faktörleri belirtilen kodlu değerlerde sabit tutulmuştur). 

 

 

 

 

 
 

 

Şekil 4. 6 Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen A ve C faktörleri arasındaki tahmini 

cevap yüzeyleri (B ve D faktörleri belirtilen kodlu değerlerde sabit tutulmuştur). 
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Şekil 4. 7 Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen B ve D faktörleri arasındaki tahmini 

cevap yüzeyleri (A ve C faktörleri belirtilen kodlu değerlerde sabit tutulmuştur). 

 

Oluşturulan model kullanılarak ayırma gücünün en yüksek olmasını sağlayan kodlu ve 

gerçek faktör seviyeleri hesaplandı. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.4’de verilmiştir. Bu 

şartlarda ayırma gücü değeri 271,18  olmaktadır.  

 

Çizelge 4. 4 Faktörlerin optimum değerleri 

 

 

Faktör 

 

Düşük 

 

Yüksek 

Optimum değer 

(kodlu) 

Optimum değer 

(gerçek) 

pH (A)  -1 1 -1 6,5 

Akış Hızı (B) (mL dak-1) -1 1 -1 0,6 

Mobil Faz Oranı  (%)  (C)  

(Fosfat tamponu bileşeni) 

 

-1 

 

1 

 

0,35 

 

52 

TBAH miktarı   (%) (D) -1 1 -0,45 0,15 

 

Bu sonuçlar doğrultusunda kromatografik şartlar; hareketli fazın pH’sı 6,5; oranı ve 

bileşimi  52/ 48 fosfat tamponu/metanol; akış hızı 0,6 mL/dak ve TBAH miktarı ise % 

0,15  olarak belirlenmiştir. Gradient program 0-8,5 dak. %52 fosfat tamponu, 8,5-25 dak. 

%40 fosfat tamponu olacak şekilde uygulandı Bu koşullarda 210 nm’de 

spektrofotometrik dedektör ile elde edilen kromatogram Şekil 4.8’de verilmiştir. 
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Alıkonma zamanları dakika cinsinden ponso 4R için 2,2; sakarin için 2,4; efedrin 

hidroklorür için 3,4, guaifenesin için 5; metil paraben için 7,9 ve propil paraben için 16,8 

olarak bulunmuştur. 

 

 

    

  

Şekil 4. 8 Optimum koşullarda 3 μg/ mL ponso 4R (PO), 120 μg/ mL sakarin (SAC), 30 

μg/ mL efedrin hidroklorür (EP), 600 μg/ mL guaifenesin (GU), 30 μg/ mL metil paraben 

(MP) ve 3 μg/ mL propil paraben (PP)’nin kromatogramı 

 

 

 

4.2 Validasyon 

4.2.1 Doğrusallık 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarinin bir 

arada analizi için geliştirilen yöntemin doğrusallığını incelemek amacıyla Bölüm 

3.4.2.1’de anlatıldığı şekilde çalışıldı. Çalışmalar sonucunda hesaplanan pik alanları 

ortalaması, standard sapma ve bağıl standard sapma değerleri efedrin hidroklorür için 

Çizelge 4. 5’de guaifensin için Çizelge 4. 7’de, metil paraben için Çizelge 4. 9’da, propil 

paraben için Çizelge 4.11’de, ponso için Çizelge 4.13’ de, sakarin için Çizelge 4.15’da 

verilmiştir. Çizelge 4. 6’de efedrin hidroklorür, Çizelge 4. 8’de guaifensin, Çizelge 4. 
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10’da metil paraben, Çizelge 4.12’de propil paraben , Çizelge 4.14’de ponso , Çizelge 

4.16’da sakarin için herbir ölçü eğrisisnin regresyon analizine ait parametreler 

yeralmaktadır.  Regresyon analizlerinin ortalama değerleri kullanılarak elde edilen doğru 

denklemi ve oluşturulan ölçü eğrileri efedrin hidroklorür için Şekil 4. 9 ’de, guaifenesin 

için Şekil 4.10’de, metil paraben için Şekil 4.11’de, propil paraben için Şekil 4.12’de, 

ponso 4R için Şekil 4.13’de, sakarin için Şekil 4.14’de verilmiştir. 

 

4.2.2 Gün İçi ve Günler Arası Tekrarlanabilirlik 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin 

bir arada analizi için geliştirilen yöntemin, gün içi ve günler arası tekrarlanabilirliği 

incelemek amacı ile Bölüm 3.4.2.2’de anlatıldığı şekilde yapılan çalışmalar sonucu elde 

edilen değerler gün içi tekrarlanabilirlik için Çizelge 4.17’de, günler arası 

tekrarlanabilirlik için Çizelge 4. 18’de verilmiştir. 

 

4.2.3 Doğruluk 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin 

bir arada analizi için geliştirilen yöntemin doğruluğunu incelemek amacı ile Bölüm 

3.4.2.3’de anlatıldığı şekilde yapılan çalışmalar sonucunda elde edilen değerler Çizelge 

4.19’ da verilmiştir. 

 

 

4.2.4 Tanıma ve Tayin Sınırı (LOD-LOQ) 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarinin bir arada 

analizi için geliştirilen yöntemin tanıma ve tayin sınırlarının belirlenmesi için Bölüm 3.4.2.4’de 

anlatıldığı gibi yapılan çalışmalar sonucunda Çizelge 4.20’deki değerler elde edilmiştir. 
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Çizelge 4. 5 Efedrin hidroklorür ölçü eğrisine ait pik alanları değerleri 

 

NO C (µg/mL) A1 A2 A3 ORT STD RSD 

1 20 
1124768 1151756 1142234 1139586 

13687,474 1,201 

2 30 
1709860 1719333 1750082 1726425 

21027,949 1,218 

3 40 
2211074 2187446 2146146 

2181555 32862,383 1,506 

4 50 
2646929 2630405 2691361 

2656232 31524,802 1,186 

5 60 
3172719 3229190 3248857 

 3216922 39523,747 1,228 

 

 

 

Çizelge 4. 6 Efedrin hidroklorürün regresyon analizine ait parametreler 

 

A B R2 Sa Sb 

150353 50845 0,9981 159524,94 53288,6320 

 

 

  

     

                    
 

 

Şekil 4. 9 Efedrin hidroklorürün doğrusallık grafiği 

 

 

 

 

y = 50845x + 150353 
 
R² = 0,9981 
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Çizelge 4. 7 Guaifenesinin ölçü eğrisine ait pik alanları değerleri 

 

NO C(µg/mL) A1 A2 A3 ORT STD RSD 

1 200 
11462131 12221538 11772382 11818684 

381814,917 3,230 

2 400 
21079960 21973147 22428137 21827081 

685854,715 3,142 

3      600 
31855346 31709126 31858075 

31807516 85218,875 0,267 

4 800 
40754649 42534571 42324294 

41871171 972635,951 2,322 

5 1000 
49953377 51170277 51090592 

50738082 680741,417 1,341 

 

 

 

 

 

Çizelge 4. 8 Guaifenesinin regresyon analizine ait parametreler 

 

A B R2 Sa Sb 

2,00E+06 48941 0,9995 577559,68 3,04E+11 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 10 Guaifenesin doğrusallık grafiği 

 

 

 

y = 48941x + 2E+06 
R² = 0,9995 
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Çizelge 4. 9 Metil parabenin ölçü eğrisine ait pik alanları değerleri 

 

 

 

Çizelge 4.10 Metil parabenin regresyon analizine ait parametreler 

 

A B R2 Sa Sb 

340741 136901 0,9994 145844,19 1,94E+10 

 

 

 

 

Şekil 4. 11 Metil paraben doğrusallık grafiği 

 

NO C (µg/mL) A1 A2 A3 ORT STD RSD 

1 
      10 1006760 1060216 984468 1017148 

38927,789 3,827 

2 
      20 2403462 2475594 2400853 2426636 

42418,646 1,748 

3 
      30 3730182 3847965 3783447 3787198 

58981,024 1,557 

4 
      40 4927715 5287665 4934287 5049889 

205946,273 4,078 

5 
      50 6526729 6640258 6484725 6550571 

80460,843 1,228 

y = 13690x  - 340741 
R² = 0,9994 
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Çizelge 4. 11 Propil parabenin ölçü eğrisine ait pik alanları değerleri 

 

 

Çizelge 4. 12 Propil parabenin regresyon analizine ait parametreler 

A B R2 Sa Sb 

12821 78746 0,9970 14196,46 245899787 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 12 Propil paraben doğrusallık grafiği 

 

 

NO C (µg/mL) A1 A2 A3 ORT STD RSD 

1 
      1 81197 78956 78188 79447 

1563,435 1,967 

2 
      3 251171 247469 253624 250755 

3098,549 1,235 

3 
      5 426278 430446 425808 427511 

2552,912 0,597 

4 
      7 560249 565568 570760 565526 

5255,627 0,929 

5 
      9 705667 709605 713301 709524 

3817,639 0,538 

y = 78746x + 12821 
R² = 0,9970 
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Çizelge 4. 13 Ponso 4R’nin ölçü eğrisine ait pik alanları değerleri 

 

 

 

 

Çizelge 4. 14 Ponso 4R’nin regresyon analizine ait parametreler 

 

A B R2 Sa Sb 

35917 94687 0,9993 11724,18 1767,48 

 

  

      

  Şekil 4. 13 Ponso 4R doğrusallık grafiği 

 

NO C 

(µg/mL) 

A1 A2 A3 ORT STD RSD 

1      40 5830407 6062221 5876402 5923010 122734,110 2,072 

2      80 10647798 11358722 11479691 11162070 449461,232 4,026 

3     120 16043427 16188056 16328917 16186800 142749,144 0,881 

4     160 21290938 21336426 21310490 21312618 22818,541 0,107 

5     200 25934293 26933811 26934086 26600730 577151,388 2,16 

y = 94687x  - 35917 
R² = 0,9993 

0 
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200000 

300000 

400000 

500000 

600000 

700000 

800000 

900000 

0 2 4 6 8 10 

C (µg/mL) 
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Çizelge 4. 15 Sakarinin ölçü eğrisine ait pik alanları değerleri 

 

 

 

Çizelge 4. 16 Sakarinin regresyon analizine ait parametreler 

 

 

Şekil 4. 14 Sakarin doğrusallık grafiği 

NO C (µg/mL) A1 A2 A3 ORT STD RSD 

1 
        1 65187 66502 63405 65031 

1554,357 2,390 

2 
       3 242197 236002 240255 239485 

3168,527 1,323 

3 
       5 440551 439574 446720 442282 

3874,626 0,876 

4 
       7 618215 616874 619818 618302 

1473,941 0,238 

5 
       9 815270 825610 826598 822493 

6274,489 0,762 

A B R2 Sa Sb 

 

785249 

 

128765 0,9999 9848311813 74288289 

y = 12876x + 785249 
R² = 0,9999 

0 

5000000 

10000000 

15000000 

20000000 

25000000 

30000000 

0 50 100 150 200 250 

C (µg/mL) 

(Pik Alanı) 
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Çizelge 4. 17 Gün içi tekrarlanabilirlik 
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Çizelge 4. 18 Günler arası tekrarlanabilirlik 

 



 

97 
 

Çizelge 4. 19 Doğruluk testi sonuçları 
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Çizelge 4.20 LOD-LOQ değerleri

 

4.2.5 Çözelti Dayanıklılığı 

 

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarinin çözücü 

içerisindeki dayanıklılığını incelemek için Bölüm 3.4.2.5’de anlatıldığı şekilde çalışıldığında 

guaifenesin, propil paraben, ponzo 4R çözeltilerinin her şartta, metil parabenin mobil fazdaki 

tüm çözeltileri ile 4Co’de saklanan sulu çözeltisinin en az 1 ay boyunca, sakarinin hazırlanan 

tüm çözeltilerinin ve metil parabenin oda sıcaklığında saklanan sulu çözeltisinin 2 hafta, efedrin 

hidroklorürün ise hazırlanan tüm çözeltilerinin 1 hafta dayanıklı  olduğu  görüldü. 

 

4.3 Örnek Analizi  

Efedrin hidroklorür, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarin içeren  şurup 

örneklerinin analizi için bölüm 3.4.2.6’ da anlatılığı şekilde yapılan çalışmalar sonucunda  

Çizelge 4.21’ deki değerler elde edilmiştir. Efedrin hidroklorür ve guaifenesin için elde edilen 

sonuçların ilaç etiket değerleriyle karşılaştırılması Çizelge 4.22 ’de verilmiştir.

  

Efedrin 

hidroklorür 

 

 

Guaifenesin 

 

Metil 

paraben 

 

Propil  

paraben 

 

Ponso  

4R 

 

 

Sakarin 

LOD 

    ( μg/ mL ) 

0,25 0,02 0,18 0,12 0,11 0,008 

LOQ 

( μg/ mL ) 

0,83 0,07 0,60 0,40 0,38 0,03 
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Çizelge 4.21 Örnek Analiz Sonuçları 
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Çizelge 4.22 Analiz sonuçlarının etiket değerleri ile karşılaştırması 

 

 

 

 

4.4 Tartışma 

Birden fazla etken maddenin bir arada bulunduğu ilaç karışımlarının analizi için doğru, 

hızlı ve seçici yöntemler geliştirmek ilaç AR-GE merkezlerinin vazgeçilmez görevi 

haline gelmiştir. Ayrıca preparatlara katılan yardımcı maddelerin insan sağlığına olan 

zararları ortaya çıktıkça etken maddelerin yanında katkı maddelerinin de analizi önemli 

hale gelmiş dolayısıyla şurup gibi çoklu etken madde ve katkı içeren preparatların analizi 

için yöntem geliştirme ihtiyacı doğmuştur. Uluslararası kalite standartlarına uygunluk ve 

bu amaçla yapılan sıkı denetimler de özellikle katkı maddelerinin analizini kaçınılmaz 

hale getirmiştir.  

 

Bu çalışmada  efedrin hidroklorür , guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponzo 4R 

ve sakarin   içeren iki şurup preparatının analizi için HPLC yöntemi geliştirilmiştir. 

Geliştirilen yöntemde öncelikle çeşitli hareketli faz sistemleri denenmiş, (TBAH) içeren 

fosfat (H2PO4
-/HPO4

2-) tamponu ve metanol çözücü sisteminin uygun olduğuna karar 

verilmiştir. Kromatografik ayırma üzerine, hareketli faz oranı, pH, akış hızı ve %TBAH 

miktarının etkisi ve optimum koşullar deneysel tasarım kullanılarak belirlenmiştir. 

Çalışılan maddelerin bir arada analizi 210 nm’de gradient elüsyon tekniğiyle  20 dakikada 

gerçekleştirilmiştir. 

 

 BRODİL BROKSİL 

 

Etiket 

(mg/mL) 

 

 

Bulunan 

(mg/mL) 

 

% Geri  

Kazanım 

 

Etiket 

(mg/mL) 

 

Bulunan 

(mg/mL) 

 

%Geri  

Kazanım 

Efedrin 1,333 1,331 99,85 1,333 1,325 99,39 

Guaifenesin 20,000 20,764 103,82 20,000 20,611 103,06 
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Geliştirilen yöntemin uygunluğunun test edilmesi amacıyla yapılan validasyon 

çalşmalarında doğrusallık, tekrarlanabilirlik, doğruluk, tanıma- tayin sınırı (LOD-LOQ) 

ve dayanıklılık parametreleri incelenmiştir. 

 

Doğrusallık parametresi için hazırlanan her bir maddenin ölçü eğrilerinin konsantrasyon 

aralığı, maddelerin preparat içindeki yaklaşık miktarları gözönünde tutularak 

hazırlanmıştır. İlgili ölçü eğrilerine ait regresyon katsayıları 0,9970-0,9999 aralığında 

olup kabul edilebilir değerlerdedir. 

 

Geliştirilen yöntemin tekrarlanabilirlik çalışmalarında her bir maddenin 3 farklı 

konsantrasyonunu içeren sentetik örnekler aynı gün içinde ve farklı günlerde belirlenen 

optimum kromatografik koşullarda analiz edilmiştir. Elde edilen %RSD değerleri %2’nin 

altında bulunmuştur. 

 

Doğruluk için yapılan çalışmalarda, şurup preparatları üzerine 3 farklı konsantrasyonda 

maddelerin bilinen miktarları ilave edilmiş, yapılan analizlerde elde edilen % geri 

kazanım değerleri kabul edilir sınırlar içinde (%95-%105) bulunmuştur. 

 

Geliştirilen yöntem piyasada bulunan “Brodil” ve “Broksin” adlı iki şurup preparatına 

uygulanmıştır. Tekrarlanan örnek analizlerinde 0,833-1,911  aralığında % RSD değerleri 

elde edilmiştir. Bulunan efedrin hidroklorür ve guifenesin miktarları etiket değerleriyle 

karşılaştırılmış %99,39-%103,82 aralığında % geri kazanım değerleri bulunmuştur. 

 

Şurup içinde analizi yapılan katkı madde miktarlarının belirlenen sınırlara uygun olduğu 

görülmüştür. (Metil paraben < %0,18; propil paraben < %0,02;ponso 4R < 4mg/kg ADI; 

sakarin < 2,5 mg/kg ADI) 

 

Sonuç olarak, yapılan çalışmalar ışığında geliştirilen HPLC yönteminin geçerliliği 

kanıtlanmış olup kontrol laboratuvarlarındaki rutin analizlerde güvenilir bir yöntem 

olarak kullanılacağı ve benzer içerikteki farklı örnek analizlerinde de kaynak oluşturacağı 

düşünülmektedir. 
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