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OZET

ILAC PREPARATLARINDA ETKEN MADDE VE KATKI
MADDELERININ HPLC iLE BiR ARADA TAYINi

Ayse ASLAN CAKIR

Analitik Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Dog. Dr. Ozlem AKSU DONMEZ

Bu caligmada cesitli surup preparatlarinda etken madde olarak kullanilan efedrin
hidrokloriir ve guaifenesin ile katki maddeleri olarak kullanilan metil paraben, propil
paraben, ponso 4R ve sakarinin bir arada tayini i¢in gradient HPLC yontemi gelistirildi.
Yontemin optimizasyonu 4 faktorlii, 3 seviyeli Box-Behnken tasarimi kullanilarak
yapildi. Faktor olarak pH, akis hizi, hareketli faz orani1 ( tetrabiitil amonyum
hidroksit(TBAH) igeren fosfat (HoPO4/HPO4*") tamponu ve metanol ¢dziicii sisteminde
% fosfat tamponu) ve %TBAH miktarlan secildi. Seviyeler pH i¢in 6,5-7,0-7,5; akis
hiz1 i¢in 0,6-0,8-1,0, %fosfat tamponu i¢in 45-50-55 ve %TBAH i¢in ise 0,1-0,2-0,3
olarak belirlendi. Faktorlerin diisiik seviyeleri i¢in (—1), orta seviyeleri i¢in (0) ve yiiksek
seviyeleri i¢in (+1) kodlar1 kullanildi. Sirasi rastgele belirlenen toplam 27 deney yapildi.
HPLC kromatogramindaki piklerin ayirma giicii ilizerine bu faktorlerin hem kendi
baglarina hem de birbirleri ile olan etkilesimlerinin etkileri incelendi. Optimizasyon
tasarimu ile elde edilen verilere regresyon analizi yapildi. ANOVA yapilarak sonuglarin
dogrulugu test edildi. Yapilan ¢alismalarda pH , akis hiz1 ve hareketli faz orani ile
hareketli faz oran1 ve pH’ nin ikinci dereceden etkilerinin ayirma giicii iizerinde etkili
oldugu goriildii. Regresyon sonuglart kullanilarak ayirma giicline ait matematiksel bir
model elde edildi. Elde edilen modelden teorik ayirma giicii degerleri bulundu. Modelin
uygunlugunu test etmek icin teorik ayirma giicii degerleri ile deneysel ayirma giicii
degerleri arasindaki iligski incelendi. Regresyon katsayist 0,9195 olarak bulundu ve
modelin uygun olduguna karar verildi.

Modele gore kromatografik sartlar; hareketli fazin pH’s1 6,5; orani ve bilesimi % 0,15
TBAH igeren fosfat tamponu/metanol (52:48); akis hiz1 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
sekilde uygulandi. Belirlenen bu sartlarda maddelerin kromatogramlart 210 nm’de
spektrofotometrik dedektor kullanilarak kaydedildi.

Gelistirilen yontemin validasyonu dogrusallik, tekrarlanabilirlik, dogruluk (% geri
kazanim), tanima- tayin sinir1 (LOD-LOQ) ve dayaniklilik parametreleri incelenerek
yapildi. Dogrusallik igin yapilan calismalarda regresyon katsayilar1 (R?) efedrin
hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin igin sirasiyla
0,9981; 0,9995; 0,9994; 0,9970; 0,9993; 0,9999 olarak bulundu. Efedrin hidrokloriir,
guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin igin giin igi
tekrarlanabilirlik testlerinde %RSD degerleri sirasiyla; 0,56-1,62; 0,09-0,89; 1,20-1,60;
0,40-0,99; 0,59-1,02; 0,77-1,60, giinler arasi tekrarlanabilirlik testlerinde ise %RSD
degerleri yine sirasiyla 0,78-1,89; 1,02-1,9; 1,44-1,88; 0,80-1,34; 0,98-1,20 1,32-1,85
araliginda bulundu. Dogruluk i¢in, incelenen maddeleri igeren 6rnek ¢ozeltisi, i¢ine 3
farkli konsantrasyonda efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben,
ponso 4R ve sakarin ilave edilerek analiz yapildi. Sirasiyla %100,86-%102,50; %96,47-
%101,22; %99,00-%101,20; %99,67-%101,80; %95,00-%99,80; %100,70-%102,58
araliginda geri kazanim degerleri elde edildi. Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil
paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin igin sirasi ile tanima sinir; 0,25; 0,02; 0,18;
0,12; 0,11; 0,008 pg/ mL, tayin smir1; 0,83; 0,07; 0,60; 0,40; 0,38; 0,03 pg/ mL olarak
hesaplandi. Cozeltilerin stabilitelerini incelemek amaciyla g¢aligilan maddeler su ve
hareketli faz igerisinde, oda sicakliginda ve 4C°de belli siirelerde bekletilerek analiz

edildi.

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
bir arada analizi i¢in gelistirilen HPLC yontemi Brodil ve Broksin adli surup
preparatlarina basariyla uygulandi. Bu preparatlarin 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 i¢erdigi saptandi. Etken maddeler i¢in 99,39-103,82 araliginda % geri kazanim
degerleri bulundu.

Anahtar Kelimeler: Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben,
ponso 4R, sakarin, deneysel tasarim, HPLC
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ABSTRACT

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF ACTIVE COMPONENTS
AND ADDITIVE COMPONENTS IN PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS BY HPLC

Ayse Aslan CAKIR

Department of Analytical Chemistry
MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Ozlem Aksu DONMEZ

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 (H.PO4/HPO4%) 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
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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 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 (R?) 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 ug/ mL, and the
limit of quantification values were calculated as ; 0.83; 0.07; 0.60; 0.40; 0.38; 0,03 pg/
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 4°C 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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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir ozeti

Gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisinde dayaniklilik, koruma, koku ve renk verme, goriiniis
iyilestirme gibi amaclarla cesitli kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Ancak katki
maddeleri olarak adlandirilan kimyasallarin alinan miktarina bagli olarak insan sagligina
zararl etki gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle 6zellikle ilag analizlerinde, etken madde
yaninda katki maddelerininde bir arada analizi olduk¢a 6nem tagimakta hem insan sagligi
acisindan hem de ilag kalite kontrol islemlerinin dogru ve pratik olarak uygulanabilirligi

acisindan hizli, performansi ytliksek tekniklerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Glinlimiizde, o6zellikle surup gibi birden fazla etken maddenin ve cesitli katki
maddelerinin (boya, tatlandirici, koruyucu vb) bulundugu ilag preparatlarinin analizinde
HPLC yontemi tercih edilmektedir. Bu yontemin yiliksek performansi, karisimlar1 6n
isleme tabi tutmadan ayirma ve tayin edebilme giicii, hiz1 ve oldukca 1yi duyarlilia sahip

olmasi ilag rutin analizlerinde en ¢ok kullanilan metot olmasina neden olmustur.

Bu c¢aligmada, soguk algimligi tedavisinde kullanilan “Brodil” ve “Broksin” adli surup
preparatlari, etken madde olarak efedrin hidrokloriir ve guaifenesin, katki maddesi olarak
metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin igermektedir. Ilac icerigini olusturan
bu etken maddelerin ve katki maddelerinin ayr1 ayri tek baslarina ya da diger maddelerle
birlikte analizine yonelik HPLC basta olmak {izere birgok yontem literatiirde
bulunmaktadir. Efedrin hidrokloriir, sempatik sinir sistemini uyarici etki gosteren bir

ila¢ maddesidir. Ilag preparatlar1 ve biyolojik érneklerde yapilan efedrin hidrokloriir



analizlerinde HPLC [8] , [10], [12-16] basta olmak tizere spektrofotometrik [41-43]
elektroanalitik [43], [44], elektroforez [53-55] ve kemometrik [87] pek ¢ok yontem
kullanilmistir. Balgam soktiiriicii olarak kullanilan guaifenesin tayini i¢in agirlikli olarak
HPLC ve spektrofotometrenin kullanildigi ¢esitli yayinlara rastlanmistir [111-133] .
Metil paraben ve propil paraben kozmetik, gida ve ilag¢ endiistrisinde koruyucu amagla
siklikla kullanilan katki maddelerindendir. Ancak son yillarda parabenlerin kanser etkisi
ile ilgili arastirmalar [162] baz iilkelerde yasaklanmalarina neden olmustur. Metil ve
propil paraben HPLC [163-180] , [196-215] , GC [227-229] yontemlerinin yaninda
spektrofotometrik [239], [246], elektroforez [223] ve elektroanalitik [236], [243] birgok
yontemle ¢alisilmistir. Genellikle gida maddelerine renk vermek amaciyla katilan ponso
4R [257-279] ve yapay tatlandirict olarak kulanilan sakarinin [326-332] HPLC
analizlerine yonelik pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. HPLC disinda diger yontemler ile de
ponso 4R [285-314] ve sakarin [354-386] tayin edilmistir. Ayrica bu 6 maddenin gesitli
kombinasyonlar halinde ve baska ilag etken maddeleri ile bir arada, HPLC basta olmak
lizere gesitli yontemlerle miktar tayinleri yapilmistir [24],[125],[183], [387-389]. Ancak

6 maddenin bir arada tayin edildigi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Son yillarda yontem gelistirme ve optimizasyonunda deneysel tasarim yontemleri siklikla
kullanilmaktadir. Bir deneysel calismada o deneyin performansini etkileyecek
parametrelerin belirlenmesi ve kontrolii, dogru ve giivenilir sonuglarin eldesinde oldukca
onemlidir. Deney sonuglarini etkileyebilecek herhangi bir deneysel parametre faktor
olarak isimlendirilir. Faktorlerin en uygun degerleri ile yapilan bir ¢calisma ise cevap
sinyalini biiyiiterek maddelerin ¢ok kii¢iik miktarlarinin bile analizine imkan vermektedir.
Klasik yontemlerle faktorlerin optimum degerleri, bir faktoriin degerini degistirme,
digerlerini ise sabit tutma yontemi ile belirlenmektedir. Cok sayida faktor incelendiginde
cok fazla deney yapilmasi gerekmekte bu nedenle de zaman alic1 ve maliyetli olmaktadir.
Deneysel tasarim yontemleri kullanilarak optimizasyonda ise deney sayisi ve buna bagli
olarak harcanan siire ve maliyet azalmaktadir. Ayrica bu tasarimlarla faktorlerin
birbirlerinden bagimsiz etkilerinin disinda, birbirleri ile olan etkilesimleri ve bu
etkilesimlerin deney sonuglarina olan etkisi de incelenmektedir. Dolayisiyla klasik
yontemlerle optimizasyona gore daha giivenilir sonuglar elde edilmektedir [390-393].
Biyolojik orneklerin analizinde deneysel tasarima en cok bagvurulan yoOntemler
kromatografi [410-414], [418-425] ve elektroforezdir [432] ,[437]. Ayrica literatiir
aragtirmalarinda UV-VIS spektroskopisi [507], yakin IR [486], floresans spektroskopisi



[441] ve elektroanalitik yontemlerle [531] yapilmis analizlerde de deneysel tasarim

uygulamasina rastlanmistir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezde surup preparatlarinda etken madde olarak kullanilan efedrin hidrokloriir ve
guaifenesin ile katki maddesi olarak kullanilan metil paraben, propil paraben, ponso 4R
ve sakarinin bir arada analizine yonelik HPLC yonteminin gelistirilmesi ve bunun igin
optimum ayirma kosullarinin deneysel tasarim kullanilarak saptanmasi, gelistirilen
yontemin validasyonu ve piyasada bulunan ilag preparatlarina uygulanmasi

amaglanmstir.

1.3 Hipotez

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
bir arada analizi i¢in gelistirilecek HPLC yonteminin, analizi yapilan maddeleri i¢eren
preparatlara rahatlikla uygulanabilecegi, benzer etki gosteren preparatlar i¢in fikir
verecegi diisliniilmektedir. Ayrica yontemin optimum kosullarinin deneysel tasarim
kullanilarak belirlenmesinin, daha az sayida enjeksiyon, daha az ¢oziicii sarfiyati ile
klasik yontemlere gore daha cevreci, daha kisa ve daha ucuz olmasi beklenmektedir.
Bunlarin yaninda deneysel tasarim, deneyi etkileyen biitiin faktorlerin bireysel ve
birbirleriyle etkilesimini ve bunlarin deney sonucuna etkisini incelediginden klasik

optimizasyona gore daha giivenilir sonuglar elde edilmesi diisiiniilmektedir

Bu tez ¢aligmasinda gelistirilmesi ve validasyonu planlanan HPLC yonteminin ilag kalite
kontrol rutin analizlerinde giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi ve boylelikle ilag

endiistrisine ve bilime katki saglayabilecegi ongoriilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. ila¢ Etken Maddeleri
2.1.1. Efedrin HidroKloriir

2.1.1.1 Ozellikleri
Kapali formiili: C10H15NO. HCI

Yapisal formiilii:

OH

NHCH;
GH, *HC

Kimyasal Adi:

1. Benzenmetanol, -[1-(metilamino)etil]-, hidrokloriir [R-(R*,S* )], tuzu.
2. (1R,2S)-2-Metilamino-1-fenil propan-1-ol hidrokloriir.

Molekiil agirligr: 201,6 g/mol.

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

Erime noktasi: 217-220 °C.

Coziintirliigii: Suda ve alkolde iyi ¢Oziintir.



2.1.1.2 Farmakolojik Etkisi

Yaygin bir uyarici olarak kullanilir. Dekonjestan ve tansiyon diisiiriicii etkisi vardir.
Efedrin sentetik tiirevleri amfetamin ve metamfetamin ile yapisal olarak benzerlik
gosterir. Kimyasal olarak ¢esitli bitkilerden elde edilen bir alkaloiddir [1]. Efedrin kronik
astim, bronsit, amfizem gibi solunum rahatsizliklariyla birlikte olusan, tersinir olarak
solunum sikintisina yol agan kasilmalarin semptomatik tedavisinde kullanilir. Efedrin,
brons diiz adalesini gevseterek hastalarin daha rahat nefes almalarini saglar. Ayrica burun
mukozast damarlarinda 6zellikle de nezle/grip olundugunda meydana gelen rahatsizligi
giderir. Yiksek dozda alindiginda sinirlilik, uykusuzluk, tremor, istah kaybi, tasikardi,
hipertansiyon gibi yan etkiler goriilebilir [2].

2.1.1.3 Miktar Tayin Yontemleri

Efedrin hidrokloriir, bir¢cok farmasétik formiilasyonda yaygin olarak kullanilan bir etken
maddedir. Bu sebeple gerek tek basina, gerekse ¢oklu etken maddelerle bir arada bir¢cok
tayini yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde ise HPLC basta olmak iizere diger
kromatografik teknikler, elektroforez, elektroanalitik ve spektrofotometrik metotlarin 6ne
ciktig1 gézlenmektedir. Efedrin HCI’'nin, HPLC ile analizleri Cizelge 2. 1°de, diger

yontemlerle analizleri Cizelge 2. 2°de verilmistir.

Cizelge 2. 1 Efedrin hidroklortiriin HPLC ile analizleri

Ornek Diger madde Kolon [Yontem Hareketli |Dedektor|Kaynak
Faz
Mag Psodoefedrin, i HILIC Asetonitril UV [3]
preparatlar1 [fenilefrin, sinefrin amonyum
asetat
Plazma Metilefedrin, C18 UPLC Formik asit, [MS [4]
amigdalin, Su
glisirizik asit
flag Norefedrin, C18 UPLC Asetonitrilfo MS [5]
preparatlar1 [psddoefedrin, rmik asit
metilefedrin,
akonitin, benzoil
hipakonin,
mesakonitin,
norpsddoefedrin




Cizelge 2. 1 Efedrin hidrokloriiriin HPLC ile analizleri (devami)

Kan ve idrar [Amfetamin, Fenil |UPLC Asetonitril  [ESI-MS  |[6]
numuneleri |metamfetamin, formik asit
metilefedrin,
3,4-metilen-
dioksiamfetamin,
ketamin,metkatoni
n,katonin
Fare plazma |Morfin, L LC - MS [7]
Ve beyin psodoefedrin
dokusu
homojenati
Surup Guaifenesin C18 HPLC Fosfat DAD [8]
tamponu,
metanol
(60:40)
Kan serumu |Atropin,brusin, [C18 LC Formik asit, [ESI-MS |[9]
ve mide skopolamin, metanol
S1VIS1 striknin,akonitin,
pilokarpin,lobelin,
ergometrin,
anabasine,
teofilin,kolsisin,
tetrahidropalmatin
flag Fenobarbiton Siyano |HPLC Asetonitrila UV [10]
preparatlari monyum
asetat
Fare C18 UPLC - MS [11]
plazmasi
Bitkisel ilag [Formononetin, |C18 HPLC Asetonitrilp DAD [12]
preparatlar1  |penzoik-glisirizik otasyum
asit, liquiritin, dihidrojen
amigdalin, fosfat ve
isoliquiritin fosforik asit
tamponu
Bitkisel ilag [Noroefedrin, Fenil |HPLC Potasyum UV [13]
preparatlar1 norpsddoefedrin, dihidrojen
psodoefedrin, fosfat,
metil efedrin asetonitril
(96:4, viv)
Bitkisel ila¢ [Hesperidin, C18 HPLC Su, trifloro  [DAD [14]
preparatlar [ferulik asit, asetik asit,
gingerol, metanol
glisirizin,
imperatorin




Cizelge 2. 1 Efedrin hidrokloriiriin HPLC ile analizleri (devami)

[lag

Psodoefedrin

C18

HPLC

Potasyum
dihidrojen
fosfat,

Asetonitril
(94:6, vIv)

uv

[15]

Bitkisel ilag
preparatlari

Sinamik asit,
sinamaldehit,
glisirizin, gingero
paeoniflorin,
schisandrin,
gomisin A- N,
metil engenol

C18

HPLC

Trifloro
asetik
asit,su,
asetonitril

DAD

[16]

Idrar
numunesi

Metilefedrin,
psodoefedrin,
salbutamol,
morfin,
epitestosteron,
katin

LC

MS

[17]

Kan serumu
ornekleri
(insanda)

Katinon,
metkatinon,
etkatinon,
amfepramon,
mefeddron,flefedr
on, metedrokatin,
nor-psédo-
etilefedrin

Fenil

LC

ESI-MS

[18]

Kan ve idrar
numunesi

Akonitin,brusin,

hipakonit,
raceanisodamin

gelsemine,striknin

HILIC

MS

[19]

Kan
numunesi

Pilokarpin,
striknin,
brusinatropin,
akonitin,
kamptotesin,
koumine

LC

ESI-MS

[20]

Bitkisel ilag
preparatlari

Efedrin tirevleri

HS F5

HPLC

Amonyum
asetat,
asetonitril
(90:10)

uv

[21]




Cizelge 2. 1 Efedrin hidrokloriiriin HPLC ile analizleri (devami)

flag Amfetamin, C18 UPLC Metanol, MS [22]
preparatlari, [metamfetamin, pirolidin
kan psodoefedrin,
numunesi  [fentermin,
ketamin, 3,4-
metilen
dioksiamfetamin-
metamfetamin
[drar Salbutamol, C8 LC Asetonitril  [ESI-MS |[23]
numunesi  morfin asetik asit,su
Teofilin, C18 HPLC Potasyum UV [24]
Surup guaifenesin, dihidrojen
difenhidramin fosfat,
hidrokloriir, metil asetonitril
paraben, propil (60:40 viv)
paraben, sodyum
benzoat
flag Karbinoksamin  [C18  |HPLC Oktan uv [25]
preparatlar1 |maleat, Folkodin stilfonik asit,
asetonitril
asetik asit
(75:25:0.5)
Dogal saglik | Fenil |LC Metanol, |UV,MS |[26]
trtinleri potasyum
fosfat
flac Dekstrometorfan |ODS  |LC- Asetonitril UV [27]
preparatlar1  |hidrojen Kemometri- [fosfat
bromiir,fenilefrin Spektrofoto tamponu
klorfeniramin metri (40:60)
maleat,metil-
propil paraben
[drar Norefedrin, Fenil |LC N MS [28]
numunesi  norpsddoefedrin,
psodoefedrin,
metilefedrinmetil
psodoefedrin
Besin B LC B MS [29]
takviyesi
[drar Amfetamin Ci18 |LC Sodyum uv [30]
numunesi  metoksifenamin, dodesil
fenilefrin, siilfat,
fenilpropanolamin pentanol
Farmasotik  [Teofilin C18 HPLC Metanol,su UV [31]
tablet (40:60)
Besin N LC - MS [32]
takviyesi
[drar Norefedrin C18 LC AsetonitrilsulUV [33]
numunesi (52:48)




Cizelge 2. 1 Efedrin hidrokloriiriin HPLC ile analizleri (devami)

Bromheksin
hidrokloriir,
Surup klorfeniramin Siyano |HPLC Su, [letkenlik [34]
maleat, Kodein asetonitril
fosfat, etanol
dekstrometorfan (38:60:2)
hidrobromiir,
difenhidramin
papaverin
hidrokloriir
fenilefrin
hidrokloriir
flag Nafazolin, Polimer HPLC AsetonitrilsoUV [35]
preparatlar1 joksimetazolin, dyum
ksilometazolin hidroksit
(10:90)
Insan Guaifenesin C8 HPLC Sodyum uv [36]
Plazmasi heptan
siilfonat,
asetonitril
(70:30)




Cizelge 2. 2 Efedrin hidrokloriiriin diger yontemlerle analizleri

Ornek Diger Maddeler /Analiz Yontemi [Kaynak
Biyolojik numune  |[Metamfetamin CE [37]
metadon
[drar numunesi Metamfetamin GC-MS [38]
Tampon ¢ozelti Psodoefedrin CE [39]
[drar numunesi Ketamin LLE- CE [40]
[lac preparatlari Fenilefrin Spektrofotometri [41]
[lag preparatlari, idrarBromheksin hidrokloriir Spektrofotometri [42]
numunesi
[lag preparatlar: Spektrofotometri [43]
\oltametri
[lag preparatlar1 ve Potansiyometri  ([44]
biyolojik s1v1
Gida numunleri Fenfluramin, sibutraminor GC-EI-MS-MS [[45]
psodoefedrin
psodoefedrin, ampefemon
[drar numunesi Psodoefedrin, norpsdodoefedrin CE [46]
[lac preparatlari N \Voltametri [47]
[lag preparatlar Triprolidin hidrokloriir , difenhidramin [Spektrofotometri
hidrokloriir , psodoefedrin hidrokloriir |( XRF) [48]
, klorfeniramin maleatskopolaminin
[drar numunesi Psodoefedrin \Voltametri [49]
[lag preparatlari, idrarMetilefedrin, psddoefedrin CE-ECL [50]
numunesi
Biyolojik numune  [Ps6doefedrin CE-SPME [51]
[lac preparatlari, idrarPsddoefedrin hidrokloriir , Spektrofotometri [52]
numunesi fenilpropanolamin
[drar numunesi B CE-ECL [53]
[lag preparatlari, idrar|Psddoefedrin CE-ECL [54]
numunesi
[drar numunesi Amfetamin, metadon, petidin, CE-ESI-MS [55]
tetrakain, kodein, eroin
[drar numunesi Psodoefedrin FI-CE [56]
Kan numunesi Amfetamin, metamfetamin, GC-MS
psodoefedrin, [57]
metilendioksiamfetamin,
metilendioksietilamfetamin,
mefentermi
[drar numunesi Kodein MEKC [58]
Kiral numuneler Triptofan, propranolol, Spektrofotometri [59]
metil-beta-siklodekstrin
[lac preparatlari Norefedrin, psddoefedrin GC [60]
Bitkisel numune Psodoefedrin MEKC [61]
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Cizelge 2. 2 Efedrin hidrokloriiriin diger yontemlerle analizleri (devami)

[lac preparatlar Difenhidramin ECL [62]

Ilag, gida takviyeleri [Psodoefedrin GC-MS [63]

[lag preparatlar: Penisilamin CL [64]

Efedra bitki Psodoefedrin CE [65]

numunesi

Sa¢ numunesi Amfetamin, metamfetamin, kodein,  |[CZE-MS [66]
kokain, morfin

[lac preparatlari Psodoefedrin, metoprolol, MEEKC [67]
N-metilefedrin, sinefrin, atenolol

Efedra bitki Psodoefedrin MEEKC [68]

numunesi

Bitki numunesi Glisirizin LE [69]

[lac preparatlar Psddoefedrin, N-metilefedrin, CZE [70]
norefedrin

[drar numunesi Psédoefedrin CE [71]

[drar numunesi Amfetamin, metamfetamin, norefedrin |GC-MS [72]

[lac preparatlari

Spektroflorimetri

[73]

Gida takviyeleri Psodoefedrin, norpsddoefedrin, GC-MS [74]
norefedrin, metilpsddoefedrin
Saf otlar ve ticari L GC [75]
bitki numunesi
Besin takviyesi Psodoefedrin, kafein CE [76]
Besin takviyesi Sinefrin MS-ESI-APCI  |[77]
[drar numunesi B SPME- CE [78]
Efedra bitki Psodoefedrin MEKC [79]
numunesi
[lag preparatlari Psodoefedrin, katin norefedrin, katinon GC-MS
norpsddoefedrin, [80]
[drar numunesi Fenilpropanolamin, heptaminol CZE [81]
[lag preparatlari Dekstrometorfan, klorfeniramindifen- |CE [82]
hidramin
Besin takviyesi N SPE-MS [83]
Besin takviyesi Psodoefedrin CE [84]
Efedra bitki Sinefrin, psodoefedrin, tiramin, IPC [85]
numunesi norefedrin, oktopamin
[lag preparatlari Psodoefedrin, norefedrin IC [86]
[lag preparatlar: Norefedrin, norepinefrin-L-bitartrat, |Kemometri
triptofan metil ester Spektrofotometri [[87]
[lag preparatlari Psodoefedrin IR [88]
Bitki numunesi Psodoefedrin MEKC [89]
[lac preparatlari Psodoefedrin GC [90]
[lag preparatlar: Psodoefedrin CE [91]
[lac preparatlari L CE [92]
[lag preparatlar: Psodoefedrin, norefedrin, metilefedrin |CE [93]
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Cizelge 2. 2 Efedrin hidrokloriiriin diger yontemlerle analizleri (devami)

Besin takviyesi Psodoefedrin, norefedrin, CE
norpsddoefedrin, N-metilefedrin, [94]
N-metilpsddoefedrin
Bitki numunesi Psodoefedrin MEEKC [95]
[lag preparatlar: Psodoefedrin, NMR [96]
metil efedrin-psodoefedrin
[lag preparatlar: Prometazin hidrokloriir, kodein fosfat |[CZE [97]
[drar numunesi Psddoefedrin, norefedrin, CZE [98]
norpsddoefedrin
Besin takviyesi Norefedrin, norpsddoefedrin, FI-ESI-MS [99]
psodoefedrin, metilefedrin,
metilpsodoefedrin
Bitki numunesi N CE [100]
[lac preparatlar Teofilin, amobarbital Spektrofotometri [101]
[lag preparatlar Asetaminofen, kafein parabenler, \Voltametri [102]
guaiakol asetil-salisilik asit
Efedra bitki GC-MS [103]
numunesi
Beyin doku numunesiSerotonin, fenilalanin, dopamin, CE
adrenalin, propranolol,3,4-di hidroksi - [104]
L-fenilalanin
[drar numunesi Psodoefedrin, norefedrin GC-MS [105]
norpsodoefedrin, metilefedrin
[lac preparatlari 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin, MS [106]
psodoefedrin, atenolol, norepinefrin,
propranolol, izoproterenol
Fare plazmasi Gastrodin, ligustrazin MEKC [107]
[lac preparatlari Teofilin Spektrofotometri [108]
Kan serumu ornekleriPs6doefedrin GC-MS [109]
(insanda)
[lac preparatlari Amperometri  [110]
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2.1.2 Guaifenesin

2.1.2.1 Ozellikleri
Kapal1 formiilii: C10H1404

Yapisal formiilii:

O\)/\/OH

OCHj

Kimyasal Adi: (RS)-3-(2-Metoksi fenoksi) propan-1,2-diol.
Molekiil agirligi: 198,2 g/mol.

Renk ve goriiniis: Beyaz, kristalize toz.

Erime noktas1: 79 °C - 83 °C.

Coziintirliigii: Suda az, alkolde 1y1 ¢6zliniir.

2.1.2.2 Farmakolojik EtkKisi

Guaifenesin Oksiiriik, kronik bronsit, bronsektazi ve diger hastaliklar i¢cin kullanilan bir
balgam soktiiriictidiir. Solunum yollarindaki mukoza salgisini arttirarak birikmis balgami
sulandirip yapiskanligim1 azaltarak disariya atilmasini kolaylastirir. Boylece kuru ve
nonproduktif bir oksiiriik yerini daha nadir ve daha produktif bir oksiiriige birakmakta,
gogiisteki rahatsizlik hissi kaybolmaktadir. Yiiksek dozda alindiginda kusma, bulanti,
diyare, bas agrisi, sancili idrara ¢ikma, sinirlilik, uyuyamama, deri dokiintiisti goriilebilir

12].
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2.1.2.3 Miktar Tayin Yontemleri

Guaifenesin ile yapilan caligmalar arasinda agirlikli olarak kromatografik ve

spektrofotometrik yontemler bulunmaktadir. Guaifenesinin HPLC ile analizleri Cizelge

2. 3’te, diger yontemlerle analizleri ise Cizelge 2. 4’te verilmistir.

Cizelge 2. 3 Guaifenesin HPLC ile analizleri

Ornek Diger madde |Kolon |YontemHareketli Faz Dedektor Kaynak
Surup Efedrin C18 HPLC |Fosfat tamponu, DAD [111]
] idrokloriir metanol (60:40)
Insan C18 HPLC |Metanol, su uv [112]
plazmasi (60:40)
Benzonatat, C18 HPLC |Fosfat tamponu, uv [113]
flac difenhidramin asetonitril,
preparatlart |hidrokloriir, trietilamin (49,50,1)
feniefrin
hidrokloriir
flag Terbutalin siilfat,|C18 HPLC |Fosfat tamponu, uv [114]
preparatlar1 ambroksol asetonitril, metanol
hidrokloriir
Surup Ambroksol C18 HPLC |Fosfat tamponu, uv [115]
hidroklortir, metanol, asetonitril
teofilin trietilamin
(63.5,27.5,9,0.25)
Insan L C18 HPLC |Metanol, fosfat uv [116]
serumu tamponu
Mag Ambroksol, c8 HPLC [Disodyum hidrojen UV [117]
reparatlar1 [salbutamol ortofosfat, metanol
Metokarbamol, |C18 HPLC |[Monopotasyum uv [118]
flac diklofenak fosfat, asetonitril,
preparatlar1 [potasyum, metanol
ibuprofen (90:25:15)
Mag Metokarbamol |Fenil |HPLC [Ortofosforik asit, |[Floresans|[119]
preparatlari asetonitril (80:20)
flag Ambroksol C8 HPLC [Potasyum uv [120]
preparatlar1 |hidrokloriir, dihidrojen fosfat,
salbutamol siilfat metanol (58:42)
Surup Sodyum benzoat CN HPLC |Asetonitril, su uv [121]
(20:80)
Surup Bromheksin C18 HPLC |[Fosfat tamponu, uv [122]
hidrokloriir, asetonitril
terbutalin stilfat (80:20) ve (60:40)
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Cizelge 2. 3 Guaifenesin HPLC ile analizleri (devami)

Surup Fenilefrin C8 HPLC |Fosfat tamponu, uv [123]
hidrokloriir, Metanol, asetonitril
ambroksol
hidrokloriir,
levosetirizin
flag Psodoefedrin, [C18  HPLC |Metanol,dihidrojen [UV
preparatlar1 [feniramin, fosfat [124]
pirilamin, (45:55)
dekstrometorfan,
klorfeniramin
Surup Metil paraben, |Fenil |HPLC [Tampon, asetonitril DAD [125]
propil paraben metanol (25:75)
Surup Dekstrometorfan |C18 HPLC [Fosfat tamponu, Floresans [126]
asetonitril, metil
alkol (62:23:15)
Surup Psodoefedrin,  Silika |HPLC |Fosfat tamponu, uv [127]
dekstrometorfan, asetonitril (60:40)
kodein
flag Asetaminofen, |[ODS |HPLC [H3PO4:CH3CN uv [128]
preparatlart fromisoval, (85:15)
bucetin, kafein,
dekstrometorfan
hidrojen bromiir,
klorfeniramin
maleat,
etoksibenzamid,
metilefedrin -
noskapin HCI
Surup Psodoefedrin  [ODS  HPLC |Metanol, amonyum | [129]
hidrojen klorfir, fosfat tamponu
dekstrometorfan (45: 55)
hidrojen bromiir
Mag Fenilpropanol |C18 HPLC | uv [130]
preparatlar1 |hidrojen kloriir,
dekstrometorfan
hidrojen bromiir,
sodyum benzoat
[nsan Psodoefedrin ~ |C8 HPLC [Sodyum heptan uv [131]
Plazmasi siilfonat, asetonitril
Sentetik Teofilin HPLC (Sodyum dihidrojen UV [132]
ornekler ve fosfat-metanol-
ilag asetonitril (8+2+1)
preparatlari
Kan ODS |HPLC |Metanol, asetonitril,{UV [133]
plazmasi fosfat tamponu
6rnegi (11:11:78)
(kopeklerde)
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Cizelge 2. 4 Guaifenesin diger yontemlerle analizleri

Ornek Diger Maddeler Analiz Yontemi [Kayna
k
[lac preparatlar Fenilefrin hidroklortir Spektroflorometr|[134]
i
[lag preparatlar: Teofilin Spektrofotometri [135]
\Voltametri
[lag preparatlar: Teofilin, ambroksol hidrokloriir Spektrofotometri|[136]
[lag, idrar numunesi Voltametri [137]
[lag preparatlar: Difenhidramin hidokloriir, benzonatat, [Spektrofotometri|[138]
fenilefrin hidrokloriir,
[lac preparatlar Difenhidramin, psédoefedrin, Spektrofotometri|[139]
parasetamol
[lac preparatlari Difenhidramin hidrokloriir, Kemometri [140]
benzonatat, fenilefrin hidrokloriir|Spektrofotometri
[lac preparatlari [buprofen, metokarbamol, Kemometri [141]
parasetamol, diklofenak
Gergek numuler Teofilin \Voltametri [142]
[lag preparatlari Psddoefedrin hidrokloriir, guaiakol ~ [TLC [143]
[lac preparatlari Psodoefedrin, klorfeniramin maleat ~ |Kemometri [144]
Spektrofotometri
[lag preparatlari Ambroksol, levosalbutamol siilfat Spektrofotometri [145]
[lag preparatlari Teofilin Spektrofotometri|[146]
Sentetik ve gercek ilag [Psodoefedrin Kemometri [147]
preparatlari Spektrofotometri
Kan serumu ornekleri |- Voltametri [148]
(insanda)
[lag preparatlari Teofilin Kemometri [149]
[lag preparatlar Diprofilin, metil paraben, propil Kemometri [150]
paraben Spektrofotometri
Sentetik ve gercek ilag [Salbutamol Spektroflorimetri[151]
reparatlari
[lag preparatlari Salbutamol siilfat, metil paraben, Spektrofotometri [152]
propil paraben Kemometri
[lag preparatlari - \Voltametri [153]
Kan serumu ornekleri |- GC-ECD [154]
(insanda)
[lac preparatlari Klorfeniramin maleat, noskapin Spektrofotometri [155]
hidrokloriir, klorfeniramin maleat
[lac preparatlari Dekstrametorfan Spektrofotometri [156]
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2.2 fla¢ Katki Maddeleri

fla¢ katki maddeleri; ilaglarin verilmesinde ya da uygulanmasinda kullanilan, ilaclara
bicim ve daha fazla dayamiklilik vermeye yarayan maddelerdir. Kendi bagslarina
farmakolojik acidan etkisiz olmakla birlikte tedavide biiyiik 6nem tagirlar. Ciinkii
ilaglarin emilimini ve etki gdstermesini saglayan uygun bir ortam yaratirlar. Etkili
maddeler her zaman belirli eksipiyanlarla birlikte verilirler. Bunlar fiziksel 6zelliklerine

ve ilaglarin kimyasal-fiziksel 6zelliklerine gore segilirler [157].
2.3 Cahsilan Katki Maddeleri
2.3.1 Metil paraben

2.3.1.1 Ozellikleri
Kapal1 formiilii: CgHgO3

Yapisal formiilii:

o) o)
X" CH,

OH

Kimyasal adi: Metil 4-hidroksi benzoat.

Molekiil agirligr: 152,1 g/mol

E numarasi: 218.

Renk ve goriiniis: Seffaf kristalize veya beyaz kristal toz.
Erime Noktasi:131°C.

Coziintirliigii: Suda ¢ozlinmez. Alkol, eter, aseton, benzen i¢inde az ¢oziiniir, karbon

tetrakloriir i¢inde ¢oziiniir.
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2.3.1.2 Farmakolojik ozellikleri

Metil paraben genellikle antimikrobiyal koruyucu olarak kozmetikte, yiyecek imalatinda
ve farmasotik formiilasyonlarda kullanilir. Yalniz olarak veya diger parabenlerle ortak
olarak kullanilabilir [158]. Bununla beraber genis antimikrobiyal 6zelligi ve son {iriinde

koku birakmamasi gibi 6zellikleri sebebiyle en fazla kullanilan koruyucudur [159].

2.3.2 Propil paraben

2.3.2.1 Ozellikleri
Kapali formiilii: C10H1203

Yapisal formiilii:

D"'W
HO

Kimyasal ad1: Propil 4-hidroksibenzoat.
Molekiil agirligi: 180,2 g/mol

E numarast: 216.

Renk ve goriiniis: Beyaz kristal.

Erime Noktasi: 95-98 °C.

Coziintirliigii: Su i¢inde az ¢dziiniir, alkol ve eterde ¢oziintir.

2.3.2.2 Farmakolojik 6zellikleri:

Propil paraben, p-hidroksibenzoik asit n-propil esteridir. Propil paraben; kozmetik,
eczacilik ve yiyeceklerde sentetik olarak iiretilerek kullanilir. Birgok bitki ve boceklerde
bulunan dogal bir madde olarak ortaya ¢ikar. Bu madde tipik olarak, kremler, losyonlar,
sampuanlar ve banyo iirlinleri gibi su bazli kozmetik iriinleri i¢inde bulunan bir

koruyucudur. Optimum pH aralig1 3-7 dir [160].
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2.3.3 Parabenlerin ilacta Kullanim

Ilacta kullanilan paraben tiirleri; metil, etil, propil ve butil parabendir. Metil paraben ve
propil paraben beraber kullanimi yarattiklari sinerjik etki sebebiyle yaygindir. Maksimum
sinerjik etkiyi elde etmek igin genellikle mol basina 7.5:1 ve9:1 orani kullanilir. Bu
parabenler pH 4-8 arasinda antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler. Bu aralik disinda
hidroliz olurlar [161].

Ulkemizde ilaglar, klinik kullanima sunulmadan &nce, iceriklerinin ve katki maddelerinin
(parabenler  dahil)  mevzuatimiz ~ smirlar1  igerisinde  olmasi  kaydiyla
ruhsatlandirilmaktadir. ilag ruhsatlandirmayla ilgili mevzuatimizdaki smirlar da Avrupa
Birligi ve ABD ile uyumludur. Avrupa Birligi’ne gore, parabenlerin ilaglarda kullanim
smir1 % 0,25 ( genellikle kullanilan miktar metil paraben i¢in %0,18, propil paraben i¢in

%0,02) olmalidir.

2.3.4 Parabenlerin Zararlari

Parabenlerin en ¢ok korkulan etkisi meme kanserine yol agma riskidir. Cilinkii parabenler
insan viicudunda Ostrojen hormonuna benzer etkiler gostermektedir. Parabenlerin
Ostrojenik aktivitesi ile ilgili yapilan in vitro ¢aligmalar sonucunda parabenlerin dstrojen
reseptorlerine baglandig ve bu reseptorle kontrol edilen genleri aktive ettigi bildirilmistir.
Ostrojenik aktivitenin ester yan zincirinin biiyiikliigii ile paralel olarak arttig1 sonucuna

varilmistir.

Yapilan calismalar parabenlerin sadece kadinlar1 etkilemedigi, ayrica erkeklerde de
tireme problemlerine yol acgabilecegini, sperm sayisini ve testosteron salgisini
azaltabilecegini gOstermistir. Parabenlerin hormonlar taklit edebilme 06zelligi, erkek
tireme fonksiyonlarini negatif sekilde etkilemekte, Avrupa Birligi kanunlar1 tarafindan

glinliik kabul edilebilir dozlarda dahi sperm iiretimini azaltabilmektedir [162].

2.3.5 Paraben Kullanimu ile ilgili Yasaklamalar

2009 yi1linda Danimarka Cevre Koruma Ajansi, 2 yasindaki ¢ocuklarin endokrin sistemini

bozucu maddelere maruz kalmasi hakkinda yaptiklar1 detayli calismada losyon ve giines
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koruyucu {irlinlerin i¢inde bulunan propil ve butil parabenlerin kiigiik ¢ocuklarin
gelisimini tehdit edebilecegi sonucuna vardi. Bu nedenle Danimarka, 6zellikle propil
paraben ve butil parabenin bebek ve 3 yas alt1 ¢ocuklar i¢in liretilen kozmetik tirtinlerinde
kullanilmasin1 15 Mart 2011 tarihinden itibaren yasaklamistir. Fransa ve Isvec paraben
iceren ila¢ ve kozmetikler ile ilgili yasaklamalar getirmis, Norve¢ ise bu konuda yasal
miicadeleyi baslatmistir.

Son yillarda ise tiiketiciler ve sivil toplum kuruluslarindan gelen baski nedeniyle firmalar,

paraben kullanilmayan iiriinler tiretmek tlizere ¢6ziimler aramaya baslamistir [162].

2.3.6 Parabenlerin Miktar Tayin Yontemleri

Metil ve propil parabenin kozmetik, gida, ila¢ ve g¢evresel birgok Ornekte analizleri
yapilmistir. Uygulanan yontemler agirlikli olarak HPLC olup, GC ve elektroforez de sik
kullanilan metotlar arasindadir. Metil paraben ve propil parabenin HPLC ile analizleri

strastyla Cizelge 2. 5 ve Cizelge 2. 6’da, diger yontemlerle analizleri Cizelge 2. 7°de

verilmistir.
Cizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri
Ornek  Diger madde Kolon [Yontem [Hareketli Faz |Dedektor [Kaynak
Surup  [Pizotifen, propil C18 |HPLC  |Asetonitril, uv [163]
paraben tetrahidrofuran,
potasyum
dihidrojenfosfat
(38:1.5:62)
Gida Propil-etil-butil- ODS HPLC  |Metanol-su uv [164]
izobutil- izopropil SP (70/30)
paraben
Mlag Propil paraben, ODS3 HPLC  |Asetonitril | [165]
preparatlajetilparaben, butil tamponu
r1 paraben, benzilalkol (pH=3,5,7)
Kozmetik|P-anisik asit C18 HPLC | uv [166]
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Cizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri (devami)

Akdeniz |Benzilparaben, C18 [UHPLC [Metanol, su MS [167]
nehirlerdekafein, tris
ki baliklar(2- butoksietil) fosfat
insan  [Etil-propil- butil C18 |UHPLC |Asetat tamponu |MS [168]
serumu  [paraben
Surup 8 Katki maddesi C18 HPLC [Sodyum uv [169]
dihidrojenfosfat,
asetonitril
(90:10), (60:40)
flag Propil paraben C18 |HPLC  |Asetat tamponu, UV [170]
preparatlaisodyum, metil paraben asetonitril
r1 (20:80)
asetat tamponu,
metanol
(18:82)
Cevre  [Etil-propil-butil C18 |UHPLC [Formik asit, MS [171]
matrisler |paraben klotrimazol, metanol,
(atik su, |mikonazol, amonyum asetat
tortu, triklorokarban
camur ve [triklosan
topraktan
)
Islak Etil paraben, propil  |C18 |UHPLC |Asetonitril, uv [172]
mendil  |paraben asetik asit
(20:80)
Surup  [Sodyum benzoat, Etil- [C18 HPLC  |Asetonitril, [173]
Propil paraben asetat tampon
(35:65)
Manila  [Etil-propil-biitil C18 |UHPLC |n-heksan ve MS [174]
korfezind |paraben triklosan, aseton karisimi
eki balik ftriklokarban
ornekleri
Mag Propil paraben, C18 |HPLC  |Asetonitril, DAD [175]
preparatlajsodyum benzoat, potasyum
r1 granisetron dihidrojen fosfat
hidroklortir, 4-
hidroksi benzoik asit
Kozmetik|p-hidroksibenzoik asit [C18 |[UHPLC |metanol, su, PDA [176]
iriinleri  |ve fenol fosforik asit
Mlag 2-fenoksietanol, etil- |C8  |[HPLC  |Asetonitril, uv [177]
preparatlalPropil paraben tetrahidrofuran,

1

Su

(21:13:66)
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Cizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri (devami)

Nistatin  |[Sodyum benzoat, C18 HPLC |Asetonitril, DAD [178]
Siispansiy [propil paraben asetat tamponu
on (35:65)
Kozmetik|Etil-propil-butil C18 [|HPLC  |Asetonitril, su |DAD [179]
iriinleri [paraben
Kozmetik| UHPLC |Metanol, su MS [180]
irtinleri (60:40)
flag Psddoefedrin, C18 HPLC |Metanol, uv [181]
preparatlafeniramin, guaifenesin, dihidrojen fosfat
r1 pirilamin, tamponu
klorfeniramin, (45: 55)
dekstrometorfan
Surup  [Pantenol, askorbik asit,[C18 [HPLC  |O-fosforik asit, [DAD [182]
tiamin hidroklortir, asetonitril
riboflavin-5-fosfat (85:15),(70:30)
sodyum, piridoksin
hidrokloriir,
nikotinamid,
sodyum benzoat
Surup  |Guaifenesin, C18 HPLC |Asetonitril, uv [183]
salbutamol, siilfat, potasyum
propil paraben, asefilin dihidrojen fosfat
piperazin, bromheksin (60:40),(50:50)
hidrokloriir
Mag Artemether, propil C18 |HPLC  |Asetonitril, uv [184]
preparatlajparaben potasyum fosfat
r1 tamponu (30:70)
Mlag Domperidon, propil  |C8 HPLC |Amonyum asetat UV [185]
preparatlajparaben tamponu,
r1 metanol
(40:60)
Surup  [Guaifenesin, teofilin, |C18 [HPLC  |Potasyum uv [186]
propil paraben, dihidrojen fosfat,
sodyumbenzoat, asetonitril
difenhidramin (60:40)
hidrokloriir
Mlag Ranitidin, propil C18 HPLC |Amonyum uv [187]
preparatlajparaben asetat, asetonitril,
1 metanol
Mlag Ketoprofen, propil C18 |HPLC  |Asetonitril, su, UV [188]
preparatlajparaben, ketoprofen-3- fosfat tamponu
r1 asetil benzofenon, (40:58:2)

2-(3-karboksi-fenil)

propiyonik asit
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Cizelge 2. 5 Metil parabenin HPLC ile analizleri (devami)

triprolidin, metil
paraben, sodyumbenzoat
p-aminofenol, triprolidin
z-izomer,
4-hidroksibenzoik asit

(90:10),(60:40)

Surup  [S-karboksimetil-L- |ODS HPLC  |Asetonitril, uv [189]
sistein metanol, su
(120:280:600)
flag P-hidroksi benzoik ~ |C18 |HPLC  [|Potasyum fosfat UV [190]
preparatlajasit, etil paraben, tampon, metanol
r1 propil paraben (47.5:52.5)
[lac Indinavir, potasyum |C8 HPLC  |Asetonitril, sitrat UV [191]
preparatlajsorbat, propil paraben tamponu(20:80)
1
flag Metronidazol benzoat, [C18 |HPLC  |Metanol, su uv [192]
preparatlajpropil paraben (50:50)
r1
flag Propil paraben, C18 HPLC |Asetonitril, uv [193]
preparatlajsinkokain hidrokloriir sodyum asetat
r1 trihidrat(45:55)
Mlag Timerosal, propil C18 HPLC  |Metanol, fosforik Amperome [194]
preparatlajparaben asit(59:41) tri
r1
flag Parabenler, ketoprofen C18 HPLC | uv [195]
preparatla
r1
Cizelge 2. 6 Propil parabenin HPLC ile analizleri
Ornek Diger madde Kolon [Yéntem Hareketli Faz Dedektor [Kaynak
Surup [Pizotifen, C18 |HPLC |Asetonitril, uv [196]
metil paraben tetrahidrofuran,
potasyum
dihidrojenfosfat
(38:1.5:62)
[lac  [Sodyum metil paraben, |C18 |HPLC ([Trietilamin tamponu, UV [297]
prepar [ketorolak trometamin tetrahidrofuran,
atlar metanol (665:35:300)
Surup [Parasetamol C18 HPLC [Sodyum dihidrojen UV [198]
psodoefedrin, fosfat, asetonitril
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Cizelge 2. 6 Propil parabenin HPLC ile analizleri (devami)

[lag  [Metil paraben, metil C18 [HPLC |Asetat tamponu, uv [199]
prepar [paraben sodyum, propil asetonitril (20:80)
atlar1 [paraben sodyum asetat tamponu,
metanol(18:82)
Surup |Sodyum benzoat, etil  |C18 [HPLC |Asetonitril, N [200]
paraben, metil paraben asetat tamponu
(35:65)
[lac  [Metil paraben, sodyum |C18 [HPLC |Asetonitril, DAD [201]
prepar [benzoat, granisetron potasyum dihidrojen
atlar1 |hidroklorur, 4-hidroksi fosfat
benzoik asit
[lac  [2-fenoksietanol, etil C8 HPLC |Asetonitril, uv [202]
prepar [paraben, metil paraben tetrahidrofuran,
atlari Su(21:13:66)
Nistati Sodyum benzoat, metil |[C18 HPLC |Asetonitril, DAD [203]
n paraben asetat tamponu
Stispan (35:65)
siyon
flac  [Domperidon, sorbik asit,/C8 HPLC |Fosfat tamponu, uv [204]
prepar metanol (40:60)
atlar
[la¢  [Triamsinolon asetonid, [F5 HPLC |Asetonitril, su uv [205]
prepar |metil paraben (45:55)
atlari
Surup |Guaifenesin, salbutamol C18 [HPLC |Asetonitril, potasyum|UV [206]
stilfat, metil paraben, dihidrojen fosfat
asefilin piperazin, (60:40),(50:50)
bromheksin hidrokloriir
[lac  |Artemether, metil C18 HPLC |Asetonitril, potasyum|{UV [207]
prepar [paraben fosfat
atlari tamponu(30:70)
[lag  |[Domperidon, metil C8 HPLC |Amonyum asetat uv [208]
prepar [paraben tamponu, metanol
atlari (40:60)
Surup |Guaifenesin, teofilin, |C18 HPLC [Potasyum dihidrojen UV [209]
metil paraben, fosfat, asetonitril
sodyumbenzoat, (60:40)
difenhidramin
hidrokloriir
[lag  |Ranitidin, metil paraben [C18 |HPLC |Amonyum asetat, uv [210]
prepar asetonitril, metanol
atlar
[lag  |P-hidroksi benzoik asit, [C18 [HPLC [Potasyum fosfat uv [211]
prepar [etil paraben, metil tamponu, metanol
atlar1 |paraben (47.5:52.5)
[lac  [Estradiol, estron, metil |C18 |HPLC |Asetonitril, metanol, UV [212]
prepar [paraben Su (23:24:53)
atlari
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Cizelge 2. 6 Propil parabenin HPLC ile analizleri (devami)

flac  [Metronidazol benzoat, [C18 |HPLC [Metanol, su (50:50) UV [213]
prepar metil paraben

atlari

[lag  [Indinavir, potasyum C8 HPLC |Asetonitril, uv [214]
prepar [sorbat, metil paraben asetonitril: sitrat

atlar tamponu (20:80)

flac  [Timerosal, metil C18 HPLC |Metanol, Elektro |[215]
prepar [paraben fosforik asit

atlari (59:41)

Cizelge 2. 7 Metil paraben ve Propil parabenin diger yontemlerle analizleri
Ornek Maddeler /Analiz yontemi [Kaynak
Yapistiric Parabenler GC-MS [216]
Kozmetik Metil parabenj \Voltametri [217]
numuneleri
Su numuneleri (12 katki maddesi GC-MS [218]
ve bitkisel
icecekler
Icecek Metil-etil-butil- propil paraben LLME [219]
Kozmetik Parabenler LLME-GC [220]
[lac preparatlari, [Metil paraben \Voltametri [221]
idrar numunesi
Kozmetik Propil paraben \Voltametri [222]
numuneleri
Kozmetik Metil-,etil-, propil-, butil -paraben CE [223]
Uriinleri
Kozmetik Metil paraben, etil paraben, propil paraben [Misel [224]
Uriinleri butil paraben, fenol, fenoksietanol, elektrokinetik
Gida, kozmetik |Metil-, etil-, propil paraben ve butil paraben/GC [225]
Kozmetik Metil-etil-butil-isobutil paraben, CE [226]
trtinleri dehidroasetik-sorbik- salisilik- benzoik-

p- hidroksibenzoik asit
Ev tozu 6rnegi  |Metil-, propil-paraben GC [227]
Kanalizasyon  |Alt1 paraben GC [228]
Suyu
Yz tonikleri Metil-, etil-, propil- ve butil-paraben GC [229]
Tatlandiricilar  [Paraben gesitleri CE [230]
Gida ornekleri  |Metil-, etil-, propil- butil- paraben LLME [231]
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Cizelge 2. 7 Metil paraben ve Propil parabenin diger yontemlerle analizleri (devami)

icin kagit
ekstreleri

4-nonilfenoller, di-n-biitil

Insan gogiis Metil-, etil-, propil- ve butil-paraben GC [232]
kanser dokusu
Kozmetik Metil-, etil-, propil- paraben GC [233]
Kozmetik Parabenler GC [234]
Soya soslari Metil-,etil-, propil-, butil -paraben CE [235]
Kozmetik Metil-, etil-, propil- paraben Elektroanalitik |[236]
Kozmetik Metil- etil-izopropil- propil- n- biitil GC [237]
trtinleri paraben
Farmasotik Metil- etil-propil-butil paraben IMS, SPME [238]
formiilasyonlard
a
[lag preparatlar1 [Metil paraben, propil paraben, diprofilin  [Kemometri- UV [239]
Spektrofotometri
[lac preparatlar1 [Metil paraben, propil paraben, salbutamol [Spektrofotometri [240]
stilfat -Kemometri
Su ornekleri Metil-, etil-, propil-, biitil- ,benzil- paraben |GC [241]
Cocuk suruplar1 [Parabenler, benzoik asit uv [242]
spektrofotometri
Cevre yadasu [Metil-etil- propil paraben Elektrokimyasal, [243]
sistemlerinde \voltametri,
kronoamparemet
ri
Gida 6rnekleri  [Metil-etil- propil paraben Akis enjeksiyon- |[244]
kemiliiminesans
[nsan parmak  |Metil-etil-propil paraben GC [245]
deri yiizeyinde
Nazal Metil paraben, difenhidramin, nafazolin ~ [Spektrofotometri [246]
soliisyonlar -Kemometri
Ev tipi kullanim [Propil paraben, 4-tert-oktilfenol, GC [247]
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Cizelge 2. 7 Metil paraben ve Propil parabenin diger yontemlerle analizleri (devami)

Oftalmik Metil paraben, kloramfenikol, antipirin, Spektrofotometri [248]
soliisyonlar timerosal -Kemometri
Farmasotik Metil paraben Spektroflorimetri|[249]

preparatlarda

Sivi gidalarda;  [Metil-etil paraben, sorbik-dehidroasetik- |GC [250]
sirke, soya sosu, benzoik asit
tursu baharat vb

Kozmetik Parabenler, imidazolidinil, tire CE [251]
iriinlerde

Gida ve Metil-propil paraben benzoik-sorbik asit  [TLC [252]
farmasotik

formiilasyonlarin

Gida, alkolsiiz  |Metil paraben Fluoresans [253]
icecekler spektroskopisi

Siv1 tirtinler Parabenler TLC [254]
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2.3.7 Ponso 4R

2.3.7.1 Ozellikleri
Kapali formiilii: C20H11N2NasO10Ss3

Yapisal formiilii:
SO, Na*

HO
N.. SO, Na*
N

S0; Na®

Kimyasal adi: 3 sodyum (8Z)-7-0kso-8-[(4-sulfanato naftalin-1-yl)hidrazin vyilid]
naftalen-1,3-disiilfanato.

Renk ve goriiniis: Kirmizi toz.

Molekiil agirligi: 604,4 g/mol.

E kodu: 124.

Coziiniirligi: Su i¢inde ¢oziiniir [255].

2.3.7.2 Farmakolojik Etkisi

Ponso 4R cesiti  gidalarda  kullanilabilir ~ kirmizi birazo  boyadir
ve genellikle petroldeki aromatik hidrokarbonlardan sentezlenir. Gida, ilag, kozmetik,
temizlik triinleri, renkli tas, oyun hamuru vb insanla temas eden bir¢ok iiriiniin
renklendirilmesinde kullanilir. Kabul edilebilir giinlik alim miktar1 viicut agirhigi
tizerinden 4 mg/kg’dir. Hayvanlarda kanserojen etkili, insanlarda ise astim ve aspirin
alerjisi olanlarda kotii reaksiyon yapabilir. Amerika ve Norveg'te yasaklanmistir. Ayrica

kiiglik ¢ocuklarda hiperaktiviteye sebep verdigi ortaya ¢ikmistir [256].
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2.3.7.3 Miktar Tayin Yontemleri

Ponso 4R en ¢ok gida 6rneklerinde analiz edilmistir. HPLC yaninda spektrofotometrik ve
elektroanalitik tekniklerde tercih edilmistir. Ponso 4R’nin HPLC ile analizleri Cizelge 2.

8, diger yontemlerle analizleri Cizelge 2. 9’da verilmistir.

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

Ornek |Diger madde Kolon [Yontem Hareketli Faz  |[Dedektor|Kaynak
Gida Amaranti, sunset |[C18 HPLC Asetat tamponu, [DAD [257]
numunesi [allura kirmizi, asetonitril
eritrosin, (40: 60)
kirmizi 2G,
karmosin
Gida Amaranti, sunset |C18 HPLC Amonyum DAD [258]
numunesi [sar1, allura asetat, metanol |MS
kirmizi, eritrosin,
parlak mavi,
indigotin,
tartrazin, kuinolin
sar1, azorubin
Gida Tartrazin, sunset |C18 HPLC Asetat tamponu, UV [259]
numunesi jsar1, parlak mavi, metanol
amaranti (15:85-50:50)
Kirmizi  |Asesiilfam K C18 UPLC Amonyum MS [260]
sarap sodyum siklamat, asetat, metanol,
sodyum sakarin, asetonitril
tartrazin, amarant,
sunset sarisi,
parlak mavi
Jole, Tartrazin, amaran, (C18 UPLC Amonyum DAD [261]
sakizli  sunset parlak asetat, metanol,
seker mavi, eritrosin, asetonitril
patent mavisi,
indigo, karmin
Alkolsiiz |Allura kirmizi - HPLC - - [262]
icecek
Alkolsiiz [Karmosin C18 HPLC Tetrabutilamony [DAD [263]
icecek um hidrojen
stilfat-fosfat
tamponu-
metanol (50:50 )
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Cizelge 2. 8 Ponso 4R’nin HPLC ile analizleri (devami)

Gida Azorubin, amaran,|C8 HPLC Asetonitril, DAD [264]
numunesi jallura kirmizisi, sodyum asetat

azokarmin, tamponu

kirmiz1 2G,sunset,

tartrazin, kuinolin

sar1, turuncu |,

indigo
[cecek  |Allura kirmizi C18 HPLC - DAD [265]
Alkolsiiz [Tartrazin, C18 HPLC Amonyum uv [266]
icecek  [amarant, sunset asetat, metanol,

saris1, allura asetonitril

kirmizisi, eritrosin
Kozmetik|[Tartrazin, T3 UPLC Asetonitril, su  [MS [267]
iriinleri @marant, sunset

sarisi, allura

kirmizisi, parlak

mavi, turuncu |
Hayvan |Sunset sari, allura [T3 HPLC Etanol, amonyak,DAD [268]
yemleri  kirmizi, eritrosin, su MS

kirmizi1 2G,ponzo (80:1:19)

ksilidin, turuncu Il
Gida Tartrazin, C8 HPLC TritonX100- uv [269]
numunesi|indigotin, sunset, fosfat tamponu

allura kirmizi,

karmosin, kuinolin

sar1, parlak mavi
Gida 17 katki maddesi |C18 HPLC Asetonitril, DAD [270]
numunesi metanol (10:90)
Gida Tartrazin, sunset |C8 HPLC Fosfat tamponu UV [271]
numunesi [sarisi, kuinolin

sar1, parlak mavi,

allura kirmizisi,

indigo karmin,

karmosin
Gida Tartrazin, sunset, (C18 HPLC Amonyum DAD [272]
numunesi [allura kirmizi, asetat, asetonitril

parlak mavi (95:5-35:65)
Gida Tartrazin, sunset, (C18 HPLC Metanol, su, [273]
numunesi jamaranti, parlak asetat tamponu

mavi
Icecek, 40 katki maddesi |C18 HPLC Amonyum DAD [274]
sekerleme asetat, metanol,

asetonitril
Gida 13 katki maddesi |C18 HPLC Asetonitril, DAD [275]
numunesi metanol
(20:80)
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Cizelge 2. 8 Ponso 4R’nin HPLC ile analizleri (devami)

Gida Tartrazin, allura |C18 HPLC Asetonitril, DAD [276]
numunesi kirmizi metanol
distile su
(55:20:10)

Alkolsiiz [Yapay tatlandiric,|C18 HPLC Fosfat tamponu, UV [277]
icecek  koruyucu metanol
Gida Tartrazin, amarant|C18 HPLC Asetat tamponu, [DAD [278]
numunesi kirmizisi, sunset metanol MS
Alkolsiiz [Tartrazin, kuinolin|C18 HPLC Metanol, uv [279]
icecek  [sar1, azoburin, amonyum asetat
Alkolsiiz [Tartrazin, sunset, |C18 IP-RP- uv [280]
icecek  |parlak mavi, HPLC-

amaranti, kokain, Spektrofoto

patent mavi, metri

eflatun
Gida 14 katki maddesi |C18 HPLC Asetat tamponu, [DAD [281]
numunesi asetonitril
Gida Tartrazin, sunset, (C18 IPC Trietilamin, DAD [282]
numunesi parlak mavi, metanol MS

amaranti, kokain,

allura kirmizisi,

turuncu I, 1
Meyve |[Tartrazin, amarant|C18 HPLC Metanol, DAD [283]
Ssuyu kirmizisi, sakarin, amonyum asetat

benzoik -sorbik

asit, sunset sari,

parlak mavi
Gida Sunset, karminik |(C18 HPLC Metanol, fosfat UV [284]
numunesi jasit, karmosin, tamponu

amaranti, eritrosin

Cizelge 2. 9 Ponso 4R’nin diger yontemlerle ile analizleri
Ornek Maddeler Analiz yontemi [Kaynak
Gida numunesi Amarant,tartrazin, sunset sarisi,[TLC [285]
parlak mavi

Gida numunesi Sunset sarisi Florometri [286]
Gida numunesi | 'Voltametri [287]
Alkolsiiz igecek Tartrazin Elektrokimyasal | [288]
Alkolsiiz igecek Karmosin Spektrofotometri| [289]
Alkolsiiz igecek Allura kirmizisi Spektrofotometri| [290]
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Cizelge 2. 9 Ponso 4R’nin diger yontemlerle ile analizleri (devami)

Alkolsiiz igecek, gida Allura kirmizisi Elektrokimyasal | [291]
numunesi
Alkolsiiz igecek | Elektrokimyasal | [292]
Alkolsiiz igecek Azorubin Polarografi-1IC | [293]
Alkolsiiz i¢ecek Allura kirmizisi Elektrokimyasal | [294]
Gida numunesi Amaranth Florometri [295]
Gida numunesi Amarant,tartrazin, sunset sarisi,|Spektrofotometri| [296]
parlak mavi Kemometri
Gida numunesi Karmosin Spektrofotometri| [297]
Gida numunesi Karmosin, azorubin, amaranti, [Elektrokimyasal | [298]
allura kirmizisi,kokain
Gida numunesi Karmosin, amarant, kirmizi 2G |CE [299]
Toz i¢cecek Karmosin, sunset sarisi, |[Spektrofotometri| [300]
patent mavisi
Gida numunesi, kozmetik  |Allura kirmizisi, tartrazin, ESI-MS [301]
urtinleri turuncu Il
Alkolsiiz igecek Karmosin, allura kirmizist Polarografi [302]
Icecek Sunset sarisi, tartrazin Spektrofotometri| [303]
Gida numunesi Indigotin Spektrofotometri| [304]
Dondurma Sunset sarisi, karmosin CE [305]
Gida numunesi Sunset sarisi Spektrofotometri| [306]
Gida numunesi Tartrazin Spektrofotometri| [307]
Alkolsiiz igecek Azorubin,allura kirmizi Polarografi [308]
Gida numunesi, kozmetik | Spektrofotometri| [309]
uriinleri
Toz igcecek Antosiyanin Spektrofotometri| [310]
Gida numunesi Tartrazin,sunset sarisi Spektrofotometri| [311]
Gida numunesi Azorubin,parlak mavi, TLC [312]
sunset sarisi, tartrazin
Icecek Tartrazin,sunset sarisi Spektrofotometri| [313]
Jelatin tozu Sunset sarisi Spektrofotometri| [314]
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2.3.8 Sakarin

2.3.8.1 Ozellikleri
Kapali formiilii: C7HsNO3S

Yapisal formiilii:

O

NH
/

S

7, (0]

o/

Kimyasal adi: 1,1-Diokso-1,2-benzotiyazol-3-on.
Diger adi: Benzoik siilfinit

Molekiil agirligr: 183,1 g/mol.

Erime Noktasi: 228-229 °C.

Renk ve Goriiniis: Beyaz kristal kati.

Coziniirliigii: Su, etanol, aseton i¢inde ¢oziiniir, kloroform ve eter i¢cinde az ¢6ziiniir.

2.3.8.2 Farmakolojik Etkisi

Temel maddesi benzoik siilfinit olan sakarin, sakarozdan daha tatli olup, izne bagl olarak
icki, sekerleme, ila¢ ve dis macunu gibi iirlinlerde tat vermek icin kullanilir. Raf émrii
gida maddelerinde 6 ay gibi kisayken, ilaglarda 2 y1l kadardir. Kullananlarda ender olarak
1518a karst duyarlilik artist ve alerjik reaksiyonlar goriilebilir. Yiiksek dozda sakarin
aliminin hayvanlarda iiriner sistem tiimorlerine neden oldugu ortaya ¢ikinca insanlarda
sakarin kullaniminin kanser ile iliskisi olabilecegi riski nedeniyle kullanimi kisitlanmaistir.

Giinliik maksimum aliabilecek miktar kg basina giinde 2, 5 mg” dir [315].

2.3.8.3 Miktar Tayin Yontemleri

Sakarin icecek basta olmak {izere bir¢ok gida 6rneginde ¢ok cesitli yontemlerle tayin

edilmistir. Bu yontemler arasinda HPLC yaninda elektroforez, akisa enjeksiyon,
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kemometri gibi teknikler yer almaktadir. Sakarinin HPLC ile analizleri Cizelge 2. 10°da,

diger yontemlerle analizleri Cizelge 2.11°de verilmistir.

Cizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri

Ornek Diger madde Kolon |Yontem Hareketli Faz Dedektor|Kaynak
Yogurt Aspartam, C18 LC Amonyum uv [316]
benzoik —sorbik asetat tamponu,
asit natamisin asetonitril
Gida Asesiilfam K Fenil |LC Amonyum MS [317]
numunesi @spartam, dulcin, asetat, metanol,
siklamat, neotam, Su
glisirizik asit,
neohesperidin
dihidrokalkon,
sukraloz, steviosit
Icecek | C18 HPLC Metanol,HsPO4|FLD [318]
Siit tozu  Benzoik -sorbik  [C18 HPLC Amonyum DAD [319]
asit, aspartam stilfat,
natamisin, asetonitril
lizozim,
Diyet Aspartam, sitrik  |C18 HPLC Metanol, su DAD-UV [[320]
urtinleri, [asit, sodyum
icecek benzoat
asesiilfamK
Atik Asesiilfam, C18 SPE-LC Metanol, su, |MS [321]
neohesperidin amonyum
dihidrokalkon, asetat
sukraloz, siklamat
Atik su Aspartam, alitam (Silika |HILIC Amonyum MS [322]
numunesi neotam, siklamat, format,
asestilfam, metanol,
neohesperidin asetonitril
dihidrokalkon, (15:10:75)
Icecek Aspartam, C18 HPLC Metanol, DAD [323]
asesiilfam K, amonyum
benzoik asit, asetat (30:70)
tartrazin,sunset
Gida Asesiilfam, alitam,|Fenil ~ |SPE-LC Asetat MS [324]
numunesi jaspartam, siklamik tamponu,
asit, neotam, asetonitril
PHBA-Me-Et,
PHBA-iPr -Pr -
iBu, -Bu
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Cizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri (devami)

Sarap Asesiilfam, kafein,|C18 SPE-HPLC [Trifloroasetik UV [325]
aspartam, neotam asit, asetonitril
benzoik- sorbik-
steviosit
dehidroasetik asit,
[cecek Asestilfam K, C18 HPLC Fosfat DAD [326]
aspartam, sorbik - tamponu,
benzoik asit asetonitril
Gida Asestilfam K, C18 HPLC Metanol, asetonMS [327]
numunesi siklamat, alitam,
aspartam, neotam,
sukraloz, dulcin,
neohesperidin
dihidrokalkon
icecek AsesiilfamK C18 |HPLC Etanol, fosfat UV [328]
aspartam, kafein tamponu
icecek 14 katki maddesi |C18 HPLC Asetonitril, DAD [329]
metanol
Sarap Asestilfam, kafein,| HPLC Asetonitril, [330]
neotam, aspartam, trifloroasetik
steviosit asit
benzoik — sorbik
dehidroasetik asit
Sos Asesiilfam K, HPLC B DAD [331]
benzoik-sorbik
dehidroasetik asit,
aspartam, metil-,
propil-etil paraben
Gida Asesiilfam K, C18 HPLC Metanol, DAD [332]
numunesi sodyum benzoat, amonyum
potasyum sorbat asetat (30:70)
Kirmizi  |Asesiilfam, CTO- |SPE-UFLC |Asetonitril, MS [333]
sarap neotam, sodyum [20AC trifloroasetik
siklamat, steviosit asit, su
aspartam, benzoik
—sorbik
dehidroasetik asit
Su Aspartam, C18 LC - MS [334]
numunesi jasesiilfam,

sukraloz, siklamat,
alitam, neotam,
neohesperidin

dihidrokalkon
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Cizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri (devami)

Su Asesiilfam, C18 SPE-LC Amonyum MS [335]
numunesi  siklamatsukraloz asetat, su,
metanol
IAsesiilfam,
Su siklamat, neotam, [C18 LC - MS [336]
numunesi  neohesperidin
dihidrokalkon,
sukraloz
Gida Asesiilfam K, C18 FID-HPLC  |Asetonitril, uv [337]
numunesi, kafein, benzoik- metanol
icecek sorbik asit
Gida Asesiilfam, C18 HPLC Metanol, su DAD [338]
numunesi, @spartam, sodyum
icecek siklamat
Gida Asestilfam K, C18 SPE-HPLC |Metanol MS [339]
numunesi @spartam, alitam, tamponu,
siklamat, dulcin, aseton
neotam,
neohesperidin
dihidrokalkon
Sarap Benzoik-sorbik  |C18 HPLC Metanol, uv [340]
asit amonyum
asetat
[cecek Benzoik-sorbik  |C18  HPLC KH2PO4,H3PO4|UV [341]
asit, kafein
Su Asesiilfam, C8 LC-ESI Metanol, MS [342]
numunesi siklamat, sukraloz amonyum
asetat, su
Gida Asestilfam K, HPLC - B [343]
numunesi @alitam, aspartam,
siklamik asit,
dulcin, neotam,
sukraloz,
neohesperidin
Gida Aspartam, alitam (C18 HPLC Metanol ESI-MS [344]
numunesi fasesiilfam tamponu,
neotamsukraloz, aseton
siklamat, steviosit
Gida Aspartam, | HPLC - ELSD  |[345]
numunesi jasesilfam K,

neotam siklamik
asit, alitam,
dulcin,
neohesperidin

dihidrokalkon,
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Cizelge 2. 10 Sakarinin HPLC ile analizleri (devami)

sarisi,parlak mavi

flag Sodyum benzoat, |C18 LC Potasyum uv [346]
preparatlari|orsiprenalin, dihidrojen
klobutinol fosfat,
asetonitril(55:4
5)
Gida Sorbik-benzoik  |[ODS- HPLC- LC- |Amonyum MS [347]
numunesi @sit, PHBA- 80Ts [ESI asetat,
Et,Pr,isoBu,Bu, asetonitril
iSoPr (8:2),(6:4)
Gida Asestilfam, alitam,|C18 HPLC Metanol, ELSD  |[348]
numunesi  |neotam aspartam tamponu,
dulcin, siklamik aseton
asit, neohesperidin
dihidrokalkon,
Gida N C18 HPLC K2HPO4 uv [349]
numunesi tamponu,
asetonitril
Asestilfam K, Amonyum
[cecek alfa-aspartam, C18 HPLC asetat, uv [350]
vanilin, sorbik asetonitril
asit, benzoik asit
Gida Asestilfam K, C18 LC Dibutil MS [351]
numunesi  sukraloz, siklamat, amonyum
aspartam, asetat,
glisirizik asit, asetonitril, su
steviosit,
rebaudiosit
Gida Kafein,furfural, HPLC - N [352]
numunesi  sodyum benzoat
(5-hidroksimetil)
furfural,glikoz
fruktoz,sitrik -
askorbik asit
Meyve Tartrazin,amarant, C18 HPLC Metanol, DAD [353]
suyu benzoik asit amonyum
ponzo 4R,sunset asetat
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Cizelge 2. 11 Sakarinin diger yontemlerle analizleri

Ornek Diger madde Analiz yontemi |Kaynak
[lag preparatlar: Sitrik asit, manitol, siklamat, butil  [NMR [354]
hidroksi toluen
Gida numunesi Aspartam, siklamat, asesiilfam CE [355]
potasyum
[lag preparatlar: Karbamazepin FTIR [356]
Limon ¢ay1 numunesi  JAspartam, siklamat, asesiilfam K CZE [357]
[lac preparatlari ve gida |Aspartam, asesiilfam sodyum FTIR-EI-MS [358]
numunesi siklamat
Gida numunesi N IC [359]
Alkolsiiz igecek Aspartam, asestilfam, siklamat CE [360]
Gida numunesi | Potansiyometri  [361]
Tatlandiricilar Sodyum siklamat, metil paraben Kemometri- [362]
aspartam, benzoik ve sitrik asit spektrofotometri
Gida numunesi Asesiilfam K,sodyum siklamat Kemometri- [363]
spektrofotometri
Gida numunesi Aspartam, asesiilfamK Spektrofotometri [364]
Gida numunesi Aspartam, asesiilfamK IAkis enjeksiyon [[365]
Gida numunesi | Potansiyometri  [366]
Tatlandiricilar Aspartam Spektrofotometri [367]
-CZE
Tatlandiricilar, meyve |Asesiilfam K Spektrofotometri [368]
suyu tozlari
Diyet tirtinleri | Amperometri  [[369]
Gida numuneleri, Asestilfam, metil-etil-butil-propil Akis enjeksiyon [[370]
kozmetik tirtinleri paraben, propil galat, butil hidroksi
anisol
Gargara Floriir, kloriir, sorbik asit, siilfat, [yon [371]
fosfat, monoflorofosfat, gliserofosfat kromatografi
Tatlandiricilar Siklamat, steviosit Spektrometri [372]
Tatlandiricilar, igecekler|Aspartam Spektrometri [373]
[lac preparatlari L HPTLC [374]
Tatlandiricilar N Potansiyometri  [375]
Gida numuneleri, Aspartam, sodyum siklamat, IC [376]
icecekler asestilfam K
Icecek Diazepam, fenobarbiton TLC [377]
Tatlandiricilar L Spektrometri [378]
Tatlandiricilar Sodyum siklamat Kemometri- [379]
spektrofotometri
Icecek B Voltametri [380]
Diyet iirtinleri L Spektrofotometri [381]
Tatlandiricilar | Potansiyometri [382]
[lag preparatlari, Aspartam, asesiilfam, benzoik asit, [IC [383]
Gida numuneleri sorbik asit, kafein, teobromin, teofilin
Meyve | MEKC [384]
Tatlandiricilar Asestilfam K siklamat Elektrokimyasal [385]
Tatlandiricilar | Potansiyometri [386]
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2. 4 Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve

sakarinin cesitli kombinasyonlar halinde tayin yontemleri

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarin bir
arada cesitli kombinasyonlar halinde kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerle
tayin edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda higbir altili bir arada tayin yontemine

rastlanmamustir. ilgili alismalar Cizelge 2.12°de verilmistir.
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Cizelge 2. 12 Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R

ve sakarinin ¢esitli kombinasyonlar halinde tayin yontemleri

Ornek Analitler Analiz Yontemi [Kolon Mobil Faz Dedektor [Kaynak
[lac preparatlari Guaifenesin, efedrin hidrokloriir, |[HPLC C18 A setonitril -10 mM potasyum uv [389]
difenhidramin hidrokloriir, kemomerik metod dihidrojen fosfat, pH 2,7 (40 : 60)
dekstrometamoren hidrobrom,
sodyumbenzoat, fenilpirin hidrokloriir,
klorfenilaminmalat, butil paraben
Kopek Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, |[HPLC-MS/MS [C18 Formik asit:10 mM amonyum MS [388]
plazmasi lorfenamin asetat: metanol(0.2:62:38)tampon
odein cozeltisi
flag preparatlari Guaifenesin, metil paraben, propil |LC Kromasil C18 [1-Butanol:su (1:99), sodyum uv [387]
paraben, parasetamol, kafein, benzoik dodesil siilfat, trikloroasetik asit
asit (%0,1)
Gida Sakarin, metil paraben, propil HPLC C18 A setonitril, fosfat tamponu pH 6,0 |Akig [370]
numuneleri,  paraben, asesiilfam, etil-butil paraben, enjeksiyon
kozmetik propil galat, butil hidroksi anisol
iiriinleri
Tatlandiricilar [Sakarin, metil paraben, aspartam, |[HPLC C18 Ag (I) iyonlu ortam, pH 3,0 Akiy [362]
benzoik ve sitrik asit, sodyum siklamat [Kemometri enjeksiyon
spektrofotometri
Sos Metil paraben, propil paraben, HPLC C18 Fosfat tamponu DAD [331]
sakarin, butil paraben, asesiilfam K,
benzoik asit, sorbik asit, dihidroasetik
asit, aspartam
Meyve Ponzo 4R, sakarin, tartrazin, amarant [HPLC C18 Metanol, amonyum asetat DAD [283]
suyu karmizisy, benzoik -sorbik asit, sunset
gart, parlak mavi

40



Cizelge 2. 12 Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R

ve sakarinin ¢esitli kombinasyonlar halinde tayin yontemleri (devami)

Ila¢ preparatlariGuaifenesin, sodyum sakarin LC C18 pH 3.3-potasyum dihidrojen fosfat, UV [239]
metil paraben, propil paraben asetonitril tamponu (535: 45)
Sodyum benzoat, dipropilen
Ilag preparatlar1|Guaifenesin, HPLC C 18 Asetonitril, potasyum uv [183]
metil paraben, propil paraben dihidrojen fosfat
salbutamol siilfat; asetilen piperazin, (60:40),(50:50)
bromhekzin hidrokloriir
Ilag preparatlariGuaifenesin, metil paraben, propil |Spektrofotometri- |C18 |Asetonitril, Potasyum uv [152]
paraben, salbutamol siilfat kemometri Dihidrojen fosfat
(50:50)
Ilac preparatlariGuaifenesin, metil paraben, propil |[Kemometri- C 18 Potasyum dihidrojen fosfat, uv [150]
paraben, diprofilin, spektrofotometri- IAsetonitril (55 :45), pH 3. 3
LC-UV
Ilac preparatlari|Guaifenesin, HPLC 150 mm, etil [Eliient A: Fosfat tamponu DAD [125]
Metil paraben, propil paraben bagli fenil  ((pH 3,0):asetonitril (25:75) Eliient
fazli kolon  [B: metanol: elilent A (85:15)
Ilag preparatlariGuaifenesin; metil paraben; propil |[LC C18 pH 3.2- Potasyum dihidrojen uv [24]
paraben , sodyum benzoat Kemometrik fosfat, Asetonitril
tivofilindifenhidramin; Destekli (60: 40)
Spektrofotmetri
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2.5 Deneysel Tasarim [390- 393]

2.5.1 Tammm ve Onemi

Analitik kimyaci stirekli olarak ¢esitli nedenlerle bircok deney gergeklestirir. Son yillarda
analistler yaptiklar1 deneylerden basarili sonucglar elde edebilmek icin deneyleri
sistematik olarak tasarlama ihtiyact duymuslar ve bunun iginde istatistiksel ve

kemometrik yontemlerden yararlanmislardir.

Deneysel tasarim, deney kosullarini etkileyecek faktorlerin seviyelerinin sistematik bir
sekilde degistirilmesi ile Olgiilen cevaptaki degisimin gdzlenmesi ve yorumlanmasi
amaciyla kullanilan istatistiksel bir tekniktir. Burada, bir deneyden elde edilen sonuglari
etkileyen herhangi bir deneysel kosul, faktor olarak adlandirilir. Faktorler, arastirmaci
tarafindan kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen olmak iizere ikiye ayrilir. Ornegin;
bir ¢ozeltinin saklama kosullar1 arastirmaci tarafindan degistirilebildigi i¢in bu tiir bir
faktor kontrol edilebilirken, rastgele ornekleme igeren bir faktor, aragtirmac tarafindan
kontrol edilemeyen bir faktordiir. Sayisal bir deger verilmediginden bu faktorlerin her
ikisine de nitel faktorler denir. Sayisal olarak diizenlenebilen sicaklik, pH ve derigim gibi
faktorler nicel faktorler olarak adlandirilirlar. Bir faktoriin aldig: farkli degerler ise seviye

olarak ifade edilir.

Bir deneyden dogru sonuglar elde edebilmek icin sonuglart etkileyecek faktorlerin
belirlenmesi ve miimkiinse kontrol edilmesi gerekir. Analitik teknikler ¢ogu zaman
maddelerin ¢ok kiiciik miktarlarinin analizi ile ilgilendiginden, cevabin bagl oldugu
faktorlerin sayisal degerleri, elde edilecek cevabin en iist degerde olmasini saglayacak

sekilde se¢ilmelidir. Bu degerlere de optimum degerler denir.

Deneysel tasarim, 6zellikle tiretim amacl olarak proses girdileri ile ¢iktilar1 arasindaki
iligkileri matematiksel modeller ile ortaya koymaktadir. Bu sayede iiretim prosesinin
c¢iktist olan kriterleri en 1yi seviyelere ayarlamak i¢in deneme yanilma veya her seferinde
bir faktorii incelemek yerine bilimsel bir yontem kullanmamiza olanak saglamaktadir. Bu
sayede prosesin kritik parametrelerini olmasi gereken en optimum seviyeye ayarlama

olanagina kavusulabilmektedir.

Klasik yontemlerle faktorlerin optimum degerleri, diger faktorlerin degerleri sabit

tutulurken incelenmek istenen faktdriin degerinin degistirilmesi yoluyla belirlenmektedir.
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Bu durumda, ¢ok sayida faktoriin incelenmesi i¢in ¢cok fazla deney yapilmasi gerekmekte,
dolayisiyla da tiim bu islemler zaman almakta ve maliyetli olmaktadir. Deneysel
tasarimda ise klasik yonteme gore daha az sayida deney yapilarak daha kisa siirede sonuca
ulagabilmek miimkiin olmakta ve dolayisiyla maliyet de azalmaktadir. Deneysel tasarimin
en Onemli avantaji ise klasik yontemlerde faktorlerin yalnizca tek baslarina yarattiklar:
etki incelenebilirken; deneysel tasarimda faktorlerin hem kendi baslarina yarattiklar
etkinin hem de bu faktorlerin birbirleri ile etkilesimlerinin ve bu etkilesimlerin deney
sonuglara olan etkisinin incelenebilmesidir. Bu sayede daha giivenilir sonuglar elde
edilmektedir. Deneysel tasarimin énemi bir 6rnekle de agiklanabilir. Orek ¢alismada pH
ve katalizor konsantrasyonunun optimum degerlerinin bulunmasi i¢in dnce deneysel
tasarim ve optimizasyon yontemi kullanilmis, islem sonunda optimum pH 4.4 ve

optimum katalizor konsantrasyonu 1.0 mM olarak bulunmustur (Sekil 2.1).

Verim (96)

Konsantrasyon (mM)

Sekil 2.1 pH ve katalizor konsantrasyonuna bagli olarak reaksiyon verimindeki degisme

Katalizoér konsantrasyonu ve pH klasik yontem ile optimize edilmek istendiginde ise
katalizor konsantrasyonu 2.0 mM’da sabit tutularak pH degistirilmis ve optimum pH 3.4
olarak bulunmustur (Sekil 2.2).
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2.0 mM konsantrasyondaki pH degisimi

20

Verim (%)

10

o

pH

Sekil 2.2 Katalizor konsantrasyonu 2.0 mM’da sabit tutularak bulunan optimum pH

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

konsantrasyon degistirilmistir. Optimum konsantrasyon 1.4 mM olarak bulunmustur

(Sekil 2.3).

ok pH 3.4'ki verim

o 20 1.4 mM

E \\

:

> T
15
10 : v 4

0 q 2 3

Konsantrasyon (mM)
Sekil 2.3 pH 3.4’te sabit tutularak bulunan optimum konsantrasyon

Ornek galismada deneysel tasarim ve optimizasyon ydntemi ile optimum pH 4.4 ve

optimum katalizor konsantrasyonu 1.0 mM olarak bulunurken klasik yontem ile yapilan
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caligmalarda optimum pH 3.4 ve optimum konsantrasyon 2.0 mM olarak bulunmustur.
Gortildiigii gibi degerler birbirinden oldukea farklidir. Bu fark, deneysel tasarim
yonteminde optimum degerlerin bulunmasi sirasinda pH ve konsantrasyon arasindaki
etkilesim g6z ontlinde bulundurulurken, klasik yontemde bu etkilesimin goz ardi

edilmesinden kaynaklanir.

Deneysel tasarim; tarama, optimizasyon ve modelleme olmak iizere 3 asamadan olusur:

1.Tarama (Screening): Deneysel ¢alismalarda sonucu etkileyen 6nemli faktorleri

belirlemek amaci ile yapilir.

2.0ptimizasyon: Tarama tasarimlari ile belirlenen Onemli faktorlerin optimum

degerlerinin bulunmasi amaciyla yapilir.

3.Modelleme: Tarama tasarimi1 ve optimizasyon sonucu belirlenen faktorlerin etkisi

matematiksel bir modelle ifade edilir. Boylece deneysel olarak bulunan sonuglarin

yaninda, teorik hesaplamalar yoluyla da tahmini sonuglar elde edilmis olur. Deneysel
olarak elde edilen sonuglarin, hesaplamalar sonucu elde edilen bu tahmini sonuglarla

uyumlu olmasi beklenir.

2.5.2 Tarama Tasarimlar

Tarama, deneysel tasarimin en énemli basamaklarindan biridir. Ozellikle HPLC, AAS
gibi analitik metotlarin optimizasyonu ¢ok c¢esitli faktorlerden etkilenir. Bu nedenle hangi
faktorlerin etkili oldugunu anlamak ve son optimizasyon i¢in bunlar ii¢ ya da dorde

indirerek faktor sayisini daraltmak oldukg¢a 6nemlidir.

Tarama tasarimlarinda istatiksel bir yaklasimla oncelikle az sayida seviye ile biitiin
faktorler sistematik olarak ayni anda degistirilir. Bu degisimlerin deney sonuglarina etkisi
incelenir. Her bir faktoriin etkisi i¢in sayisal degerler elde edilir. Bu degerler
dogrultusunda deney sonuglarina gergekten etki eden faktorler bulunur.

Tarama agamasinda en ¢ok Faktoriyel Tasarim ve Plackett-Burman tasarimlar1 kullanilir.

45



2.5.2.1 Tam Faktoriyel Tasarim

Faktor sayisinin sinirlt oldugu durumlarda olduk¢a kullaniglt bir yontemdir. Tipik bir
deneysel tasarim caligmasinda kag tane ilgili faktor olduguna ve her faktor i¢in kag
seviyede caligilacagina karar vermek onemlidir. Bu tasarimda N faktorii, K ise seviyeyi

temsil ve deney sayis1 KN formiilii ile hesaplanir

Ilk adim olarak her faktor igin calisma aralig1 belirlenir. Ornegin, alevli AAS ile cam
seramikte Ti tayininde, Ti sinyali iizerine Na, Al, Mg ve Si sinyallerinin etkisi
incelendiginde her element i¢in ppm diizeyinde kabul edilebilir diisiik ve yiiksek seviyeler
belirlenir. Ya da bir kimyasal reaksiyon pH ve sicakliga bagli olarak degisiyorsa pH igin
4 ve 6, sicaklik i¢in 30 °C ve 60 °C gibi seviyeler segilebilir.

Ikinci adim olarak dizayn segilir. 3 faktorlii 2 seviyeli tasarim Cizelge 2.13° de
gosterilmistir. Burada 2 seviye sayisi (-1 ve +1 olarak kodlanir) 3 ise faktor sayisidir. 3

faktor igin deney sayis1t KN formiiliinden deney sayisi 8°dir.

Cizelge 2.13 3 Faktor icin tam faktoriyel tasarim

Faktorler
Deney sayis1 X1 X2 X3 Cevap
1 - - - Y1
2 + - - Y2
3 - + - Y3
4 + + - Ya
5 - - + Ys
6 + - + Y6
7 - + + y7
8 + + + Vs
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Ucgiincii adim olarak &lgiilen cevap secilir. Bu asamada ekstraksiyon verimi, pik alani,

sinyal yiiksekligi gibi kolaylikla 6lciilebilen cevap elde etmek dnemlidir.

Dordiincii adim olarak kodlanmis degerler yerine faktorlerin gercek degerleri
yerlestirilerek deneysel calisma gergeklestirilir. Faktorlerin etkisini belirlemek igin

asagida verilen dogrusal denklemdeki b katsayilar1 hesaplanir.
y=bX
Burada b katsayisi;
b=(XX)"Xy
Elde edilen cevap ve faktorlerin etkilesimini iceren matematiksel bir model olusturulur.

Genellikle kullanilan lineer model asagidaki gibidir.

y=bo+ bixs + boxz + baXs +.....+ bn-aXn-1 + DnxXn + D12XaX2 + D13Xaxs + Dasxoxs +....+b-
1)N XN-1XN

Burada Y , tahmini cevap, bo, ortalama deneysel cevap, bi — bn , metodun performansini
etkileyen ve ana etken olarak adlandirilan, gz oOniinde tutulan faktorlerin tahmini
etkilerini ifade eden katsayilar olarak sembolize edilir. bi> den b.yn ¢ e kadar olan
katsayilar ise faktorlerin birbirleriyle etkilesimlerini ifade eder. Bdylelikle deneysel
tasarim faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimi ve bu etkilesimlerden hangisinin énemli

oldugu hakkinda bilgi verir.

2.5.2.2 Azaltilms Faktoriyel Tasarim

Faktor sayisinin ¢ok fazla oldugu deneysel calismalarda azaltilmis faktoriyel
tasarimlardan yararlanilir. Ornegin bir kromatografi calismasi ornek hazirlama
asamasindan (Ornek tartimi, ¢alkalama siiresi, sicaklik, yikama hacmi, ekstraksiyon

hacmi, santrifiij zamani1 vb.) kromatografik ayirma agsamasina (pH, sicaklik, ¢oziicii
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bilesimi, akis hizi, tampon konsantrasyonu, katki konsantrasyonu, analiz stiresi, dalga
boyu vb.) yaklasik 50 faktorden etkilenebilir.

Faktor sayisi artikca deney sayisit da ¢ok fazla arttigi i¢in birgok durumda faktorler
arasindaki ikili G¢lii ve daha yiiksek etkilesimler ¢ok 6nemli olmayabilir. Bu durumda
Ornegin 6 faktor i¢in 64’den daha az deney yaparak faktorlerin etkileri incelenebilir.
Gereginden fazla olan bu deney sayisi tam faktoriyel tasarimin 1/2’si 32 deney 1/4°1 16
deney 1/8’1 8 deney olacak seklinde alinarak azaltilabilir. En ¢ok kullanilan azaltilmis

faktoriyel tasarim sekli fraksiyonel faktoriyel ve Plackett-Burman tasarimidir.

2.5.2.2.1 Fraksiyonel Faktoriyel Tasarim

Bu tasarimda deney sayis1t KN formiiliinden hesaplanir. Deney sayisi P sayis1 kadar bir
azalma gosterir ve P sayis1 her zaman faktor sayisi olan N’den daha kiiclik olmalidir.
Ornegin P=1 igin tasarim yar1 fraksiyonlu tasarim adin1 alir.

Deneysel tasarimda genellikle 2 seviye kullanilir (K=2) .Deney sayis1 (2 NP faktor
sayisindan(N) biiyiik olmalidir. Ornegin 6 faktor igin, P=2 alindiginda 262 formiiliine
gore 16 adet deney yapilmasi gerekmektedir. 22 fraksiyonel faktoriyel tasarim Cizelge
2.14°de gosterilmistir. Burada ilk 4 kolon x1,X2,X3 Ve Xs faktorleridir. Eklenen diger iki
kolon (p=2) X2,X3,X4 Ve X1,X3,Xs faktorlerinin birlestirilmesiyle olusturulan xs Ve Xs

faktorleridir.

Cizelge 2.14 262 16 deney icin fraksiyonlu faktoriyel tasarim

No X1 X2 X3 X4 Xs (X2 Xz | Xe (X1 X3 X4
1 - - - - - -
2 i - - + + +
3 - - + - + +
4 - - + + - -
5 - + - - + -
6 - + - + -

7 - + + - -
8 - + + + + -
9 - - - - +

10 - - ; N _

11 + - + - + -
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Cizelge 2.14 262 16 deney igin fraksiyonlu faktoriyel tasarim (devami)

12 + - + + - +
13 + + - - + +
14 + + - + - -
15 + + + - - -
16 + + + + + +

Fraksiyonel faktoriyel tasarimda deney sayis1 azaltilirken bazi faktorler arasi etkilesimler
incelenemez. Belirlenen amaca gore tam faktoriyel veya fraksiyonel faktoriyel tasarim
kullanilmalidir. Fraksiyonel faktoriyel tasarimin birgok avantaji olmakla beraber bazi

eksiklikleri de bulunmaktadir:

1. Deneysel tasarim sadece iki seviyeli oldugu icin parabolik terimler

incelenememektedir.
2. Tekrar edilen deneyler olmadigi i¢in hata hesab1 yapilamamaktadir.

3. Deneysel tasarim sadece ikinin katlar1 seklindedir.

2.5.2.2.2 Plackett-Burman Tasarim

Cok sayida faktoriin etkisi incelenmek istendiginde tam faktdriyel ve fraksiyonel
faktoriyel tasarim yontemlerinin pratik olarak uygulanmasi zorlagmaktadir. Sadece
faktorlerin birbirlerinden bagimsiz etkileri incelendiginde, yani faktorler arasindaki
etkilesimlerin 6nemli olmadigi durumlarda Plackett-Burman tasarimi pratik olarak
uygulanabilir. Bu tasarimda gecerli olan deney sayisi, faktor sayisi ve iiretici Cizelge

2.15°de gosterilmistir.

49



Cizelge 2.15 Plackett-Burman tasarimi i¢in {ireticiler

Deney sayis1 Faktorler Uretici
8 7 +++-+--
12 11 -ttt oot
16 15 +++ -ttt ---
20 19 ++-+++ -ttt
24 23 +++++-+-++--F++--F+-+----

11 faktor ve 12 deneyi i¢eren Plackett-Burman tasarimi Cizelge 2.16’da

gosterilmektedir.

Cizelge 2.16 11 Faktor i¢in Plackett-Burman tasarimi

FAKTORLER
1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 11

DENEYLER
W00~ v N s N

= e
MR O

Bu tasarimin bazi 6zellikleri vardir:
e Birinci satir ayni seviyeye sahiptir (-1 veya +1).

e Ikinci satir iiretici satirdir. Cizelge 2.15°deki iireticilerden birisi kullanilir. Faktor

sayis1 her zaman tek say1 ve deney sayisi faktor sayisindan bir fazladir.

e Ugiincii satir, ikinci satirin bir yana kaydirilmasi ile elde edilir (Cizelge 2.16).

50



e Biitiin faktorler i¢in yiiksek ve diisiik seviye sayisi esittir. Bu da kolonlarin birbiri ile

ortogonal (kolonlarin birbirinden bagimsiz) oldugunu gosterir.

e Plackett-Burman tasarimda faktor sayisi deney sayisindan bir disiiktiir, 11 faktor i¢in
12 deney yapmak gerekir. Ancak gergekte 10 faktor var ise 11.faktor sonug tizerinde
herhangi bir etkisi olmayan, rastgele bir faktor segilir. Bu faktore “dummy faktor”
denir. Tasarim tablosuna kesim noktasi (bo) ilave edildiginde kare matris elde edilir.

Bu durumda b katsayilar1 asagidaki gibi hesaplanabilir:
b=D"y

Tasarim tablosunda kodlanmis degerler kullanildiginda b katsayilar1 her bir kolon

Olciilen degerlerle (y) ¢arpildiktan sonra deney sayisina boliinerek de hesaplanabilir.

l.*.r
1
by = Z Xij ¥ N
i=a

2.5.3 Optimizasyon Tasarimlari

Tarama tasarimlari, iki seviye ile her bir faktoriin etkilerini genel olarak inceleyen
yontemlerdir. Tekrarlanan deney sayisi ve parabolik etkileri incelemez. Baz1 durumlarda
faktorler arasindaki etkilesimleri incelemek miimkiin degildir. Bu nedenle bu tasarimlar
ile onemli faktorler belirlendikten sonra detayli inceleme, yani optimizasyon yapilir.
Optimizasyonun iki amaci vardir. Birincisi, deneysel sonucu etkileyen faktorlerin
optimum degerlerini bulmaktir. Ornegin, organik bir sentezde maksimum verimi
etkileyen faktorlerin veya kromatografik bir ayirmada ayirma giiciinii etkileyen
faktorlerin optimizasyonu gibi. Ikincisi ise, her bir faktdriin sonuca etkisini gdsteren
matematiksel modelin olusturulmasidir. Ornegin, bir iiriiniin FTIR spektrumu ile iiriiniin
ozelligi ve tiretim prosesi arasinda iliski kurulmasina ihtiya¢ duyulabilir. Optimizasyon
tasarimlarinda sadece, tarama tasarimi ile bulunan etkili faktorlerin deney sonuglaria
olan etkisi incelenir. Bu asamada daha fazla seviye ile ¢alisilir. Tekrarlanan deney sayisi,

parabolik etkiler ve faktorler arasindaki etkilesimler hesaplanir.

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

tasarimi, Doehlert tasarim1 ve D-optimal tasarimdir.
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2.5.3.1 Merkezi Kompozit Tasarim
Merkezi kompozit tasarimda deney sayis1 asagidaki formiile gore belirlenir:
Deney sayist =2K+2k+1  (k: faktor sayisi)

Formiildeki 2X tam faktoriyel veya fraksiyonlu faktoriyel tasarimdaki deney sayilarini, 2k
star tasarim deney sayisimi ve 1 ise orta seviyedeki deney sayisini gosterir. 2°daki
seviyeler (-1) ve (+1), 2k’dakiler o, 1°deki ise (0) dir. o degeri dairesel ve ortogonal
tasarima gore farkli seviyeler alir. a; dairesel tasarimda +*\2K, ortogonal tasarimda ise
+\k formiiliine gore hesaplanir. 3 faktor i¢in merkezi kompozit tasarim érnegi Cizelge

2.17°de verilmistir.

Cizelge 2.17 3 Faktor i¢cin merkezi kompozit tasarim

Faktorler

Deney sayist 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 Tasarim

Box-Behnken tasarimi ii¢ ya da daha fazla seviyeye sahiptir ve li¢ ya da daha fazla faktore
sahip problemlere uygulanabilir. Faktoriyel veya ekstremum noktalari yoktur ve bu
tasarim [2k(k-1) + nc] sayida noktadan olusur. Bu say1 merkezi kompozit tasarima gore
daha az, li¢ faktor i¢in ise Doehlert tasarim ile aynidir. Box-Benkhen tasarimi, optimum
degerin faktor araligi ortasinda oldugu bilinen, ikiden daha fazla faktoriin bulundugu
sistemlerde Onerilir. 3 faktor i¢cin Box-Behnken tasarimi Ornegi Cizelge 2.18°te

verilmistir.

Cizelge 2.18 3 Faktor i¢cin Box-Behnken tasarimi

Faktorler
Deney sayisi 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 Tasarimi

Doehlert tasarimlari, merkez kompozit ve Box-Behnken tasarimlart gibi dondiiriilebilir
degildir. Ornegin farkli faktorler i¢in farkli tahmin degerleri verebilir. Ancak g¢ok
kullanish olup farkli faktorler igin farkli seviye sayilar1 vardir. Boylece, onemli faktorler
daha fazla seviyelerde oOlciilebilir. Bu tasarim verilen faktor boslugunu miimkiin
oldugunca diizgiin olarak doldurmaya calisir. Bir Doehlert tasarimi k? + K + nc noktadan

olusur. 3 faktor i¢in Doehlert tasarimi 6rnegi Cizelge 2.19°de verilmistir.

Cizelge 2.19 3 Faktor i¢cin Doehlert tasarimi

Faktorler

Deney sayist 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 Tasarim

D-optimal  tasarimlar, ¢Oziici  bilesimi ve ¢oOziinen konsantrasyonlarinin
kombinasyonlarinin uygun olmamasi gibi faktor alan1 diizgiin bir sekilde elde edilebilir
olmadiginda tercih edilir. Bu tasarimin bir baska kullanish yani ise deney sayisinin
aragtirmaci tarafindan belirlenebilir olmasidir. Bu say1 modeldeki etkilerin katsayilarini
hesaplamak i¢in minimum olmalidir (etkilerin sayisi + terim sabiti). D-optimal ¢6ziim,
toplam sayidan tasarim noktalarini segerek, ‘“Noktalarin optimal dagilimi nedir?”
sorusunu cevaplar. Bu, X XT determinantinin maksimize edilmesiyle gosterilebilir (X,
tasarim noktalarinin matrisi, T, transpoze). Minimum bir tasarim analiz edildiginde,
sistem hakkindaki bilgiyi belirginlestirmek i¢in ayni prensiple daha fazla nokta

eklenebilir.

2.5.3.5 Karisim Tasarimlari

Ozel bir tiir olan bu tasarim, faktdrlerin toplami sabit bir say1 ile smirlandirildiginda
kullanilir. Ornegin kromatografide mobil fazin bilesenlerinin toplammin %100 olmasi
gerekir. Yani mobil fazin metanol, su ve asetonitril gibi ii¢ organik ¢oziiciiden olustugu
bir durumda, bunlarin agirlik¢a ya da hacimce oranlarinin toplami 100°e esit olmalidir.
Karigim tasarimlart bu tiir durumlarda kullanilir ve bu tasarimlarda bir bilesen sabit

tutulurken diger ikisi segilir.

2.5.4 Varyans Analizi (ANOVA)

Varyans analizi, ikiden fazla popiilasyonun ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark olup
olmadigini, eger anlamli bir fark varsa hangi spesifik popiilasyon ortalamasinin
digerlerinden farkli oldugunu bulmak i¢in kullanilan istatistiksel bir islemdir. Kisaca
ANOVA olarak bilinir. Deneysel tasarim yontemleri de ANOVA’nin avantajlarindan
yararlanir. ANOVA tarama tasarimlarinda ve optimizasyonda farkli amagla kullanilir.
Tarama tasarimlarinda, faktorlerin etkileri sayisal olarak hesaplanir. Bu sayisal degerler
ANOVA ile incelenerek degerlerin anlamli olup olamadigi yani faktoriin deney
sonucunda etkili olup olmadigina karar verilir. Optimizasyonda ise ANOVA ile,
modelleme sonucu elde edilen teorik sonuglarla, deneysel sonuglar arasinda anlamli bir

fark olup olmadigi belirlenir. Boylelikle olusturulan modelin giivenilirligi test edilir.
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2.5.5 Deneysel Tasarimin Analitik Kimyada Uygulamalari

Analitik kimyada cesitli yontemlerle yapilan analizlerde analiz sonuglarini etkileyen
faktorlerin belirlenmesi ve optimum degerlerinin bulunmasi amaci ile deneysel
tasarimdan yararlamlmaktadir. Ilag endiistrisinde deneysel tasarima en ¢ok basvurulan
yontemler kromatografi ve elektroforezdir. Cizelge 2.20’de deneysel tasarimin ilag
ornekleri ve cesitli biyolojik 6rneklerin analizinde uygulamalar1 ve kullanilan deneysel
tasarim yontemleri verilmistir. Ayrica literatiir arastirmalarinda UV-VIS spektroskopisi
[507], yakin IR [486], floresans spektroskopisi [441] ve elektroanalitik yontemlerle [531]

yapilmis analizlerde de deneysel tasarim uygulanmasina rastlanmistir.

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

kullanilmaktadir.
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Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve ¢esitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan deneysel

tasarim yontemleri

Ornek Analitler Analiz Yontemi Deneysel Tasarim Faktorler Kaynak
Cegitli Srnekler Malonil-koenzim-A HFLC Plackett-Burman, pH, iz ve tampon konsantrasyonu,  [[394]
merkezi kompozit reaksiyon sicaklifs, zaman
Cegitli Srnekler Arjinin, histidin, 16sin,  [Kagit kromatografisi | 3 Faktorli merkezi  |Cegitli parametreler [393]
trecnin, triptofan kompozit
Atk sular ve yiizey  [Nitrit, nifrat ve Iyon ethilegimi st |Merkezi kompozit- PLEAmonyum tuzunun alkil zinecin [396]
sulary fenilendiamin izomerleri |kromatografisi vzunlugu, konsantrasyonu ve akig hiz
Cegitli Srnekler Poli{stiren ivinilbenzen) |(LC Yar fralsiyonel Cegitli parametreler
iizerindekd tetraziklin faktdrivel [397]
Yizey topral Smegi  [Organotin GC-AED 27 Faktdrivel Basing, sicaklil, ekstraksiyon siresi  [[398]
Cegitli drnekler Sulfametolsazol, Spektrofotometrik | Merkezi kompozit Dalgaboyu aralify, tirev siras, ¢dzict ([397)]
trimetoprim
Cegitli Srnekler Kollajen, kroda Jel filtrazyon 27 Faktérivel Cegitli parametreler [400]
vapiglam, VM jelatin kromatografisi
Tarmsal atik su Metribuzin, atrazing SPE 27 Faktdrivel Ormek pH’ s, elisvon oizicisinin [401]
metolalklor, giicll, Srnegin ryonil gicd, drmege
organik ¢ozich eklenmesi, vakum
etlisiyle eliisyon gicd
Sediment Tribiitiltin SFE Faltorivel fraksivonel |Sicaklik, basing, ¢ozicd [402]
konsantrasyonu, ekstraksiyon siiresi
Ilag Srneldern lla; bazl safzliklar Kapiler elektroforez  |Plackett-Burman, pH, volta [403]
merkezi kompozit
Ila; preparatlar: Metil ve propil p-hidroks: |Ivon ¢ifti sin Metkezi kompozit Mletanol konsantrasyonu, sodvom [404]
benzoat, fenilefrin kromatografisi dicktilstlfostksinat ve
hidroldorir, dimetiloktilamin konzantrasyonu, pH
klorfeniramin maleat
Titan atmosferi Kalici gazlar GC Duoehlert Cegitli parametreler [403]
(hidrokarbon varken)
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Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve gesitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan

deneysel tasarim yontemleri (devami)

Memeli lekcting Insan surfaktan Protein-A (Immunoanalitik Tam faktdriyel Kalsiyuma bagh olarak baglatma, pH |[406]
vontem
Hayvan yemi Flukonazol SPE-SFE, GC-FI1A, |Faktdriyel fraksivonel |Cegitli parametreler [407]
GC-MS
Cegitli Smekler Tetraziklin hidroklorir  [HPLC Plackett-Burman, Cesitli parametreler [408]
fraksiyonel faktdrivel
Cegitli Smekler Simazin, atrazin GC-HPLC Simplex metodu Elient karniguminm polarligs, [409]
enjeksiyon miktan
Kazein Eiboflavin HPFLC Faltarivel Cesitli parametreler [410]
egitli Smekler Simazin, atrazin Iyon etkilegimi siv1 (Fraksiyonel Iyon-etkilegim ajaniun zincir uzuniogu[411]
kromatografisi ve konsantrasyonu, mobil fazm pH sy,
akag huzy, organile defistirici
konsantrasyonu
Ilag preparatlars Sterecizomerik HPLC Fral=iyvonel faktdrivel (p-CD konsantrasyonu, sabit faz, [412]
safsizlhidlar tampon pH'1, tarmpon/organik
degistirici orany, alag iz kolon
sicaklid
Bitki drnekleri Karboksilik asitler HIPLC Faktdrivel Iyon degigtirics, pH, organik ¢dzieli  |[413]
varliZ va da yoklugn, tampon
konsantrasvonu
Deniz suyn Mitrat, fosfat Lyon kromatografisi  |Fraksivonel faktfrivel |Cesitli parametreler [414]
Toprak ve sediment  (Polinikleer aromatik GC-FID, GC-MS 2 faktbrivel Bazing, sicaklik, ebstralbesivon sivisy |[413]
drnekler hidrokarbonlar hacmi, metanol konsantrasyonug
Cesitl Srnekler Penizilin Potansiyometrik FIA | 27 faktdrivel Eeaktdr nzunlugu, tagivict akas iz, |[416]
drnek hacmi
Tlag preparatlar B-1, B-2-fosfat, B-3, B-6, [Iyon gifti siv Draper-Lin kompozit  (Metanol yizdesi, heksansalfonat ve  ([417]
C vitaminleri (sakarin ve ([kromatografiz trietanclamin konsantrasyonu, pH
E110 varligmda)
Kontamine toprak Polisiklik aromatik Hizlandirilmig coziedl Merkezi kompozit Basing, sicaklile, ekstraksiyon siiress |[413]
Grnegi hidrokarbonlar ekstraksiyonu
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Idrar drneldleri Indometasin, semetasin |Voltametri Faltériyel, merkezi Cegitli parametreler [419]
kompozit
Su 23 Pestisit GC-MS 22 Merkezi kompozit |Cesitli parametreler [420]
Sirke DOrzanik asitler Iyon defizim Faktdrivel Eldent pH s1, kolon sicakliz, mobdl faz[421]
kromatoprafisi akig hizy
Idrar &rneldern Einolinik asit Woltametri Dochlert Tarama iz, damla bibyiildazi [422]
Eirli toprak Elorofencller SFE, LC-ECS Tam faktdriyel Bazing, ekstrabzivon hiicresd sicaklhid, |[423]
coziict yiizdesi
Cegith Srnekler Pestizitler Iyon etlilesimi s | ANN Mobil faz pH 51, ivon etkilesim [424]
kromatografisi ajaninn alkil zincin vzunlugy, organik
faz konsantrasyonu, fyon etkilegim
ajani konsantrazyonu, akag hiz
Ipme sulan Eloroasetik asit, GC-MS 27 Faktdrryel Eeaktif veya katalizdr konsantrasyomu, |[425]
fenoksiallancik asitler sicaklik, reaksivon siresi
Ean serurmu Srnekleri (C-21 Ketosteroidler Eemiliminezans Tam faltdriyel Hidrojen peroksit konsantrazyonu ve  |[426]
(inzanlarda) akig hizy, kemiliiminesans realctifi aloag
hizi
Kan plazmasi ve idrar [Benzodiazepinler SPME, GC Fraksivonel faktriyel [Cegitli parametreler [427]
drnekleri (insanlarda)
Cesgitli dmekler Glizin FIA Yan-fraksiyonel Cegitli parametreler [428]
faltdriyel, cevrelk-
fraksiyonel falddriyel
Yeni ve geri Irganox 1076, SFE, HFLC Tam fakt&riyel Bazing, sicaklile, stire, organik ¢Sziici |[429]
kazznilnig policlefin viizdesi
ornekleri
Lipit farmas&tik Hidroperolksit, peroksit  |FIA Vari-frakaiyonel Cegith parametreler [430]
iiriinler merkezi kompozit
Atik su Srnekleri 27 Pestisit GC-HAP-MIP-AES | 2° Faldtriyel Omek hacmi, diklorometanin eliient  [431]

icerisindeld hacii ve viizdesi
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llag preparatlars ve  |Galantamin Kapiler elektroforez |ANN pH, enjeksivon slresi, ayirma voltap  |[432]
bivolojik sivilar
Biyolojik Smekler Amfetamin ve tlirevleri  |Kapiler elektroforez- |Tam faktdrivel, merkeziKonsantrasyon, pH, volta), sicaklik [433]
DAD kompozit
Toprak Srmelkler Poliklorlantng bifenil MMilrodalga desteldli | Deneysel tazarim Aszeton yvizdesi{v/v), cozicd miktars,  ([434]
bilegikleri ekstralzivon, soklet ekstrakesiyvon siiresi, mikorodalga giicd
ekstrakzivonu, GC- ve basiics
S
Cesitli Grmekler Fosforile asit, amino GC-MS Merkezi kompozit Bealtif miktarlar, sicaklik, reaksivon |[433]
prubu igeren pestizitler sliresi
llag preparatlars Mimesulid Woltametri Plackett-Burmann, Cesitli parametreler [436]
Doehlert, tam faktoriyel
Cesitli Grmekler Non-steroidal Kapiler elektroforez | YVan-fraksiyonel Cesitli parametreler [437]
antienflamatuar ilaglar faltiriyel
Cegitli Srnekler Trimetiltin klori Gaz faz molekdiler  |Plackett-Burmann, Cegitli parametreler [438]
abzorpsiyon spek. merkezi kompozit
Ilag preparatlars Kodein fosfat, HPLC Tam ve falktdrivel Dalza boyu, mobil faz pH =1, 1yon ¢iffi ([439]
psdddefedrin hidroklorir, gjam konsantrasyonu
klorfeniramin maleat
Cegitli Srnekler Fenolik yan firinler HPLC Merkezi kompozit Baglangig izokratilk: eliisyonu, gradient ([440]
raligma siresi ve gradient egriliFi
Idrar drnekleri(Insan) (Losartan, valsartan Spektroflorimetr Fralziyonel faktdrivel, | pH, sicaklik, emisyon yvarik gemighz |[441]
merkezi kompozit
llag preparatlars Kaptopril HPLC Box-Behnken Cesitli parametreler [442]
Cegitli Srnekler Troleandomisin LC Tam faktdrivel Ilobil faz pH s, kolon sicakhif, [443]
organik cdzich konsantrasyonu
Sova fasulyesi Izoflavonoidler HPLC Merkezi kompozit Hidroklorir konsantrasyonu, sicaklide, ([444]

hidroliz sliresi
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Sediment Organik konserve ETA-AAS Placlett-Burman, Sediment kitlest, ast tird, asit [443]
bilegiklen merkezi kompozit seyvreltmesi vd bircok degigken
Cesitli dmekler H31427T H314260H |HPLC-UV Falktdrivel merkez Mobil fazdal asetonitril miktar fosfat[446]
314/21 H 29987, DEP kompozit tamponu konsandrasyonn, mobil
fazdaki oktan silfonat kensantrasyonu
Uziim ve garap vapiu|Tartaril asit, malik asit  [UAE Fraksiyonel faktdrivel, |Elstraksivon sivist bilesimi, sicaklake  |[447]
zonucy clugan yan merkezi kompozit
tiriinler
Ilag preparatlar Sildenafil sitrat GC Plackett-Burman, tam T parametre (validasyon) [448]
falktiriyel
Su drnekleri Ivletil ter-butil eter GC-FID Fralmivonel faktdrivel |Elkstraksiyon sicaklify, NaCl [449]
konsantrasyonu
Ceyitli Srnekler Birkag inhibitor Kapiler elektroforez | Tam faktSriyel Iyon degigtirici ajamn konsantrasyonu |[430]
ve pH's1
Cegitli Srnekler Alt angiotensin-II- Eapiler elektroforez | Tam faktdrivel Iyon degistirici ajamn konsantrasyonu ([431]
reseptr antagonisti ve pH 51
Sarap ornekleri Biyojenil: aminler LC Doehlert Cegitli parametreler [452]
Geleneksel cin laglan (Imperatorin, Eapiler elektroforez  |Ortogonal Borat ve SDS konzantrasyonu, organik ([453)
izoimperatorin ¢Bziled 1geriZl, tampon pH 21
Ilag preparatlars Etambutol hidroklorir  [Kapiler elektroforez | Box-Eehnleen Tampon pH 1, tampon [434]
konzantrasyvonu, uygulanan elektrik
alan
Ila; preparatlars Benzoik Azit, vanilin DsEC Falktirivel, matrils Ornek biiviklizi, 1zitma hiz, [433]
Analizi atmosfer, kroze tipi, bagil nem
Ila; preparatlar: Mimesulid Kapiler elekiroforez. | Taguchi, Box-Behnken |Tarama iz kangtrma iz, birdesm |[456]
HPLC. ASV. DPF  |D-optimal potansivell
Nehir suyu Srnegi Toluen, dibenzofuran SPME, GC-MS Tam faktSriyel Omekleme siresi, sorpsiyon sicakliz, |[437]
dezorpsivon sicallifs tuz
konsantrasyonu, fyon gici
Cesitli mekler Serotonin CE-LIF Tam faltrivel Cezitli parametreler [458]
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Antifungal 1lag Pneumocandin BO HFLC Placlett-Burman Kolon sicaldigs alag luz, dalgaboyu,  ([459]
preparaty enjelsiyon hacmi, mobil faz bilegimi,
kolon cesitlilisi
Bergamot Portakals  (Flavonoddler HPLC D-optimal Elstraksivon siiresi, sicaklibk, odziiciilesd[460]
Suyu
Ilag preparatlar Imatinib mesilat ve HFLC 2% Faldtariyel Miobil fazdald metanol ve trietilamin  |[461]
zafrizliklan igeriEi mobil fazin pH s, kolon
zicakhif
Siklamat Smekleri  [Amin KEotaminantlar FIA Falctorivel Cegitli parametreler [462]
Kl drnelderi Klorofenoller MA-DE Falctorivel Trietilamin n-helsan aseton ve asetik |[463]
anhidrid hacmi, ekstraksivon sliresi ve
sicaklik
Idrar rnekleri(Insan) |Paratoksetin Kapiler elektroforez  |Plackett-Burman Woltaj, enjeksivon siresi, WH40Ac  |[464]
konsantrasyonu, ayirma sicakliFy,
asetonitril ve asetik asit viizdesi,
eleltrolitle yikanma stiresi
Ilag preparatlar Fluoksetin, fluvokzsamin, (Kapiler elektroforez- |Plackett—Burman Eolon basmncy, enjeltr ve dedeltér  |[463]
sitalopram, sertraling FID sicakhlkdar:, ayrilmanin olmadif agama)
parcksetin sliresi ve sicakliFs enjelestyon hacmi,
firmn sicaklik programm
Sarap drnekler: Total polifencl mildars  [S1A Fralmivonel faktdrivel |Sodyvum hidrolsit ve FCE [456]
konsantrasyonu, reaktdr vzunlugo
llag preparatlars Diart atipikal antipsikotik [Kapiler elektroforez | Tam faktSriyel Tamponun pH st ve konzantrasyonu  |[467]
Ilag preparatlar Transdermal ilag tagima  (Ekstraksiyon Plackett-Burman, tam |Ekstaksiyon ¢Sziic gict ve hacmi,  |[468]
sistemleri faltiriyel kariztirma iz, kanstirma siiresi
Ila; preparatlar: Zidovudin Termal bozunma- Faktirivel Ornek Lditlesd, firin ortams firin [459]
termogravimetr atmosferi, Smek kali bilegimi
Ilag preparatlar Sitalopram Kapiler elektroforez  |Plackett-Bunman Siklodelstrin ve tampon [470]

konsantrasyonu, tampon pH s1, voltaj,
enjekatyon bazne:
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Dern Azo boyalar SFE. MAE Faltarivel Fleaksivon siresi, sicaklik, ndirgen  |[471]
reaktifin konsantrasyonu
Kozmetik: kremler ve [Fenolik bilegikler UA-SLE Faktdrivel Sicaklik, ekstralsivon hacmi, ultrazon |[472)
benzer emilsiyonlar giici
Kan Plazmasi (Inzan) (3 Tane 1.4- LLE, HPLC-DAD  |Fakt&rivel, merkezi WNaOH konsantrasyonu, erganik ¢dzici([473]
Dihidropiridin kompozit hacini, karigtirma sliresi
Kahve, gay ve idrar  [Metilksantinler HPLC-UV Tam faktSriyel Alag iz, mobil faz bilegirmi [474]
drnekleri
Yiyvecek matrislen Sukraloz Kapiler elektroforez | Merkezi kompozit Eleltrolit pH 51, elektrolit [473]
konsantrasyonu, enjeksiyon siiresi,
wygulanan potansivel, kapiler sicakhlc
Ilag preparatlan ve  [Huperzin A Kapiler elektroforez- |ANN Tampon konsantrasyonu, pH, ayuma  ([476]
bivolojik stvilar [9AY voltajy, hidrodinamilk enjeksivon siresi)
spcaklik
Avusturalya garaplan [Resveratrol Kapiler elektroforez | Merkezi kompozit Omek hacmi, akig huz eliient hacmi  [[477]
Humanin tirevlern Morokoruyucy peptitler  |Iyon ¢ifii Tam faktdrivel, Dlobil fazin tilesimi, mobdl fazin [478]
kromatografizi fraksiyonel faldtdriyel, [pH s, kolon sicaklig
ANN
Ila; preparatlar: Tetrazikling Kapiler elektroforez  |Faktdrivel, merkezn Eleldrolit bilesimi, pH™1 ve [479]
klortetrasilcding kompozit konsantrasyonu, sicaklik, uygolanan
oksitetrasiklin doksisildin voltaj
Kan plazmasi omegi  [Prostaglandin E-2 LC-MS Merkezi kompozit Cegitli parametreler [480]
{insanlarda)
Cegitli Sroekler Heteroziklik aromatilk: SPE, HPLC- Faktdrivel- Dochlert  [Absorpsivon siiresd, islanma siiresi, [481]
aminler UV/DAD desorpsiyon siresi
Deniz kaynalkl Yag asitleri ve kolestercl |Ekstraksiyon- 2° Tam faktoriyel Eealsiyon siresi, sicakhlk, non-polar  ([482]
Ernekler metilleme pozlicl varliF
Iz mekan havast Piretiroidler UAE, GC-MS3 Deneyzel tazsarim &ziich ve absorbent tipi, cozicd [483]

hacmi, ekstraksiyon sliresi

63



Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve gesitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan

deneysel tasarim yontemleri (devami)

llag preparatlan, kan [Antihistaminler Kapiler elektroforez | 34 Tam faktdriyel Tampon pH =1, voltaj, basing [484]
ve serum drneklernt
Ila; preparatlan Pramipel=ol HPLC-TV hlerkers kompozit, 2°  |Asetonitril viizdesi, alag luzs pH [483]
Faldorivel
Tarmsal Iprodion THIR Tam faktdrivel, merkezi|Cegitli parametreler [486]
formiilasyonlar kompozit
Bitls Srnekleri Tanin F1A Tam faktdrivel, merkez|Potasyum ryodat cdzeltisi alog huz, [487]
kompozit &rnek hacmi tagryier alag iz,
reakszivon bobini uzualugu
Kan plazmasi1 drnegi  [Valsartan SPE, HPLC-TTW- Fraksiyonel faktrivel, |Alkug iz, kolon sicaklify, mobil faz ([488)
{inzan) Florezans meskezi kompozit pH 31, mobil fazdaly TEA viizdesi,
mobil fazm baglangic bilegimi, gradient
eliizvondaki ACN basamaklan
Sarap drneklers Biyojenik aminler Tyon ¢ifti st Falctorivel Aszetonitril ve SHE konsantrasyonu [489]
kromatografisi
Ceyitli Grnekler Kondroitin silfat | azore [FIA Falctérivel pH, azure B konsantragyonu, akig huzs |[490]
B varlifinda) enjeksivon hacmi, realesiyon bobim
uzunlugu
Ilag preparatlan Promazin SIA 3° Tam faldtoriyel Salfiarik asit konsantrasyonw, Ce(IV)  |[491]
konsantrasyonu, akig hiz
Ila; preparatlan Morfloksazing tinidazol  (Kapiler elektroforez  (Faktdrivel, vamt vizey (Eleldrolit konsantrasyonu, pH [4512]
metodu
Sit Gmmegi Silfadiazin Tiirev-florezans Falctérivel Tiirev reakstycnun sicakligy, tirev [493]
realtifinin miltar:, enstriimental
sinrvalde tlirev slires
Yerel toz Difenil eterler GC-ECD hlultifaktdrivel Enjektdr sicaklify, ayvrilma olmadan  [[494]
gecen slire,
enjeksiyon hacmi
Ilag preparatlan WValdekoksib ve bozunma [HFLC 2° Tam Cegitli parametreler [493]
iirfinler faltbrivel{validasyon)
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Ila; preparatlar Lzoniyazid, pirtdolsin MECK Tam faktdriyvel Tampon pH 21, tampon ve SDS [496]
hidroldorir Lonsantrasyong
Ilag preparatlar Liklokain, proparakain, [HPLC-TUWV Tam faktdriyel, merkeziMobil faz bilegimi, pH akig huz [497]
bupivakain, kompozit
olozibuprokain
Standart ¢Szeltiler ve (Estradicl Elektrokatalitik Faltorivel Karbon nanotip miktan, nation [498]
kan serum drnelderi dedeksiyon konsantrasyonu, Ni{eyclam) in yizey
kaplamasi
Su drmeklen IMitro misk esanslan SPME, GC Falctérivel Elstraksivon sicaklifs, fiber kaplama, |[499]
ekstraksiyon modu, Srneklerin
kangtinlmas, tuz olugumuo
Tanmesal toprak 1,3-Dilloropropen HS-SPME, GC-ECD | 2% Fraksivonel MNaCl konsantrasyonu, ekstraksivon  |[200]
faltérivel, merkezi spcaklif, ekstralesryon siiresd
kompozit desorpsivon zamam
Ilag preparatlar MNorfloksasin ve inaktif  (Kapiler elektroforez  |Faktoriyel Eleltrolit konzantrasyonu, pH [301]
dekarbolsile bozunma
Su drnekleri Polsiklilc aromatil SPME, GC-FID 2082 Fraksiyonel Elstraksivon sicaklis ekstraksiyon  |[302]
hidrokarbonlar faktdriyel, merkezi siiresi vb. parametreler
kompozit
Tanmda kullamlan  |Streptomisin, Kapiler elektroforez  (Merkezi kompozit Eleldtrolit bilegimi, pH s1 ve [303]
bakterisidal driinler  |oksitetrasiklin konsantrasyonu, sicakhk, uygulanan
voltaj
Cegitli Grnekler Afrazin Fenton reaktifi Merkezi kompozit, Elstraksivonda kullanilan metanolin  |[304]
fralsiyvonel faltérivel |etlosi vh.
Ean plazmasi Fluoksetin, norflucksetin |Kapiler elektroforez  (Merkezi kompozit esitli parametreler [303]
drekleri
Yiazey ve musluk Ibuprofen, zalisilik asit vb|SPE, GC-MS Faltorivel, Merkezi  |(’Gziich oranlan, elisyon hacimlen [308]
sulars etlen maddeler ve kompozit
endokrin bozucu madde
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Ila; preparatlars Entalapon [9AY Plackett-Burman Karistirma stiresi (mekanik), kanigtirmal[307)
siresi(ultrasonik banyo), dalgaboyu
Nla; preparatlar Atorvastatin ve ER-EP-HFLC Tam faktdriyel, merkeziGradient elisyon sirasmnda organik: faz ([308]
zafsizlilclar kompozit miktan, organik fazdaki THF igerigi,
pradient siresifdayamiklilik testi icin)
Inzan Idrar Smeklenn  |Letrozol ve metabolitlenn (MEEC Plackett-Burman Sicaldik, dalgaboyu, enjeksiyon siresi, ([309]
yikama tamponu hacmi, voltaj, tampon
ve 3D konsantrazyonu, pH
Duogal kontamine sulafEPA-polisiklik aromatile  [HPLC-Floresans Doehlert Toplam heksan haemi, ekstraksiyvon ([310]
hidrokarbonlar basamaklarinim sayisi ve siresi
Atilr su Grnekleri Benzen, toluen, SPME, GC-FID Fraksivonel faktdrivel, |Salin konsantrasyonu, ekstraksivon  [[311]
etilbenzen, ksilenler merkezi kompozit siiresi, desorpsiyon siirest, karigtirma
hizi
Su drnekleri Bromlu alev geciktiriciler |SBSE, GC-MS Plackett-Burman, Dezorpsiyon siiresi, desorpsiyon [512]
Merkezi kompozit sicakli@y, desorpsiyon akig huz,
sofutucy fuzak sicakliFs basing
Tlag preparatlar Lerkanidipin LC-UV Faktorivel Aszetonitril miktan, mobil faz pH'sr |[313]
Su drnekleri Metakrat HPFLC Ortogonal, merkezi Elstraksiyon ¢fzici ve disperse edici [[514]
kompozit poziici hacmi, fuz etkizi, Srnel: hacmi,
ekstraksiyon siiresi
Tla; preparatlar: Kloramfenilool, Kapiler elektroforez  (Merkezi kompozit Cesgitli parametreler [513]
danoflolsasin,
siprofloksasin,
enrofloksasin,
siilfametazin,
stilfakinokzaling,
siilfametoksazol
Caropa guianensis Terranortriterpencidler [HFLC Merkezi kompozit Cesgitli parametreler [516]

afact tohumu vagi
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Cegitli Smekler Yunakonitin HPFLC Box-Behnlken Aszetonitril, perklonk asit, trietilamin  [[317)]
icerifi kolon sicaklis
Idrar ve kan plarmas [Mikofenolik ast, SPE, HFLC Fraksivonel Faktdriyel, [Cesitli parametreler [518]
&rnekleri (insan) mikofenclik asit merkezi kompozit
slukuronit
Igme suyu Srnekleri  |[Ibuprofen, diklofenak CD-MEEC-TTV Merkezi kompozit (Cegitli parametreler [519]
Ilag preparatian 7 tane 2-arilimidazolin  [HPLC Tam faktoriyel Sscaklik, pH, mobil faz bilegimi [520]
tirevi
Tlag preparatlar Tbuprofen, psodéefedrin [HPLC Fraksivonel faktrivel | pH, alog huze 3 basamalds gradient  |[321]
hidroldorir, elisyon igin ¢izich oram
klorfeniramin maleat,
fipajen
Yaprakli zebzeler Organik kontaminantlar  [GC-MS Tam faktdriyel, merkeziEkstraksivon sirest ve sicaklif [322]
kompozit
Bitkizel dlaglar Glizirizin NAE Tam faktirivel- Box- [Elstraksivon sicaldi@s ve siiresi, [323]
Behnlen coziic hacmi
Eal Flavonoid belirtecleri SPE. LC Merkezi kompozit Mak=imum yiikleme kapasitess, [224]
Tagryict gaz hacmi
Gelenekszel cin ilaglar (Tki etken madde Kapiler elektroforez | Ortagonal Fosfat oran, uygulanan volta), organil: ([325]
coziic mikdan, tampon pH's1
Su Grnekleri Poliklorize bifeniller USAEME. GC-MS 2° Faltriyel En uygun ¢ozici, ekstraksiyon siiresi, |[326]
pdziicl hacmi, zantifiij siiresi, Srnegin
iyonik gici
Su drnekleri Fenolik koruyucular USAEME, GC- MultifaktSrivel Eltraksivon oizicid, faz oram, Nall  |[327)
MMEMS konsantrasyonuo, ekstraksiyon stiresi,
asetik anhidrit hacmi
Nlag preparatlar Karbamazepin ve LC Merkezi kompozit, Kolon sicakligy, organik ¢ozici [528]
zafezhidan fralsiyonel faltdrivel [vozdesi, asetat tamponu

konsantrasyonu, su fazmun pH s
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Tlag preparatlar Nimopidin ve safsizhiklan HPT.C Tam faltdriyel Organik ¢oziict tini ve [329]
konsantrasyonu, kolon sicakdiFy, alag
iz pH
Idrar ve kan plazmas: |Milofenolik asit, HPLC Fraksivonel falt@rivel |Sulu fazuun pH s, asetonitnl yiizdesi, |[330]
Grnekleri glukuronit kolon sicakliFy, alas iz
Cesgitli rmekler Tribkenuron metil Diferansivel puls 20 Fraksiyonel Woltaj basamagy, volta) basamai [531]
polarografisi faltidriyel siiresi, puls genlifi, puls zaman, Gmek
pH =, yardimes elektrolitin
konsantrasyonu, crva damla biyvikIigs
Cocuk mamalan Florokinolon kalintilarn  |LC-FLD Fralziyvonel faktdrivel, |Cdzici bilegimi, sicaklik, basing, [532]
merkezi kompozit Agama savis
I; mekan havas Eszans alerjenler UAE, GC-M3 Deneysel tazarim Coziicii ve absorbent tind, ¢dzlicd [533]
hacmi ve ekstraksiyon siiresi
Eompleks kanuimlar |Polisiklik aromatik HPLC Tam faktfriyel Alng iz kolon sicaklify, mobdl faz |[334]
hidrolarbonlar gradient
Eal Kuersetin, hesperetin, MLC Tam faktSriyel EDS konsantrasyonu, organtk ¢ozicd  |[333]
krizin olarak kullamlan alkolin alkil zincin
vzunlugu, organik ¢ozich yizde
hacmi, mobil farda kullanilan asetik
asit hacmi
Tlag preparatlar Sertralin ve kiral clmayan HPLC FalctGriyel Kolon sicakligy, tampon pH 51, tampon |[336]
safsizliklan konsantrasvonu
Beyaz garap drnekleri |Sdlfiar bilegilder: UAE-DLLME, GC- 208 Fraksiyonel Elstraksiyon ve dispersiyon [537]
Ms faldtbriyelmerkez poziiciileri, &mek hacmi ryon gici,
kompozit santrifiij siresi
Su drnekleri Polisiklik aromatik USAEME, GC-MS 2* Falabrivel Elstraksiyon slicest, santrifili] sfiresi,  |[338]
hidrokarbonlar grnegin ivonik siici
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Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve gesitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan

deneysel tasarim yontemleri (devami)

Cesgitli drmekler Azo boyalar MsC 22 Faktoriyel Organik fazdaki asetonitril ve su [539]
yizdesi, ivon ¢iffi ajanimn tiird
Eompleks bivolojik  |Kolesteril esterler HPLC Fraksiyonel faktdriyel, |Mobil fazdaki organik bilegen, kolon  |[340]
drnekler ANN-GA sicakliF, akig hizi
Fenontivazin bovalan |Degisik surfalktanlar Speltrofotometri Merkezi kompozit (Cegitli parametreler [341]
Ilag preparatlarn Fivastigmin hidrojen LC Deneysel tasarim Aszetonitri] viizdesi | aksg hizy, Sicaklile [542)
tartarat
lla; preparatlan MNon-steroidal HPLC Fraksivonel, MEA (egitli parametreler [543]
antienflamatovar ilaglar
Tlag preparatlar Tbuprofen, psSdoefedrin |HPLC 200 Fraksivonel pH, akig huzy, ¢fziicd oranlan [544]
hidroldorir, faldtdriyel
klorfeniramin maleat,
nipajen
llag preparatlarn Matrin, cksimatrin Kapiler elekiroforez | Ortogonal Fosfat konsantrasyotm, uygulanan [543]
potansiyel, organik ¢ézich bilegimi,
tampon pH st
Ilag preparatlarn Alizkiren, HPLC-DAD Plackett-Burman, 2°  |Akig hizi, tampon konsantrasyonu, pH, |[346]
hidroldorotiazid tam faktdriyel organik cozicidelki asetonitril yiizdesi,
sacaklik
Tlag preparatlar Kaptopril HPFLC-ECD Merkezi kompozit Mobil faz pH' =1, mobil faz [547]
konzantrasyonu, asetonitril
konsantrasyonu
Kan semumu Srneklen |Klorpromazin, SBSE, HPLC-UV (27 Yan fraksivonel Omek hacini, ekstraksiyon siirest, [Z4E]
triflucperazin faltdriyel, Box- sgcaldik, kangtirma hizy, ekestralesiyon
meEwE bazamazindalki pH
Su drnekleri Poliklorize bifeniller GC-MS 27 Faktérivel Elstraksiyon siiresi, vortels hiz, [Z49]
Grnegin ivonik kuvveti
Cegitli rmekler Es86017 Kapiler elekiroforez | Ortogonal Kiral segici ve organil faz [550]

konsantrasyonu, pH, kapiler sicaklik,

uygulanan volta)
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Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve gesitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan

deneysel tasarim yontemleri (devami)

Sac ve atik su Benzen, toluen, SPME, GC Ortogonal Karistirma iz, organik ¢izici [531]
ornekleri etilbenzen, ksilen adsorpsivon hacmi, drnegin
ekstraksiyon ve desorpsiyon siirest
Su drnekler Siilfonamidler Eapiler elektroforez  (Ortogona, Box-Behken [Ekstraksivon ve dispersivon [532]
goziicilerinin hacmi, fyonik gic,
ekstraksiyon siirest, santiffi] siiresi
Su draekleri IN-metillarbamat LLME, HFLC Plackett-Burman, Elstrakzivon ve dispersiyon [555]
merkezi kompozit goziicilerinin hacmi, fyonik gig, pH,
ekstraksiyon siiresi, santifii] siresi
Toprak drnekler Ariloksifencksi LC-1TW Falctériyel 2-propanol yvizdesi, tampon pH's1,  [[354]
propiyondk herhisitler kolon sicaklify
Bitki &rnegi Ezansziyel yvag UAE-DLLME, GC- [Tam faktdrivel Sicakdik, ultrasonlama slirest, disperse [[353]
MBS edici madde ve ekstrakeziyon ¢oziicisi
hacmi
Biyolojik &mekler  |Propil tiyourasil HPLC-UV Yar faktoriyel pH, sicalklik, ekstralsiyvon stiresi, kargit)[356)
fralesiyonel, merkezi  |fyon konsantrasyonn, organik ¢dzicd
kompozit vizdesi
EKozmetik iiriinler ve |Ftalat esterleri USAEME-SFO, Faltorivel, Box- Elstraksiyon ¢fzici hacmi, tuz ethisi, [[357]
cevresel su Smeklen HPFLC-DAD Behnlen ekstraksiyon ve santrifiij siresi
Tlag preparatlars Sitalopram HPLC-UV 27 Tam faktérivel, Box-|Orzanik ¢ézici yviizdesi, akag hiz [338]
enantiyomerleri Behnlen sicaklik
EKan plazma Srneklen |lmanitib ve metaboliti  [HPLC D-optimal Ilobal faz bilegimi, tampon pH a1 [559]
(insanlarda)
Sebzeler Iyonoforik ve sentetikk  |[UPLC-MS/MS Tam faktdriyel, Elstraksiyon, eliisyon ve enjelsiven  [[360]
balkterizidallar fralesiyonel faldbrivel, |¢dziciilen, santrifii] sirest, farkl
Plackett-Burman heksan hacimleriyle yapilan savi-sivi

ekstraksivonlar, farkl oranlardaki
yikama ¢Szeltileri, santrifiijleme

hacimleri, dondurarak kumitma etlist
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Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve gesitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan

deneysel tasarim yontemleri (devami)

Eompleks biyvolojik |20 Amino asit SPME, GC-IWS Plackett-Burmann Cegith parametreler [2581]
drnekler ve yiyecek
Srneklen
Su drneklen Mitrotoluen bilegikler SFODME, GC-FID) | Fraksivonel falt@riyel- |Organik ¢dziici hacmi, Srnek gdzeltiz |[562)
meskezi kompozit sicakliZy, ekstralesryon slirest
kanstirma iz, ivonik gig
Cevresel su dmekleri |Polisiklik aromatik AADLILME, HPLC (Faktrivel, merkezi Elstraksiyon da ve dispersivonda [363]
hidrokarbonlar kompozit kullanslan ¢ozicilerin tiri ve hacmi,
tuz miktar, karighinma siirest
Alleolld ighki Srnegi |Etil karbamat SPMWE, GC-MS3 Falctorivel Elstraksiyon siresi ve sicakliz toz  [[564]
konsantrasyony, desorpsivon siresi,
pH, ekstraksivon metodu
llag preparatlar: ve  |Betaksolol (parasetamol [DPFV Merkezi kompozit Tarama iz, basamak potansiyeli, [363]
kan plazmasi Srnekleri|varlizinda) modiilasyon genligi, altin nanopargacik]
igerigi, pH
Kompleks matriks  |3-nitrotoluen, 4- SFE-DLLME, GC- [2®0 fraksivonel Basing, sicaklik, ¢oziict hacmi, [366]
nitrotoluen FID faltdrivel, merkezi dinamik ekstraksivon siires
kompozit
Toprak ve idrar Endosiilfan ve UA-DLLME, GC-WS| Plackett-Burmann, Elkstraksivon ve dispersiyon [2587]
drnekler metabolitleri meskezi kompozit piziiciilerinin hacmi, yonik gic
Ev tozu Polisiklik aromatik HPLC-UV-DAD Denevyszel tazarim ve  |Ekstraksivon, eliient ve dispersiyvon |[288]
hidrolearbonlar vahut yizey pdziiciilerinin hactm
metodolojist
Deri &rnelderi Klorofenoller HE-3PME, GC-SIM- (Fralesivonel faktdrivel |Ekstraksivon sicaldigs elstralesiyon  |[369)]
MS siiresi, asetik asit miktar, NaCl
miktan yardumei ¢izicd olarak aseton
hacmi
Bitls &regi Oksindol alkaloidler HPLC 27 Tam faktdrivel, Tampon, pH. kolon sicaklis [370]

merker kompozit
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Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve gesitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan

deneysel tasarim yontemleri (devami)

Bitls drnegi Aporfin alkaloidler HPLC-UV Tam faktSriyel Mobil faz pH 51, metanoliin baglangig ([371]
oram, gradient egimi
EKozmetik firinler Yaygin konwyucular Kapiler elekiroforez  |Fraksiyonel fakt@rivel, |Ayrilma voltajy, metanol yviizdest, SDS |[372]
merkezi kompozit konsantrasyonu, pH, fosfat
konsantrasyonu,
5o drnekleri Ezans alerjenler DLLME Fraksiyonel fakt@rivel, |Elstraksiyon ve dispersiyon ¢dzici  |[373]
merkezi kompozit hacimleri, pH, ryonik giig, ekstraksoyon]
siiresi, rnelc hacmi, santirflij siresi
Termal vazsc: kagudi, |4 Bisfenol ulegizi UAE-ME. GC-MS | Tagochi metodu, Aszetile anhiadrit haemi, sodyum fosfat  |[374]
oyuncaklar ve bebek ortogonal konsantrasyonu, CCl4 hacmi, sulu
malzemeler grnek hacmi, NaCl konsantrasyonu,
ulirascn giici, uyzulama siires:
Kozmetik tirinler Hidroksi asitler CD-CE Fraksiyonel faktGrivel, |Fosfat konsantrasyonu, surfaltan [573]
megkezi kompozit konzantrasyonu, metanol viizdesi
Idrar rneldern Organik UV filtreleri DLLME, HPLC- 205 Fraksivonel Dispersiyon ve ekstraksiyon [578]
DAD faltdriyel poziicilerinin tird ve hacmi, Smek
pH' =1, tuz konsantrasyono
Ila; preparatlarn Amolkezizilin trihidrat HPLC Eox-Behnken hlobil faz bilegimi alag luzn pH [277]
Tlag preparatlar: Sitalopram ve safsizhklan|HPT.C PSLR-MLP-AINN Tampon pH a1, akig hazy, kolon [578]
sicaklify
Kan plazmas: Gmegi  |Lenalidomit LC-MS/MS 3+ faktdrivel, Box- Mobil faz bilegimi, alag huz, pH [579]
Behnken
Biyolojik matrisler  |Glutatyon LC-ESI-MS Duoehlert Mokl faz akig iz, sulu gozeltide [Z80]
asetonitrilin yiizde hacmi
Tlag preparatlar: Klorpromazin SIA- UV 24 Tam faktdrivel Aszit haemi ve konsantrasyonu, [581]
permanganat hacmi ve konsantrasyonm
Tlag preparatlar Levulinik asid (LEA) HFLC Box—Behnken Mokl faz oram, pH [582]
loril alkol
Tlag preparaty Glipizad HFLC Merkezi kompozit Sicaldik, mobil faz [583]
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Cizelge 2. 20 Ilag 6rneklerinin ve gesitli biyolojik drneklerin analizinde kullanilan

deneysel tasarim yontemleri (devami)

llag preparats Embelin FTIE Box-Behnken Sicaldik, cozindrlak [584]
DSC

Guadua amplexifolia [Abktif karbon E.shd Fralsivonel faktSrivel |Altivasyon sicaklify, zaman [583]

Bambu tiird tasarim karbonlagma sicakliz

Ilag preparati Nistatin HPLC Box-Behnken Mobil Faz, [586]

pH

Bitl Ginerol ESM hlerkezi kompozit Elstraksivon zamam, sicakliz [587]

zingiber tazarim ekstrakt

Olcaliptiis Fenolik bilegikler MAE Box-Behnken Tazarimy (Coziicli, zaman [58%]

LC

Ilag preparats Floksetin (prozac) ESM hlerkezi kompozit Fealziyon zamam [589]
tagarim

Cevresel Srnekler Karoten UAE, MAE . ESM  |Box-Behnken Elkstraksivon zamam, sicakhi®, ¢ozied |[290]

Insan Plazmasi Ezetimib HPLC Box-Behnlken Mobil faz orany, atik faktSri [391]

Ila; preparats Ofloksin | mimorazcl FP-HFLC hlerkezi kompozit Mlobil fazdald tetrahidrofuran oram,  [[392]
tasarum akay hazy tampon cozelts

llag preparats llag etken maddesi GC/MMS, SPME Merkezi kompozit Iyonil: kovvet ekstraksiyon zamany,  |[393]
tasarim sicakhif, ¢ozici

Ila; preparats Beta blokerler FP-HFLC hlerkez: kompozit Dalga boyu [Z94]
tasarm

lag preparats Metoprolol (fl-bloker) |[LC-ME/MS; Faltérivel tasarum UV voiunluk, ¢izimmis crganik [593]

madde
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BOLUM 3

DENEYSEL BOLUM

3.1 Kullamlan Kimyasallar

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarin
standartlar1 ¢esitli ilag firmalarindan temin edilmistir. Dipotasyum hidrojen fosfat,
dihidrojen potasyum fosfat ( merck), fosforik asit, asetik asit, amonyum asetat (merck) ve

metanol HPLC safliktadir. Calismalar siiresince ultra saf su kullanilmustir.

3.2 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Efedrin hidrokloriir ¢ozeltisi (1000 pg/mL): 0,1 gram Efedrin hidrokloriir tartilarak bir

miktar su ile ¢oziildi. 100ml’lik balon jojede hacmine tamamland.

Guaifenesin ¢ozeltisi (20000 pg/mL): 2 gram Guaifenesin tartilip, bir miktar su ile

¢oziildii. 100ml’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

Metil paraben cozeltisi (1000 pg/mL): 0,1 gram Metil paraben bir miktar metanolde

coziilerek 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

Propil paraben cozeltisi (100 pg/mL): 0,01 gram Propil paraben bir miktar metanolde

coziilerek 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

Ponso 4R c¢ozeltisi (100 pg/mL): 0,01 gram Ponzo 4R bir miktar suda ¢oziilerek 100

mL’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

Sakarin ¢ozeltisi (4000 pg/mL): 0,4 gram Sakarin bir miktar suda ¢oziilerek 100 mL’lik

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

bir miktar su ile ¢6ziildii.1000 mL‘lik balon jojede hacmine tamamlandi.

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

miktar su ile ¢oziildii. 1000 mL‘lik balon jojede hacmine tamamlandi.

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

konuldu ve hacmine su ile tamamlanda.

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

ve hacmine su ile tamamlandi.

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

¢0ziildii. 1000 mL‘lik balon jojede hacmine tamamlandi.

Fosfat tamponu (pH: 4): 0,025 M fosforik asit tizerine 0,025 M dihidrojen potasyum
fosfat eklenerek pH metre ile ilgili pH' a ayarlanda.

Fosfat tamponu (pH:6,5 - pH:7 - pH: 7,5): 0,025 M dipotasyum hidrojen fosfat {izerine
0,025 M dihidrojen potasyum fosfat eklenerek pH metre ile ilgili pH' a ayarlandi.

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

asit eklenerek pH metre ile ilgili pH' a ayarlandi.

3.3 Kullanilan Cihazlar

620 InoLab pH metre ve cam elektrodu, Chiltern magnetik karistirici, Sartorius analitik
terazi (0.1 mg’a kadar duyarli), Anzak ultrasonik banyo, hamilton enjektor, 4.6mmx
150mmx5 um intersil ODS-3V Cig kolon, LC-20 AT pompa, SPD-20A UV-VIS
dedektor, 7725 (20 pL) enjeksiyon ve bilgisayar sisteminden olusan Shimadzu HPLC.

3.4 Yontem

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, sakarin ve ponso 4R’nin
HPLC ile bir arada analizinde optimum kosullarin bulunmasi i¢in faktorlerin ve bu
faktorlerin birbirleri ile olan etkilesimlerinin ayirma giiciine etkisi incelendi. Incelemede
4 faktorlii 3 seviyeli Box-Behnken tasarimi kullanildi. Tasarim i¢in segilen faktorler ve
seviyeleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Optimizasyon i¢in Onceliklel0 mL’lik balonjoje
icerisine 20000 pg/ mL guaifenesin, 1000 pg/ mL efedrin hidrokloriir ,1000 pg/ mL metil
paraben,100 pg/ mL propil paraben,100 pg/ mL ponso 4R, 4000 pg/ mL sakarin
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cozeltilerinden 0,3’er mL konulduktan sonra hacmine su ile tamamlandi. Bu karigim
hazirlanirken Brodil ve Broksin adli surup preparatlari i¢indeki yaklasik ila¢ oranlar1 géz
oniinde tutuldu. Elde edilen sentetik karisimin hazirlanan tasarima gére 210 nm’de 27 kez
kromatogrami alindi. Ve her bir kromotogramdaki, tiim ardisik piklere ait ayirma giicii
degerleri tek tek hesaplandi. Hesaplanan degerlere regresyon analizi yapildi. Modelin
giivenilirligini test etmek igin ANOVA yapildi. Sonuglar dogrultusunda model
olusturuldu. Olusturulan model kullanilarak faktorlerin optimum degerleri hesaplandi.

Sonuglar Boliim 4.1.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Faktorler ve seviyeleri

Faktor Kodlu Degerler

Diisiik (-1) Orta(0)  Yiiksek (+1)

pH (A) 6.5 7,0 75
Akis Hiz1 (B) (mL/dak) 0,6 08 1
Hareketli Faz Oran1 (%) (C) 45 50 55

(Fosfat tamponu bileseni)

TBAH Miktar1 (%) (D) 0,1 0,2 0,3

3.5. Validasyon

3.5.1 Dogrusallik

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin bir
arada analizi i¢in gelistirilen yontemin dogrusalligmi incelemek amaci ile 10 mL’lik
balonjoje igersine 20000 pug/ mL guaifenesin, 1000 pg/ mL metil paraben, 4000 pg/ mL
sakarin ¢ozeltilerinden 0,1-0,5mL, 1000 ug mL* efedrin ¢dzeltisinden 0,2-0,6 ml,100 pg/
mL propil paraben ve 100 pg/ mL ponso 4R ¢ozeltilerinden, 0,1-0,9 mL alindiktan sonra
su ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin C18 kolonda, 0,6 mL/dk akis hizinda,
%0,15 TBAH igeren fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48),
8,5-25 dak. (40:60) gradienti kullanilarak kromatogramlar1 alindi. Kromatogramlar,

spektrofotometrik dedektdrle 210 nm de izlendi ve pik alanlar1 hesaplandi. Pik alanlari ile
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konsantrasyon arasinda olgii egrileri gizilerek regresyon analizi yapildi. islem 3 kez

tekrarlandi. Sonuglar Boliim 4.2.1°de verilmistir.

3.5.2 Giin I¢i ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin bir
arada analizi i¢in gelistirilen yontemin, giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirligini
incelemek amaci ile dogrusal alan i¢inde olacak sekilde 3 ayr1 konsantrasyon secildi.
Secilen konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlamak amaci ile 10 mL’lik balon jojeye 20000
ug/ mL guaifenesin, 1000 ug/ mL metil paraben, 4000 pug/ mL sakarin ¢ozeltilerinden 1.
seviye i¢in 0,2 mL; II. seviye i¢in 0,3 mL; III. seviye i¢in 0,4 mL, 1000 png/ mL efedrin
hidrokloriir ¢ozeltisinden L. seviye i¢in 0,3 mL; II. seviye i¢in 0,4 mL; III. seviye i¢in 0,5
mL, 100 ug/ mL propil paraben ve 100 pg/ mL ponso 4R ¢ozeltilerinden I. seviye igin 0,3
mL; II. seviye i¢in 0,5 mL; III. seviye i¢in 0,7 mL konularak hacmine su ile tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltilerin, giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢in ayni giin igerisinde 3 kez, giinler arasi
tekrarlanabilirlik i¢in 4 farkli giinde bir kez C18 kolonda, 0,6 mL/dk akis hizinda, % 0,15
TBAH igeren fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25
dak. (40:60) gradienti kullanilarak 210 nm’de kromatogramlar1 alindi ve pik alanlari
belirlendi. Ilgili dl¢ii egrileri yardimi ile maddelerin konsantrasyonlari bulundu. Geri
kazanim yiizdeleri ve bagil standart sapmalar1 hesaplandi. Sonuglar Bolim 4.2.2°de

verilmistir.

3.5.3 Dogruluk

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin bir
arada analizi i¢in gelistirilen yontemin dogrulugunu incelemek amaci ile oncelikle bu
maddeleri igeren Brodil adli suruptan 0,2 mL, 10 mL’lik balon jojeye konuldu. Uzerine
20000 pg mL*guaifenesin ¢ozeltisinden I. seviye i¢in 0,05 mL, II. seviye i¢in 0,1 mL; III.
seviye igin 0,15 mL, 1000 pg mL* efedrin hidrokloriir ¢dzeltisinden 1. seviye igin 0,1 mL,
I1. seviye i¢in 0,2 mL; III. seviye i¢in 0,3 mL,1000 pug/ mL metil paraben ¢ozeltisinden I.
seviye i¢in 0,1 mL, II. seviye i¢in 0,15 mL; III. seviye i¢in 0,2 mL,100 pg/ mL propil
paraben ve 100 pg/ mL ponso 4R ¢ozeltisinden 1. seviye i¢in 0,1 mL; II. seviye igin 0,3
mL; III. seviye i¢in 0,5 mL,4000 pg/ mL sakarin ¢ozeltisinden . seviye i¢in 0,05 mL; II.
seviye i¢in 0,15 mL; III. seviye i¢in 0,25 mL eklenip hacmine tamamlandi. Hazirlanan

cozeltilerin kromatogramlari, C18 kolonda, 0,6 mL/dk akis hizinda, %0,15 TBAH igeren
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fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60)
gradienti kullanilarak 210 nm’de alind1 ve pik alanlar1 belirlendi. islem 3 kez tekrarlandu.
Tgili 6l¢ii egrisi yardimi ile maddelerin konsantrasyonlar1 bulundu. Yiizde geri kazanimlar

ve bagil standart sapmalar1 hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.2.3’de verilmistir.

3.5.4 Tanima ve Tayin Simir1 (LOD, LOQ)

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
bir arada analizi i¢in gelistirilen yontemin tanima ve tayin sinirinin hesaplanmasi igin bos
deneme c¢ozeltisinin, C18 kolonda, 0,6 mL/dk akis hizinda, %0,15 TBAH iceren fosfat
tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60)
gradienti kullanilarak 210 nm’de kromatogrami alindi ve pik alanlar1 belirlendi. Bos
deneme ¢dzeltisinin, her bir maddeye ait pikin alikonma zamanindaki pik alani dl¢iildii.
Bu islem 10 kez tekrar edildikten sonra standart sapma hesaplandi. Standart sapmasinin
taninma sinir1 i¢in 3 kati, tayin sinir1 i¢in 10 kat1 pik alani kabul edilerek bunlara karsilik
gelen madde konsantrasyonlari ilgili 6l¢ii egrileri yardimiyla bulundu. Sonuglar Boliim

4.2.4’de verilmistir.

3.5.6 Cozelti Dayamkhihig:

Efedrin hidroklortir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
¢oziicli igerisindeki dayanikliligini saptamak amaci ile su ve hareketli faz icerisinde 10 pg/
mL’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin oda sicakliginda ve 4C%de belli
araliklarla, C18 kolonda, 0,6 mL/dk akis hizinda, %0,15 TBAH iceren fosfat
tamponu/metanol hareketli faz sisteminde, 0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60) gradienti

kullanilarak 210 nm’de kromatogramlar1 alindi. Sonuglar Boliim 4.2.5°de verilmistir.

3.5.7 Ornek Analizi

Efedrin hidroklortir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
ilag 6rneklerindeki miktarin1 belirlemek amaci ile 10 mL’ lik balon jojeye 0,3 mL surup
aktarild1 ve hacmine distile su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin , C18 kolonda, 0,6
mL/dk akis hizinda, %0,15 TBAH igeren fosfat tamponu/metanol hareketli faz sisteminde,
0-8,5 dak. (52:48), 8,5-25 dak. (40:60) gradienti kullanilarak 210 nm’de kromatogramlari
alindi. Pik alanlar1 hesaplandi. ilgili 6l¢ii egrileri yardimu ile surup érnekleri igersindeki

miktarlar1 bulundu. Sonuglar B6liim 4.3’de verilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE ONERILER

4.1 Method Gelistirme ve Optimizasyon

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
HPLC ile bir arada analizi i¢in literatiir caligmalar1 géz dniinde tutularak ¢esitli hareketli
faz sistemleri incelendi. Calisilan hareketli faz sistemleri;

pH 4 (H3PO4/H2P0O4") tamponu ile metanol ve asetonitril gesitli oranlarda.
pH 5 (CH3COOH/CH3COONHy3) tamponu ile metanol ve asetonitril ¢esitli oranlarda.
pH 6 (H2PO4/HPO42) tamponu ile metanol ve asetonitril ¢esitli oranlarda.

Yapilan c¢alismalar sonunda yaklasik pH 6 fosfat tamponu:metanol hareketli faz
sisteminde 210 nm’de 6 maddeye ait pikin ayrilabilecegi sonucuna varildi. Keskin pikler
elde etmek i¢in TBAH belirtecinin katilabilecegi diisliniildii. Toplam analiz siiresinin
kisalmasi i¢in gradient program uygulanmaya karar verildi. Yapilan 6n caligsmalar
dogrultusunda uygun kromatografik sartlarin belirlenmesi amaciyla Box-Behnken

tasarimi1 uygulandi.

4.1.1 Box-Behnken Tasarimi

Faktorlerin optimum degerlerini belirlemek, faktér ve etkilesimlerinin etkilerini
incelemek amaciyla Boliim 3.4 de anlatildig: sekilde calisildi. 4 faktorlii 3 seviyeli Box-
Behnken Tasarimui ile elde edilen deneysel ayirma giigleri (rezoliisyon) degerleri Cizelge

4.1°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Box-Behnken Tasarimi ile elde edilen ayirma giicii (R)degerleri

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

* Ayirma giicii(R); R12,R23, Ras,Rss’ in carpim degeridir.R12 ponzo 4R ve sakarin; Rys sakarin ve efedrin
hidrokloriir; Ras efedrin hidrokloriir ve guaifenesin; Rss guaifenesin ve metil paraben pikleri arasindaki
ayirma giicii degerleridir.

4.1.2 Veri Degerlendirme

Box-Behnken Tasarimi uygulanarak elde edilen ayirma giicii degerlerine regresyon
analizi yapildi. Her bir faktoriin tek ve birbirleri ile etkilesimine ait etki degerleri
hesapland1 ve Pareto grafigi cizildi. Regresyon analizi sonuclar1 Cizelge 4.2° de, bu

sonuglar dogrultusunda elde edilen Pareto grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.
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Regresyon analizi sonuglar1 ve Pareto grafiginden faktorlerden pH (A), akis hiz1 (B) ve
hareketli fazin orani (C) ile hareketli fazin oraninin ve pH’ nin ikinci dereceden etkilerinin
(AA ve CC) ayirma giicii tlizerinde etkili oldugu anlasilmaktadir. p degerleri 0.05 in
altinda olan bu faktorlerden ayirma giicii iizerinde en biiyiik etkiye sahip olan mobil faz

oranidir. Daha sonra sirastyla akis hiz1 ve pH faktorleri etkili faktorlerdir.

Cizelge 4.2 Regresyon analizi sonuglari

Faktorler Etki p degeri
Kesim noktasi 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
CcC -141,147 0,0000*
CD -15,77 0,4880
DD -6,67 0,7328

*Etkili faktorler ve etkilesimler( p degeri<0.05)

(Y

UJOO
[ iole]

""'Ulﬂll

4 6 8
Etki

o
e}

Sekil 4.1. Box-Behnken Tasarimu ile elde edilen Pareto grafigi
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Ana faktorlerin ayirma giiciine etkisi ayrica Sekil 4. 2°de de verilmistir. Sekil 4. 2° den
pH’ nin ve akis hizinin distik degerlerinde rezoliisyon degerinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Mobil faz bilesiminin diisiik degerlerinde ise dnce rezoliisyon yavas yavas
artarken belli bir degerden sonra mobil faz bilesiminin degeri artsa bile R degeri
azalmaktadir. Eklenen TBAH miktarinin ise rezoliisyon iizerinde etkili olmadigi da

sekilden goriilmektedir.

240
200
160
120

80

40

Sekil 4.2 Faktorlerin ayirma giiciine etkileri

Regresyon analizi sonuglariin giivenilirligini kontrol etmek amaci ile ANOVA yapildi.
ANOVA sonuglar1 Cizelge 4.3'de verilmistir. ANOVA sonuglarindan “%Fy 14 = 4,6 tablo
degerinden biiyiikk A, B ve C faktorleri ile A nin ve C’ nin ikinci derceden

etkilesimlerinin ayirma giicii izerinde etkili oldugu anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.3 ANOVA sonuglari

Degisim Serbestlik Kareler Toplami Kareler F
Kaynagi Derecesi Ortalamasi
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
R?=0,9418

4.1.3 Modelleme
Regresyon analizi ve ANOVA sonuglarina gore ana faktorler ve etkili etkilesimlerin

katsayilarindan olusturulan model asagidadir.

R =173,94 —17,27A — 41,59B + 44,22C+ 31,55A? — 70,62C?

Olusturulan model kullanilarak elde edilen tahmini ayirma giicii degeri ile deneysel
olarak bulunan ayirma giicli degerleri arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla regresyon
analizi yapildiginda R% 0,9195 olarak bulunmustur. Regresyon analizi sonucunda elde

edilen grafik Sekil 4.3’ de verilmistir.
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Sekil 4. 3 Deneysel ayirma giicii degerleri ile teorik ayirma giicli degerleri arasindaki
dogrusalligin grafigi.

Elde edilen regresyon modelinden her bir degisken igin ¢izilen ylizey cevaplar1 Sekil 4. 4
- 4. 7°de verilmistir. Sekillerden yine eklenen TBAH miktar1 disindaki faktdrlerin ayirma
giicli lizerinde etkili oldugu, A ve B’nin artan degerlerine karsilik ayirma giiciiniin
azaldig1, C’nin ise Once artan degerlerine kars1 ayirma giicliniin arttig1, belli bir degerden
sonra ise ayirma giiciinii diisiirdiigii goriilmektedir.

C=0.3,.0=0.4

Sekil 4. 4 Box-Behnken Tasarimu ile elde edilen A ve B faktorleri arasindaki tahmini
cevap yiizeyleri (C ve D faktorleri belirtilen kodlu degerlerde sabit tutulmustur).
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A=-10B8=-10

Sekil 4. 5 Box-Behnken Tasarimi ile elde edilen C ve D faktorleri arasindaki tahmini
cevap ylizeyleri (A ve B faktorleri belirtilen kodlu degerlerde sabit tutulmustur).

8=-10.0=0.4

270 (=
240
R 210
180
150
120
80 =

Sekil 4. 6 Box-Behnken Tasarimi ile elde edilen A ve C faktorleri arasindaki tahmini
cevap yiizeyleri (B ve D faktorleri belirtilen kodlu degerlerde sabit tutulmustur).
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A=-10.C=03

Sekil 4. 7 Box-Behnken Tasarimu ile elde edilen B ve D faktorleri arasindaki tahmini
cevap yiizeyleri (A ve C faktorleri belirtilen kodlu degerlerde sabit tutulmustur).

Olusturulan model kullanilarak ayirma giiciiniin en yiiksek olmasini saglayan kodlu ve
gercek faktor seviyeleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de verilmistir. Bu

sartlarda ayirma giicii degeri 271,18 olmaktadir.

Cizelge 4. 4 Faktorlerin optimum degerleri

Optimum deger | Optimum deger

Faktor Diisiik|Yiiksek (kodlu) (gercek)
pH (A) -1 1 -1 6,5
Akis Hizi (B) (mL dak™) -1 1 -1 0,6
Mobil Faz Oram1 (%) (C)

. i -1 1 0,35 52
(Fosfat tamponu bileseni)
TBAH miktar1 (%) (D) -1 1 -0,45 0,15

Bu sonuglar dogrultusunda kromatografik sartlar; hareketli fazin pH’s1 6,5; oran1 ve
bilesimi 52/ 48 fosfat tamponu/metanol; akis hiz1 0,6 mL/dak ve TBAH miktar1 ise %
0,15 olarak belirlenmistir. Gradient program 0-8,5 dak. %52 fosfat tamponu, 8,5-25 dak.
%40 fosfat tamponu olacak sekilde uygulandi Bu kosullarda 210 nm’de

spektrofotometrik dedektor ile elde edilen kromatogram Sekil 4.8’de verilmistir.
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Alikonma zamanlar1 dakika cinsinden ponso 4R i¢in 2,2; sakarin i¢in 2,4; efedrin
hidrokloriir i¢in 3,4, guaifenesin i¢in 5; metil paraben i¢in 7,9 ve propil paraben i¢in 16,8

olarak bulunmustur.

mVv

1750-Detector A210nm

] SAC

1500

12504

1000-]
750

]
4
S00+4
]

] GU
250 MP
] PO kipk k PP
04 N k NS
5 5.0 7.

0.0 2 5 100 125 150 175

Sekil 4. 8 Optimum kosullarda 3 pg/ mL ponso 4R (PO), 120 pg/ mL sakarin (SAC), 30
pg/ mL efedrin hidrokloriir (EP), 600 pg/ mL guaifenesin (GU), 30 pg/ mL metil paraben
(MP) ve 3 pug/ mL propil paraben (PP)’nin kromatogrami

4.2 Validasyon

4.2.1 Dogrusallhik

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarinin bir
arada analizi i¢in gelistirilen yOntemin dogrusalligmi incelemek amaciyla Bolim
3.4.2.1°de anlatildig1 sekilde c¢alisildi. Calismalar sonucunda hesaplanan pik alanlari
ortalamasi, standard sapma ve bagil standard sapma degerleri efedrin hidrokloriir i¢in
Cizelge 4. 5’de guaifensin i¢in Cizelge 4. 7°de, metil paraben icin Cizelge 4. 9°da, propil
paraben icin Cizelge 4.11°de, ponso i¢in Cizelge 4.13” de, sakarin i¢in Cizelge 4.15°da
verilmistir. Cizelge 4. 6’de efedrin hidrokloriir, Cizelge 4. 8’de guaifensin, Cizelge 4.
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10°da metil paraben, Cizelge 4.12°de propil paraben , Cizelge 4.14’de ponso , Cizelge
4.16’da sakarin i¢in herbir Ol¢ii egrisisnin regresyon analizine ait parametreler
yeralmaktadir. Regresyon analizlerinin ortalama degerleri kullanilarak elde edilen dogru
denklemi ve olusturulan 6l¢ii egrileri efedrin hidroklortiir i¢in Sekil 4. 9 *de, guaifenesin
icin Sekil 4.10’de, metil paraben i¢in Sekil 4.11°de, propil paraben i¢in Sekil 4.12°de,
ponso 4R i¢in Sekil 4.13°de, sakarin i¢in Sekil 4.14°de verilmistir.

4.2.2 Giin I¢i ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
bir arada analizi i¢in gelistirilen yontemin, giin i¢i ve giinler arasi1 tekrarlanabilirligi
incelemek amaci ile Boliim 3.4.2.2°de anlatildig: sekilde yapilan ¢alismalar sonucu elde
edilen degerler giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢in Cizelge 4.17°de, giinler arasi
tekrarlanabilirlik igin Cizelge 4. 18’de verilmistir.

4.2.3 Dogruluk

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R ve sakarinin
bir arada analizi i¢in gelistirilen yontemin dogrulugunu incelemek amaci ile Bolim
3.4.2.3’de anlatildig: sekilde yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen degerler Cizelge

4.19’° da verilmistir.

4.2.4 Tamima ve Tayin Simir1 (LOD-LOQ)

Efedrin hidroklortir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarinin bir arada
analizi i¢in gelistirilen yontemin tanima ve tayin sinirlarinin belirlenmesi i¢in Boliim 3.4.2.4’de

anlatildig1 gibi yapilan ¢aligsmalar sonucunda Cizelge 4.20°deki degerler elde edilmistir.
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Cizelge 4. 5 Efedrin hidrokloriir 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO | C(ngmL) | Al A2 A3 ORT STD RSD
. 20| 1104768 | 1151756 | 1142234 | 1139586 | 13087474 | 1,201
2 30 1709860 | 1719333 | 1750082 | 1726425 | 21027:949 | 1218
3 40 12011074 | 2187446 | 2146146 | 218100 | 32862383 | 1506
N 50 | 2646929 | 2630405 | 2691361 | 2696232 | 31524802 | 1,186
> 60 3172719 | 3229190 | 3248857 | 5216922 | 39523747 1 1,228

Cizelge 4. 6 Efedrin hidrokloriiriin regresyon analizine ait parametreler

A B R? Sa Sb

150353 50845 0,9981 159524,94 53288,6320

3500000 1 pik Alani)

3000000 -

2500000 -
y = 50845x + 150353

2000000 -
R?=0,9981

1500000 1

1000000 1

500000 f

C (ug/mL)
0 T T T T T T |

0 10 20 30 40 50 60 70

Sekil 4. 9 Efedrin hidrokloriiriin dogrusallik grafigi
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Cizelge 4. 7 Guaifenesinin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO | CugmL) | AL A2 A3 ORT STD | RSD
! 200 | 11460131 | 12221538 | 11772382 | 11818684 | SOL814917 | 3,230
2 400 | 51079960 | 21973147 | 22428137 | 21827081 | 885854715 | 3,142
3 | 600 | 31855346 | 31709126 | 31858075 | 31807516 | 85218875 | 0,267
2 800 | 4074640 | 42534571 | 4vsoazes | 187ILTL | 972635951 | 2,322
5 | 1000 | 4o0ea377 | 51170277 | 51000502 | 50738082 | 680741417 | 1,341
Cizelge 4. 8 Guaifenesinin regresyon analizine ait parametreler
A B R? Sa Sb
2,00E+06 48941 0,9995 577550,68 | 3,04E+11
60000000 1 (pi Atan)
2000000
0000000 i
0000000
70000000
10000000
0 . . i . C(Hg/le)
o w0 a0 o so 100 100

Sekil 4. 10 Guaifenesin dogrusallik grafigi
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Cizelge 4. 9 Metil parabenin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO | C(ugmL) | Al A2 A3 ORT STD RSD

1 10 1006760 | 1060216 | 984468 | 1017148 | 8927.783 | 3,827

2 20 2403462 | 2475594 | 2400853 | 2426636 | 12418:646 | 1,748

3 30 3730182 | 3847965 | 3783447 | 3787108 | 28981024 | 1,557

4 40 4927715 | 5287665 | 4934287 | 5040889 | 20°946.273 | 4,078

5 50 6526729 | 6640258 | 6484725 | 6550571 | 50460843 | 1228
Cizelge 4.10 Metil parabenin regresyon analizine ait parametreler

A B R? Sa Sb

340741 136901 0.9994 14584419 194E+10

7000000 1

6000000 -

5000000 -

4000000

3000000 1

2000000 1

1000000 A

0

(Pik Alanr)

y =13690x - 340741
R?=0,9994

C (pg/mL)

0 10

20

30 40

50

60

Sekil 4. 11 Metil paraben dogrusallik grafigi
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Cizelge 4. 11 Propil parabenin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

Sekil 4. 12 Propil paraben dogrusallik grafigi

92

NO | C(ugmL) | Al A2 A3 ORT STD RSD
! 1 81197 |78956 | 78188 | 79447 1563,435 | 1,967
’ 3 251171 | 247469 | 253624 | 250755 | 5098249 | 1235
; 5 426278 | 430446 | 425808 | 427511 | 2>°%912 | 0.597
) 7 560249 | 565568 | 570760 | 565526 | -2o>02 | 0929
> 9 705667 | 709605 | 713301 | 709524 | So17039 | 0538

Cizelge 4. 12 Propil parabenin regresyon analizine ait parametreler
A B RZ Sa Sh
12821 78746 0,9970 14196,46 245899787
8000007 (pik Alani)
700000+
600000+
5000001 y =78746x + 12821
R2=0,9970
400000+
300000
200000+
100000+
C (ug/mL)
0 . , , )
0 2 4 6 8 10




Cizelge 4. 13 Ponso 4R ’nin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO C Al A2 A3 ORT STD RSD
(ng/mL)
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
Cizelge 4. 14 Ponso 4R ’nin regresyon analizine ait parametreler
A B R? Sa Sb
35917 94687 0,9993 11724,18 1767,48

900000 7 pik Alani)

800000 -
700000 -

600000 -
y =94687x-35917

500000 - R?=0,9993
400000 <
300000 <
200000
100000 <

C (ug/mL
0 L] T L] T (ugml)

0 2 4 6 8 10

Sekil 4. 13 Ponso 4R dogrusallik grafigi
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Cizelge 4. 15 Sakarinin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO | C(ngmL) | Al A2 A3 ORT STD RSD
' 1 65187 | 66502 | 63405 | 65031 | 1o°43S7 [23%0
2 3 242197 | 236002 | 240255 | 23045 | 5168527 | 1323
> 5 440551 | 430574 | 446720 | 440082 | 3874020 | 0876
) 7 618215 | 616874 | 619818 | 618302 | 1473941 | 0238
> 9 815270 | 825610 | 826508 | 822493 | 0274489 | 0762
Cizelge 4. 16 Sakarinin regresyon analizine ait parametreler
A B RZ Sa Sh
128765 0,9999 0848311813 | 74288289
785249
300000007 (Pik Alani)
250000007
200000007
y = 12876x + 785249
150000001 R?=0,9999
10000000+
5000000+
0 Cc (pg/mL)I
0 50 100 150 200 250

Sekil 4. 14 Sakarin dogrusallik grafigi
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Cizelge 4. 17 Giin i¢i tekrarlanabilirlik

Efedrin hidroklomir Guazifenesin Metil paraben Propil paraben Ponso 4E Sakarin
Madde g'mL) (ug/ml) (pg/ml) (pg/mL) (ug/mlL) (ng'mL)
Sevive (30 40 |30 (400  |600 300 |20 |30 |40 |3 5 7 3 5 7 20 120 160
1 30,70 140,31 [30,05 (394,02 |623,88 |314.66 (2002 (2026 |39.40 (302 5301  [7.01 (3,10 (306 |64 |81.07 12313 (16407
2 3043 13929 |49.35 (30335 |614.98 |301,16 (1965 (28,70 |38.32 |308 5305 [693 (5307 (312 |6.83 |80.30 (11956 (15991
3 30,75 139,11 [49.20 (30351 |615.45 |203,55 (2020 (293313074 |302 (499 (698 (307 (300 |681 |79.83 120,08 (16042
Xort 30,63 |39.57 [40.60 (393,63 |618.10 |306,46 (1990 [ 2013|3022 |3.04 |53.01 (698 (3,08 (300 |686 |8047 12092 (16147
5 0,17 0484 043 (035 |5301 720 032 (035 063 003 002 (003 (002 (003 (007 (082 193 |2.27
@wme.”_ 056 162 [0.87 (009 |081 (089 (1460 (120|160 |09% 040 (043 (065 (059 102 077 160 (141
wngwmhpﬂ 102,10(98.92 19020 | 984 103,01 (1008 |99.95 |97.10 (95,05 |101,35 [100.20 |99.71 [102.66 (101,80 |95.00 | 100,58 {100.77 110092
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Cizelge 4. 18 Glinler aras1 tekrarlanabilirlik

Efedrin hidroldorir Guaifenesin Metil paraben Propil paraben Ponso Sakarin
(ugml) {pg/ml) (pg/mL) (pg/ml) (pgml) (ugml)
30 40 50 400|500 [S00 20 |30 MO0 3 5 7 3 5 7 80 120 160
1 30,47 W1.16 [31.62 [392,36)601,57(803,78 (19.21)29,13)39.22 (3,04 |5.01 (628 [3,03 W96 (6,70 (33,79 (126,06[163,34
2 30,53 W1.24 [31.26 [394,73|603,88(800,55 (19.32)129,9640.37 3,01 492 (6,87 [3,01 HW2o8 (6,72 (8325 (122,63(166,03
3 31,01 {073 [51,57 [384,41|39733(788,72 (19.35]20,0840.00 208 400 (683 [3,06 (3,01 (6,85 (83,11 [124,38[161,50
4 30,63 [39.57 W96 [393,63|618,10[806,46 (19.9930,0340.41 295 494 (692 [308 [3,00 (5,86 (30,8 (120,92(16147
Hort 30,66 {067 [31.01 [391,29)603,22{800,38 (19.47)129,7740.30 2,99 M.97 (621 [3,03 [301 (6,78 (82,74 [123,62[163,09
8 0,24 077 096 |69 1900 (821 035 10,43 0,76 (0,04 10,04 (006 003 006 008 (1,32 229 [2.16
“eRSD 0,78 1,89 1,88 1,20 149 102 1,80 (1,44 (1,88 |1,34 |0,80 |0.87 0,98 1,20 1,18 1,59 1,85 1,32
Mﬂﬁpﬁ 102,200101,67)102,02197.82 |100,57)100,04 |97.35/99.23(100,73(99,67|99.40(98,71 (101,66(100,20(96,85 (103,42{103,01{101,93
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Cizelge 4. 19 Dogruluk testi sonuglar1

Bulonan { pg'ml)

% Bagl

Ornekten zelen | Konulan %5 Ceri Standart | standart
( pg/ml) ( pg/ml) 1 1 3 Xort kazamm | zapma sapma
10 1669 | 3701 | 36834 16,83 102,50 0,16 0,43
Efadrin hidrokloriir 26,60 2 4705 | 4684 | 47.12 47,00 102,00 0,13 0,32
30 3679 | 37,12 | 3666 36,86 100,86 0,24 0,42
100 304,80 [31324 | 51732 | 511,75 96,47 6,33 1,23
Guaifenssin 415,28 200 61724 [61802 | 61786 [ 617.71 101,22 041 0,07
300 71605 [ 712,80 | 71824 | 7157 100,14 2,73 0,38
10 16,65 3638 | 3594 16,52 101,20 0,33 143
Matil paraben 26,40 15 4126 | 4102 | 4147 41,25 90,00 0,22 0,53
20 4625 | 4627 | 4635 46,32 99,60 0,06 0,12
1 3,78 3,76 3,85 3,80 100,01 0,04 1,05
Propil paraben 2,80 3 3,74 5,83 581 5,79 90,67 0,04 0,69
5 7.74 8,03 7,89 101,80 0,14 1,77
1 4,04 3,98 4,02 4,01 93,00 0,03 0,75
Pomso 4F. 3,06 3 6,03 397 6,06 6,03 20,00 0,05 0,83
5 811 7.98 8.07 8,05 99,80 0,07 0,87
2 B4.56 | 85,65 | 8340 £4.54 100,70 1,12 132
Qakarin 64 40 &0 2565 | 12613 | 124,06 25,95 102,58 0,26 0.2
100 16511 [18628 | 16784 | 18641 102,01 1,37 0,82
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Cizelge 4.20 LOD-LOQ degerleri

Efedrin Metil Propil Ponso
hidrokloriir| Guaifenesin | paraben paraben 4R Sakarin
LOD 0,25 0,02 0,18 0,12 0,11 0,008
pg/ mL )
LOQ 0,83 0,07 0,60 0,40 0,38 0,03
(ng/ mL)

4.2.5 Cozelti Dayaniklihg:

Efedrin hidroklortir, guaifenesin, , metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarinin ¢dziicii

icerisindeki dayaniklili§ini incelemek i¢in Boliim 3.4.2.5°de anlatildig1 sekilde calisildiginda

guaifenesin, propil paraben, ponzo 4R ¢ozeltilerinin her sartta, metil parabenin mobil fazdaki

tiim ¢ozeltileri ile 4C° de saklanan sulu ¢6zeltisinin en az 1 ay boyunca, sakarinin hazirlanan

tiim ¢ozeltilerinin ve metil parabenin oda sicakliginda saklanan sulu ¢6zeltisinin 2 hafta, efedrin

hidrokloriiriin ise hazirlanan tiim ¢ozeltilerinin 1 hafta dayanikli oldugu goriildii.

4.3 Ornek Analizi

Efedrin hidrokloriir, guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponso 4R, sakarin i¢eren surup

orneklerinin analizi i¢in boliim 3.4.2.6° da anlatilig1 sekilde yapilan calismalar sonucunda

Cizelge 4.21° deki degerler elde edilmistir. Efedrin hidrokloriir ve guaifenesin i¢in elde edilen

sonuglarin ilag etiket degerleriyle karsilastirilmasi Cizelge 4.22 *de verilmistir.

98




Cizelge 4.21 Ornek Analiz Sonuglari

Efedrin Guaifenezin Metil Propil paraben | Ponso Sakarin
o hidroklorir | (mg/mL) paraben (mg/ml) 4R (mg/'mL)
Ornek Deneme sayist (mg/mL) (mg/mL) (me/mL)

1 1,362 20,776 1.283 0,143 0,130 3,222

2 1,318 20,843 1,32 0,138 0,154 3,221

3 1,315 20,885 1,355 0,139 0,132 3,315

4 1,323 20,915 333 0,135 0,135 3,222

5 1,311 20,589 1,32 0,138 0,149 3,146

Erodil 6 1,333 20,990 1.322 0,140 0,133 3,245
7 1,347 20,547 1,300 0,141 0,151 3,131

3 1,340 20,572 1.311 0,141 0,137 3,280

Ortalama 1,331 20,764 1,32 0,139 0,133 3,223
Standard sapma 0,0177 0,1730 0,0218 0,0024 0,0026 0,0616

%0 RSD 1,530 0,833 1,651 1,728 1,699 1,911

1 1.340 20,276 1,028 - 0,160 5,088

2 1,333 20,534 1,071 - 0,153 5,028

3 1,311 20,622 1,021 - 0,133 3,038

Broksil 4 1.317 20,582 1,061 - 0,133 5,026
5 1,345 20,520 1,045 - 0,154 5,239

] 1,308 20,768 1,023 - 0,134 3,037

7 1.5312 20,636 1.041 - 0,135 3,15

3 1,338 20,950 1,061 - 0,153 5,128

Ortalama 1,325 20,611 1,044 - 0,134 3,005

Standard sapma 0,0153 0,1933 0.0190 - 0,00238 | 0,082

%0 RSD 1,154 0,048 1,320 - 1,558 1,617
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Cizelge 4.22 Analiz sonuglarinin etiket degerleri ile karsilagtirmasi

BRODIL BROKSIL

Etiket Bulunan | % Geri Etiket Bulunan | %Geri
(mg/mL) | (mg/mL) | Kazanim | (mg/mL) | (mg/mL) | Kazanim

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

4.4 Tartisma

Birden fazla etken maddenin bir arada bulundugu ila¢ karigimlarinin analizi i¢in dogru,
hizli ve segici yontemler gelistirmek ilag AR-GE merkezlerinin vazgecilmez gorevi
haline gelmistir. Ayrica preparatlara katilan yardimci maddelerin insan sagligina olan
zararlar1 ortaya ¢iktik¢a etken maddelerin yaninda katki maddelerinin de analizi 6nemli
hale gelmis dolayisiyla surup gibi ¢coklu etken madde ve katki igeren preparatlarin analizi
icin yontem gelistirme ihtiyaci dogmustur. Uluslararasi kalite standartlarina uygunluk ve
bu amagla yapilan siki denetimler de 6zellikle katki maddelerinin analizini kaginilmaz

hale getirmistir.

Bu calismada efedrin hidrokloriir , guaifenesin, metil paraben, propil paraben, ponzo 4R
ve sakarin  igeren iki surup preparatinin analizi i¢in HPLC yontemi gelistirilmistir.
Gelistirilen yontemde oncelikle ¢esitli hareketli faz sistemleri denenmis, (TBAH) igeren
fosfat (H2PO4/HPO4%) tamponu ve metanol ¢dziicii sisteminin uygun olduguna karar
verilmistir. Kromatografik ayirma tlizerine, hareketli faz orani, pH, akis hiz1 ve %TBAH
miktarinin etkisi ve optimum kosullar deneysel tasarim kullanilarak belirlenmistir.
Calisilan maddelerin bir arada analizi 210 nm’de gradient eliisyon teknigiyle 20 dakikada
gerceklestirilmistir.
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Gelistirilen yontemin uygunlugunun test edilmesi amaciyla yapilan validasyon
calsmalarinda dogrusallik, tekrarlanabilirlik, dogruluk, tanima- tayin sinir1 (LOD-LOQ)

ve dayaniklilik parametreleri incelenmistir.

Dogrusallik parametresi i¢in hazirlanan her bir maddenin 6l¢ii egrilerinin konsantrasyon
araligi, maddelerin preparat igindeki yaklasik miktarlar1 gozoniinde tutularak
hazirlanmstir. ilgili 6l¢ii egrilerine ait regresyon katsayilar1 0,9970-0,9999 araliginda
olup kabul edilebilir degerlerdedir.

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirlik caligmalarinda her bir maddenin 3 farkhi
konsantrasyonunu igeren sentetik ornekler ayni giin i¢inde ve farkli giinlerde belirlenen
optimum kromatografik kosullarda analiz edilmistir. Elde edilen %RSD degerleri %2’nin

altinda bulunmustur.

Dogruluk i¢in yapilan calismalarda, surup preparatlari iizerine 3 farkli konsantrasyonda
maddelerin bilinen miktarlar1 ilave edilmis, yapilan analizlerde elde edilen % geri

kazanim degerleri kabul edilir sinirlar i¢inde (%95-%105) bulunmustur.

Gelistirilen yontem piyasada bulunan “Brodil” ve “Broksin” adli iki surup preparatina
uygulanmistir. Tekrarlanan 6rnek analizlerinde 0,833-1,911 araliginda % RSD degerleri
elde edilmistir. Bulunan efedrin hidrokloriir ve guifenesin miktarlar1 etiket degerleriyle

karsilastirilmis %99,39-%103,82 araliginda % geri kazanim degerleri bulunmustur.

Surup i¢inde analizi yapilan katki madde miktarlarinin belirlenen sinirlara uygun oldugu
goriilmistiir. (Metil paraben < %0,18; propil paraben < %0,02;ponso 4R < 4mg/kg ADI;
sakarin < 2,5 mg/kg ADI)

Sonug olarak, yapilan g¢alismalar 1518inda gelistirilen HPLC yonteminin gecerliligi
kanitlanmis olup kontrol laboratuvarlarindaki rutin analizlerde giivenilir bir yontem
olarak kullanilacagi ve benzer igerikteki farkli 6rnek analizlerinde de kaynak olusturacagi

diistiniilmektedir.
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