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OZET

Parasetamol iceren Kombine Farmasotik Preparatlarin UPLC Yéntemi ile

Kantitatif Analizi

Amac: Bu doktora tez kapsaminda, parasetamol (PAR) igeren, askorbik asit
(AA), kafein (KAF) ve aspirin (ASP)’nin de bulundugu, dortlii kombine farmasotik
preparatlarin kantitatif analizi i¢in, yeni bir UPLC yoOnteminin gelistirilip valide

edilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: AA-PAR-ASP ve PAR-KAF-ASP karisimlarini igeren
kombine farmasotik preparatlarda bu adi gegen maddelerin daha iyi ayrilip analiz
edilebilmeleri i¢in mobil faz sistemi, pH, akis hizi, kolon sicakligi gibi UPLC yontem

sartlar1 optimize edildi.

Bulgular: Calismada, mobil faz olarak asetonilril ve 0.1 M CH3;COOH (25:75,
h/h), akis hiz1 0.3 ml/dk, kolon sicakligr 35 °C ve 245 nm dalga boyu ile 280 nm dalga
boyu araliginda AA=5nm’lik intervaller ile alman 8 farkli dalga boyu c¢alisma
parametreleri kullanilarak farmasotik preparatlar igerisinde aktif bilesenlerin iyi bir
aymrimla birlikte analizleri gergeklestrildi. Belirlenen en optimal kromatografik sartlar
altinda, klasik UPLC, UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemleri ile iki ayri ticari
farmasotik preparatin kantitatif analizleri gerceklestirildi. AA-PAR-ASP ve PAR-KAF-
ASP kombinasyonlarini igeren sentetik karisimlarin giin igi-giinler arasi analizleri ve
standart ekleme teknikleri kullanilarak gelistirilen klasik UPLC, UPLC-PCR ve UPLC-
PLS yontemleri valide edildi.

Sonug: Sonug olarak klasik UPLC, UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemleri, AA-
PAR-ASP ve PAR-KAF-ASP karisimlarindan olusan iki degisik dozaj formunun es
zamanli kantitatif analizine basar1 ile uygulandi. Gelistirilen klasik UPLC ve UPLC-
Kemometrik kalibrasyonlarinin 6rneklerde secilen aktif bilesenlerin analizi i¢in basarili
bir sonug verdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kantitatif analiz, UPLC yontemi, Parastemol-Askorbik
asit-Aspirin  karigimi; Parasetamol-Kafein-Aspirin - karigimi; Farmasotik Preparat,
Kemometri, Klasik-UPLC, UPLC-PCR, UPLC-PLS
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ABSTRACT

Quantitative Analysis of Combined Pharmaceutical Preparations Containin
Paracetamol by UPLC Method

Aim: In this PhD. thesis, It is aimed to develop and validate a quantitative
UPLC method for quaternary combined pharmaceutical preparation including
parasetamol (PAR) and also ascorbic acid (AA), cafeine (CAF) and aspirine (ASP)

Material and Method: UPLC parameters as mobil phase system, flow rate, Ph
and column temperature were optimized in order to seperate and analyze the combined
pharmaceutical dosage forms including AA-PAR-ASP and PAR-KAF-ASP mixtures..

Results: In the study, active compounds of pharmaceutical preparation were
simultaneously analyzed with good separation by using acetonitrile and 0.1 M
CH3COOH (25:75, v/v) as mobile phase, 0.3 mL/min flow rate, 35 °C column
temperature and AA=5nm of intervals obtained from 8 different wavelength between
245 - 280 nm. Under the optimum chromatographic conditions, two different
commercial pharmaceutical preparations were quantitatively analyzed by classical
UPLC, UPLC-PCR and UPLC-PLS methods. Developed classical UPLC, UPLC-PCR
and UPLC-PLS methods were validated by using standard addition method and
analyzing intra-day and inter-day measurements of synthetic mixtures of AA-PAR-
ASP and PAR-KAF-ASP combinations.

Conclusion: As a result of these, classical UPLC, UPLC-PCR and UPLC-PLS
methods were succesfully applied onto simultaneous determination of two different
dosage forms containing AA-PAR-ASP and PAR-KAF-ASP mixture. It is determined
that developed classical UPLC and UPLC-Chemometric calibrations succeed in analysis
of active compounds of selected samples

Key Words: Quantitative Analysis, UPLC method, Paracetamol-Ascorbic acid-
Aspirin mixture; Paracetamol-Cafeine-Aspirin mixture; Pharmaceutical Preparation,
Chemometry, Classical-UPLC, UPLC-PCR, UPLC-PLS
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PRESS . Prediction Error Sum Of Squares

r . Regresyon Denkleminin Korelasyon Katsayisi
SEC . Kalibrasyon Egrisi Standart Hata
SEP . Standart Error of Prediction
SH . Standart Hata
SS : Standart Sapma
: Ultra Performans S1vi Kromatografisi (Ultra Performance Liquid
UPLC Chromatography)
UPLC-PCR . Ultra Performance Liquid Chromatography-Principal Component Regression Method
UPLC-PLS . Ultra Performance Liquid Chromatography-Partial Least Squares Regression Method
uv . Ultra Viyole
UV/ VIS . Ultra Viyolet/Visible
X . Aritmetik Ortalama



SEKILLER DiZINi

Sekil No Sayfa No
Sekil 2.1 Parasetamoliiin acik T s 41T LR T OO 6
Sekil 2.2 Parasetamoliin su igerisindeki absorbsiyon spektrumu...........cccooevveiiiviininnennne, 7
Sekil 2.3 Kafein’in agik formuilli..........ccoooiiiiiiiiiiiic e 9
Sekil 2.4 Kafeinin su igerisindeki absorbsiyon spektrumu...........cccccvevvvieiiiveniiiieiiinnns 10
Sekil 2.5 Askorbik asit’in agik formiilii...........ccooviiieiiiiiii i, 13
Sekil 2.6 Askorbik asitin asetoniltiril igerisindeki absorbsiyon spektrumu ................... 14
Sekil 2.7 Aspirin’in ag1k fOrmMuUli ........coivviiiiiiiiiiie i 15
Sekil 2.8 Aspirinin de iyonize su igindeki UV absorbsiyon spektrumu............cccccevnee. 16
Sekil 3.1 UPLC sisteminin basit SEMAST ......cuvviiveeiiiieiiiieiiiieessiiesssieesssieeessseessseessssenens 91
Sekil 3.2 Kemometrinin farkli disiplinler ile iliskileri .........cccvvvvviiiiiiiiiiiiiciie i 93
SeKil 3.3 PLS2 KaliDraSYONU ........ccccveiiiiiiiiiiie ittt 99

Sekil 4.1 Derisim set No. 4’¢ karsilik gelen 20 pg/ml a) Askorbik asit (AA), b)
Parasetamol (PAR), ¢) Aspirin (ASP) bilesikleri ve d) IS Kafein (KAF) icin

sekiz farkli dalga boyunda dedeksiyon ile kaydedilen kromatogramlari... 113

Sekil 4.2 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azss = Caa=5.75 pg/ml) ..ccooviviiiiiiinnnnnn, 129

Sekil 4.3 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azso = Caa= 6.29 pg/ml) ..ooooviiiiiiiiiiinnn, 129

Sekil 4.4 Klasik UPLC yOonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azss = Caa= -6.25 pg/ml) ... 130

Sekil 4.5 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS

kars1 konsantrasyon grafigi (Azs0 = Caa=-5.72 pg/ml)....ccccovviviiininennnn, 130



Sekil 4.6 Klasik UPLC yOonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azes = Caa=5.76 pg/ml) ...ccovvivriiniiinnnnnn, 131
Sekil 4.7 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A270 = Caa= 6.00 pg/ml) ....ccccvvvevviiennnnnnne 131
Sekil 4.8 Klasik UPLC yOonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A7 = Caa= 5.70 pug/ml) ..coovviviiiiininnnnnn, 132
Sekil 4.9 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A2go—> Caa=5.72 pg/ml) .cccovevvvivviieinennnnn, 132
Sekil 4.10 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azss = Cpar=-4.034pg/ml) ....cooovvvvvnrnnnnnnnn, 133
Sekil 4.11 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azso = Cpar= -4.15 pg/ml).....coocvvvivnninnnnnn. 133
Sekil 4.12 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azss = Cpar=-4.20 pg/ml) ..ocoovvviiiiiiinnnn 134
Sekil 4.13 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azs0 = Cpar= -4.23 pg/ml) ..ccoovvrvivirinnnnnn, 134
Sekil 4.14 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azes = Cpar=-4.18 pg/ml).....cccevviiiicnnnnn 135
Sekil 4.15 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Az70 = Cpar=-4.04 pg/ml) ..ocoovvviiiiicinnnn 135
Sekil 4.16 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A27s = Cpar=-3.86 pg/ml) ....cooviiiiiinnnnnnnn 136
Sekil 4.17 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda

PAR/IS kars1 konsantrasyon grafigi (Azg0 = Cpar= -4.10 pg/ml)............... 136



Sekil 4.18 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azs = Casp=- 6.28 pg/ml).....cccooovvvrvinnnnnn, 137

Sekil 4.19 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A2so — Casp=-6.28 pg/ml).....ccccovvvveivnnnne. 137

Sekil 4.20 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azss = Casp= -6.27 pug/ml) ...occovvvrviinnnnnnn, 138

Sekil 4.21 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azso0 —> Casp=-6.23 pg/ml)......cccovvvivnnnnne. 138

Sekil 4.22 Klasik UPLC ydnteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azes = Casp= -6.26 pg/ml) ..o.ooveviviinnnnnn, 139

Sekil 4.23 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Az70 = Casp= -6.27 pg/ml) ...ooorvriivnnnnne, 139

Sekil 4.24 Klasik UPLC ydnteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Az7s = Casp= -6.22 pg/ml) ..ocoovevivicennn, 140

Sekil 4.25 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A0 = Casp= -5.85ug/ml) ....ooovvvrvivinnnnn, 140

Sekil 4.26 Klasik UPLC yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasiyla

kalibrasyon basamaginda elde edilen UPLC kromatogramlari. ................ 141

Sekil 4.27 20 pg/ml AA, PAR, ASP bilesikleri ile IS KAF i¢in ¢oklu kromatogram . 145

Sekil 4.28 AA i¢in UPLC-PLS Kalibrasyonu Igin Faktor Segim Egrisi............o........ 148
Sekil 4.29 AA i¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktor Seg¢im Erisi ..................... 148
Sekil 4.30 PAR i¢in UPLC-PLS Kalibrasyonu igin Faktor Secim Egrisi.................... 149
Sekil 4.31 PAR i¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktdr Segim Egrisi ................... 149
Sekil 4.32 ASP i¢in UPLC-PLS Kalibrasyonu I¢in Faktor Se¢im Egrisi .................... 150
Sekil 4.33 ASP i¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu Igin Faktér Segim Egrisi.................... 150



Sekil 4.34 Kalibrasyon basamagindaki tablet ¢dozeltilerinin kromatografik UPLC
sartlarda 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki

dedeksiyon ile elde edilen kromatogramlari............c.cccceevevvereiieesvennennn 155

Sekil 4.35 Derisim set No. 4’e karsilik gelen 20 pg/ml a) Parasetamol (PAR), b) Kafein
(KAF) c) Aspirin bilesikleri (ASP) ve d) IS Askorbik asit (AA) icin sekiz

farkli dalga boyunda dedeksiyon ile kaydedilen kromatogramlarin dizisi 158

Sekil 4.36 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azss = Cpar=4.13 pug/ml) ..ccoocvvviviinnnnenn, 174

Sekil 4.37 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azso = Cpar=4.17 pg/ml) ..o, 174

Sekil 4.38 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Ass = Cpar=3.88 pg/ml) ..ooooveviiicnennn, 175

Sekil 4.39 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A2s0—> Cpar= 3.97 pg/ml).....ccoovrvrnnnnnnne. 175

Sekil 4.40 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azes = Cpar=4.14 pg/ml) .o, 176

Sekil 4.41 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A270—> Cpar=4.06 pg/ml)......ccoovvvivnnnnne. 176

Sekil 4.42 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A5 = Cpar=4.05 ug/ml) ..ccoovrviviinnnneen, 177

Sekil 4.43 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A2go = Cpar=4.02 pg/ml) ....coocovvvvvrvennnnn. 177

Sekil 4.44 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS

kars1 konsantrasyon grafigi ( Azas = Cxar= 1.0 pg/ml) ..cooovrniinnnnnnnn. 178

X1



Sekil 4.45 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azso—> Crar= 0.96 pg/ml)....cccoovrviviiinnnnnn, 178
Sekil 4.46 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azss = Crar= 1.05 pg/ml).....cccoovvvviiennnnnene. 179
Sekil 4.47 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A2s0 = Ckar= 0.95 pg/ml)....ccccovrvivininnnnnn, 179
Sekil 4.48 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azss = Ckar= 0.99 pg/ml)....cccoocvivivininnnnne, 180
Sekil 4.49 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A270 = Crar= 0.96 pug/ml).....cccoovvvivivnnnnnnnn, 180
Sekil 4.50 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A27s = Cxar= 0.97 pg/ml).....ccccevvivrinnnnnnn. 181
Sekil 4.51 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda KAF/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A2go = Ckar= 0.99 pg/ml).....cccooviiiiiiinnnn 181
Sekil 4.52 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A2ss = Casp=5.25 ug/ml) ...ocovvvvivveieninnnnnnn, 182
Sekil 4.53 Klasik UPLC ydnteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azso = Casp=5.22 pg/ml) .cccerviviiicicinnnn 182
Sekil 4.54 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Azss = Casp= 2.24 pug/ml) ..ccoovvvvvviiicnnnnn 183
Sekil 4.55 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A2s0 = Casp= 4.91 pg/ml) ....ccooviviiiiinennnn, 183
Sekil 4.56 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS

kars1 konsantrasyon grafigi ( Azgs —> Casp=5.19 pg/ml) ..oovrviiiiiiicinnnn 184



Sekil 4.57 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Az70 = Casp=5.22 pug/ml) ..ccccevvrviviinnnnnnn, 184
Sekil 4.58 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( Az7s = Casp=4.92 pg/ml) ..ooovviiiiiiinennne, 185
Sekil 4.59 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A2go—> Casp=5.27 ug/ml) ..ccoovvvrvivnnnnnnnn, 185
Sekil 4.60 Klasik UPLC yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda, bir
tablete karsilik gelen kalibrasyon basamagindaki kromatografik UPLC
sartlarina ait kromatogram diZiSi.........ccceevverieiiiiiinieiis e 187

Sekil 4.61 20 pg/ml a)AA, b) PAR, c)ASP bilesikleri ile d) IS i¢in ¢oklu ii¢ boyutlu

KIOMALOGIAM ..ottt 190
Sekil 4.62 PAR icin UPLC-PLS Kalibrasyonu icin Faktor Secim Egrisi.................... 193
Sekil 4.63 ASP icin UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktér Segim Egtisi.................... 193
Sekil 4.64 CAF Igin UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktor Segim Egrisi................... 194
Sekil 4.65 CAF Igin UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktor Segim Egrisi................... 194
Sekil 4.66 ASP icin UPLC-PCR Kalibrasyonu Igin Faktor Segim Egrisi.................... 195
Sekil 4.67 ASP Igin UPLC-PLS Kalibrasyonu Igin Faktor Se¢im Egrisi .................... 195

Sekil 4.68 Kalibrasyon basamagindaki tablet c¢ozeltilerinin kromatografik UPLC
sartlarda 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki

Kromatogram SEITIEIT. .......cov i 200

XV



TABLOLAR DIZINi
Tablo No Sayfa No

Tablo 4.1 Konsantrasyon seti ve ilag ile IS pik alanlarina karsilik gelen

Kromatografik data Seti...........ccoeiieiiiieiic e 115
Tablo 4.2 Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar............ccccoevviiveieennnnn, 116
Tablo 4.3 Klasik UPLC y6nteminin AA, PAR ve ASP yapay karisiminin

analizinde AA i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglart ..........c.ccceevveennne. 118
Tablo 4.4 Klasik UPLC yonteminin AA, PAR ve ASP yapay karisimimnin analizinde

PAR i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglart............ccccooveviieiiniicinnne. 119
Tablo 4.5 Klasik UPLC yonteminin AA, PAR ve ASP yapay karisiminin analizinde

ASP i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglart .........cccocceeviiiiiiiiieniennene, 120
Tablo 4.6 Klasik UPLC y6nteminin uygulanmasina AA i¢in giin i¢i analiz sonuglar1 122
Tablo 4.7 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina PAR i¢in giin i¢i analiz

SOMMUGTATT 1.ttt ettt ettt e et e et sbeeenbeesnee s 123
Tablo 4.8 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina ASP ig¢in giin i¢in

ANANIZ SONUGIATT....coiiiiiiiiii e 124
Tablo 4.9 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina AA i¢in

glinler arast analiz SONUGIATT ...........ccooiiiiiiiiii e 125
Tablo 4.10 Klasik UPLC yodnteminin uygulanmasina PAR igin

giinler arast analiz SONUGIATT...........ccoiiiiiiiiii i 126
Tablo 4.11 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina ASP i¢in
glinler arast analiz SONUGIATT...........cccoeiiiiiiiiii i 127

Tablo 4.12 Tabletlerin igerisinde hesaplanan AA, PAR ve ASP miktarlari................ 142
Tablo 4.13 Derisim Seti ve Kromatografik Analit/IS

Oranlarina Karsilik Gelen Veriler. ........cccoovviiiiiiiiii e 146



Tablo 4.14 UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyon yontemlerinin karisim analizine
uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari..........cccoeveeiiineennen. 152
Tablo 4.15 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yéntemiyle Giin i¢i Kesinlik ve Dogruluk Igin
ANaliz SONUCIATT.......uviiiiiiiic e 153
Tablo 4.16 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yontemiyle Giinler Arasi Kesinlik ve Dogruluk
Icin ANAliZ SONUGIALT ...t 154
Tablo 4.17 UPLC-PLS ve UPCR Yo6ntemlerinden elde edilen miktar
tAYINT SONUGLATT...evviiiii it 156
Tablo 4.18 Konsantrasyon seti ve ilag ile IS pik alanlarina karsilik gelen
Kromatografik data Seti ..........ccccveviiieiicie e 160
Tablo 4.19 Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglart........c..ccocvvviivniennnnnn, 161
Tablo 4.20 Klasik UPLC yonteminin PAR,CAF ve ASP yapay
karisiminin analizinde PAR i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglari.... 163
Tablo 4.21 Klasik UPLC yonteminin PAR,KAF ve ASP yapay karigiminin ...................
analizinde KAF i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglari....................... 164
Tablo 4.22 Klasik UPLC yonteminin PAR,KAF ve ASP yapay karigiminin  analizinde
ASP i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglart............cccoeeeiiiiiiiiiiiic i 165
Tablo 4.23 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina
PAR i¢in giin i¢i analiz SONUGLATT..........cceeriieiiiiiiii e 167
Tablo 4.24 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina
KAF i¢in giin i¢i analiz SonuGlart .........cccocveiiiiiiiiiiiiiie e 168
Tablo 4.25 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina
ASP i¢in giin i¢i analiz SONUCIATT .......coviviiiiiii i 169
Tablo 4.26 Klasik UPLC yo6nteminin uygulanmasina PAR i¢in giinler arasi analiz

SOMUGIATT ...ttt 170



Tablo 4.27 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina KAF igin giinler arasi analiz

10201011 F: 3 5 S SUPRRPSI 171

Tablo 4.28 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina ASP igin giinler arasi analiz

1) 0101 F: 3 5 S SUPRRPRR 172

Tablo 4.29 Tabletlerin igerisinde hesaplanan PAR, KAF ve ASP miktarlari.............. 188
Tablo 4.30 Derisim Seti ve Kromatografik Analit/IS

Oranlarina Karsilik Gelen Veriler..........coooeeiiiiiii e, 191

Tablo 4.31 UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyon yontemlerinin karigim analizine

uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari ...........cccocoveveiieennnn 197

Tablo 4.32 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yontemiyle Giin Igi Kesinlik ve Dogruluk Igin

ANALIZ SONUGIATT...eiiiiiiiiiiii e 198

Tablo 4.33 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yontemiyle Giinler Arasi Kesinlik ve Dogruluk

I¢in ANAliZ SONUGIATT ....vvevvevcveeieeee et 199

Tablo 4.34 UPLC-PLS ve UPCR Yontemlerinin Ticari Farmasotik Preparatlara

Uygulanmasiyla Elde Edilen Miktar Tayini Sonuglari............cccooevvnnnne. 201

Tablo 5.1 AA igin kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin egimlerine

karsilastirmall tablo........ccccoviiiiiiiiiiiie e 206

Tablo 5.2 PAR igin kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin egimlerine

karsilastirmali tablo.........cccoooiiiiiiiiii 206

Tablo 5.3 ASP i¢in kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin egimlerine

karsilagtirmalt tablo.........cccooviiiiiiiiii 206

Tablo 5.4 PAR igin kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin egimlerine

karsilagtirmall tablo........ccccooviiiiiiiiii 211

Tablo 5.5 KAF i¢in kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin egimlerine

karsilastirmall tablo........ccccooviiiiiiiiii 211



Tablo 5.6 ASP i¢in kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin egimlerine
karsilastirmalt tablo.........ccoceiiiiiiiic i 212

Tablo 5.7 Askorbik asit, parasetamol ve aspirin analizleri i¢in gelistirilen yontemler ile
literatiir yontemlerinin karsilagtirilmasina ait sonuglar............cccooevvvinnennne 214

Tablo 5.8 Parasetamol, kafein ve aspirin analizleri igin gelistirilen yOntemler ile
literatiir yontemlerinin karsilagtirilmasina ait sonuglar............cccooevveinnnnnne 214

Tablo 5.9 Tablet igesirindeki (Thomapryn) parasetamol, kafein ve aspirin’in
analizinden elde edilen sonugclar ile literatiir sonu¢larinin karsilagtirilmasina

AIE SONMUGIAT ....viiiiiiiie e e e e s arae e e e 215

XIX



1. GIRIS

Glinlimiizde artan diinya niifusu ile birlikte, asir1 sanayilesme ve tliketimin
sonuclar1 olarak hiper ¢evre kirlilligi, gida tiiketimi, ¢esidi degisen ve tedavisi gii¢ olan
hastalik tiirlerini ortaya koymaktadir. Bu baglamda c¢esidi degisen hastaliklarin
tedavisinde kullanilan tek aktif bilesenli preparatlara insanlarin bagisiklik kazanmasi
nedeniyle, ilaglarin farmakolojik etkinliginin azalmasi dolayisiyla iki veya daha fazla
etkin madde igeren kombine preparatlar, daha diisiik yan etki ve yiiksek farmakolojik
aktivite saglamak amaciyla diinya ve Tiirkiye ilag piyasasinda tek etkin madde igeren
farmasdtik preparatlarin yerine tiretilmektedir.

Ilag piyasasinda kombine preparatlarin artisina paralel olarak bu farmasétik ticari
iiriinlerin kalite kontrol ve rutin analizleride zorlasmaktadir. Ilag endiistirisi ve
aragtirmalarda (klinik arastirlmalar vb) kombine preparatlarin analizi i¢in klasik popiiler
teknik olan yiiksek performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatograpy, HPLC) kullanilmaktadir. Cogu zaman kombine preparatlardaki aktif
bilesiklerin yakin kimyasal ve fiziksel Ozellige sahip olmalar ile birlikte yardimeci
maddelerin girigsimleri nedeniyle istenen kromatografik ayrimlar1 ya yapilamamakta yada
gereginden fazla analiz siiresi ve reaktif tiiketiminin  sonucunda ayrim
gerceklestirilmektedir ki bu analizin maliyetini arttirmaktadir.

Son zamanlarda mikro islemci ve bilgisayar yazilimlarinin gelisimi ile birlikte
kolon teknolojisindeki gelismeler iki veya daha fazla aktif madde igeren farmasotik
preparatlarin kalite kontrol ve rutin analiz islemlerinde, daha az analiz siiresine ihtiyag
duyan ve yiiksek ayirma giicline sahip kromatografik tekniklerin gelistirilmesine yol
acmustir. Bu cergevede analitik cihaz {ireten bir ¢ok firma asir1 yiiksek performansh sivi

kromatografisi cihazlarini bilesenleri ile birlikte piyasaya stirmiislerdir.



Simdilerde ise kompleks analitik problemlerin ¢6ziimiinde asir1 yiiksek
performansh sivi kromatografi (Ultra High Performance Liquid Chromatograpy—
UHPLC yada Ultra Performance Liquid Chromatography — UPLC) ad1 verilen yontem
uygulanmaktadir. UPLC teknolojisinde 1000 Bar’in {izerinde basing iiretebilen pompa
sistemleri, amaca gore en kiiclik 5 cm uzunlugunda, normal kolonlara gore daha kiigiik
capl ve daha kiiclik tanecik boyutuna sahip kolonlar kullanilmaktadir. Bu yeni UPLC
yontemi ilag analizi ve klinik caligmalardan g¢evre analizlerine kadar bir ¢ok alanda
yiiksek ayirma giicii ve hizli analiz saglamasi nedeniyle artan bir kullanim trendine
girmistir. Dolayisiyla basta akademik c¢alismalarda, ilag arastirma ve gelistirme
laboratuvarlari olmak iizere arasgtirmacilar yardimer maddelerin etkisinin oldugu
kompleks kombine farmasétik preparatlarin analizi icin bu yeni UPLC teknigini
avantajlar1 nedeni ile klasik HPLC yerine kullanmay: tercih etmektedirler. Bilindigi gibi
klasik HPLC yonteminin uygulamalarinda analiz edilen bilesiklerin elektronik gegisleri
saglayacak kromofor gruplarinin, elektrokimyasal olarak indirgenebilen veya
yiikseltgenebilen fonksiyonel gruplarinin ve floresans-fosforesans ozelligi tasiyan
yapilarinin varhigina gore ultraviyole (UV) veya photodiod array dedektor (PDA),
elektrokimyasal ve floresans dedektorler kullanilmaktadir. Ayn sekilde yiiksek ayirma ve
kisa analiz siiresi gibi avantajlara sahip UPLC uygulamalarinda da benzer dedektor
sistemleri kullanilabilmektedir. Thtiyag duyulmasi halinde, numune matriksinin analiz
tizerine etki ettigi ve girisimin oldugu kompleks karisimlarin analizinde ¢izgili teknikler
(Hyphanted Techniques) olarak adlandirilan yiiksek prformansli sivi kromatografisi-kiitle
spektrometri (High Performace Liquid Chromatography-Mass spectrometry—HPLC-
MS), Yiiksek performansli sivi kromatografisi-Niileer magnetik rezonans (High
Performace Liquid Chromatography-Nuclear Magnetic Resonance—HPLC-NMR) gibi

kombine teknikler analiz islemlerinde kullanilmaktadir.



Benzer sekilde klasik HPLC’den daha etkin ve diislik analiz maliyeti gibi avantaja
sahip UPLC teknigide ihtiya¢ halinde UPLC-MS ve UPLC-NMR gibi kombine
yontemler halinde analiz islemlerindeki uygulamalar literatiirlerde ortaya konmaktadir.
Acikea ifade etmek gerekirse analiz islemlerinde diisiik analiz maliyeti ile birlikte hizli,
kolay, duyarli, se¢ici, giivenilir ve kolay uygulanabilir bir analitik yontemin gelistirilmesi
ve uygulanmasi analitik kimyanin temel problemidir. Bu kapsamda klasik HPLC analiz
islemlerindeki dezavantajlarini elimine etmek ve yukarida sayilan analitik problemlerin
¢ozlimil icin son derece uygun yontemlerden birisinin UPLC yonteminin oldugu son
uygulamalar ile acikca ortaya konmaktadir. Dolayisiyla “Parasetamol Iceren Kombine
Farmasétik Preparatlarmn UPLC Yontemi ile Kantitatif Analizi” baslikli calismamizda
analiz islemlerinde UPLC y6nteminin kullanimini amag edinmistir.

Kromatografik analiz iglemlerinde 6zellikle UV yada PDA dedektor sisteminin
kullanimi sirasinda birden fazla etkin madde igeren farmasotik ticari preparatlarin
analizinde biitiin bilesikler i¢in tek bir dalga boyunda kromatografik analizini yapmak bir
cok dezavantaj1 beraberinde getirmektedir. Bu problemi agabilmek i¢in her bir bilesigin
analizi i¢in uygun bir dalga boyu se¢mek gerekir yada dalga boylarmin set igerisinde
biitiin kromatogramlara ait kromatografik alanlarin kullanildigi kromatografi-kemometri
kalibrasyon teknikleri kullanmak gerekir.

Tiirkiye ilag piyasasinda parasetamol ve parasetamol ile diger aktif bilesikleri,
birlikte igeren ¢ok sayida ticari farmasotik preparat bulunmaktadir. Bu ticari preparatlarin
tablet, efervesan tablet, surup ve poset graniil sekillerinde ticari formlari ilag¢ piyasasinda
hastalarin tedavisi i¢in piyasaya siiriilmiistiir. Bilindigi gibi kombine preparatlarin kalite

kontrol ve rutin analizleri ila¢ endiistrisi ve arastirmalar agisindan dnemlidir.



Kombine farmasotik preparatlarin sabit tablet yardimc1 maddeleri ile birlikte iki
veya daha fazla bilesik i¢ermesi durumudna bilesiklerin girisim yapan spektrumlar
vermesi, kromatografik bir yontemin kullanimini zorunlu hale getirmektedir. Oysa pahali
komponenetler igeren kromatografik yontemlerde, analiz edilen bilesiklerin yakin fiziksel
ve kimsyasal 0zellikleri nedeniyle ayirma islemi, sartlarin optimizasyonu gibi zaman alici
ve biktirict islemler gerektirebilir. Ayrica parasetamol igeren kombine preparatlarin
analizi i¢in Onerilen klasik HPLC yontemleri, uzun analiz stireleri ve geleneksel islemler
icermesi nedeniyle yeni, hizli, kolay, ucuz ve giivenilir kromatografik yontemlerin
gelistirilmesi gerekliligi dogmaktadir.

Bu doktora tezi kapsaminda, parasetamol iceren AA-PAR-ASP ve PAR-KAF-
ASP gibi kombine farmasétik preparatlardaki etkin maddelerin miktar tayinlerine, ticari
farmasotik preparatlarin kalite kontrol ¢alismalarina ve rutin analizlerine yonelik yeni
kromatografik (UPLC) ve kromatografik-kemometrik (UPLC-Kemometrik) kombine
yontemlerin gelistirilmesi ve valide edilmesi amac¢lanmistir. Bu amaca ulagabilmek i¢in
parasetamol igeren kombine farmasotik preparatlardaki aktif bilesiklerin optimal
kromatografik ayirimi ve tayini i¢in miimkiin olan kisa analiz siirelerindeki en iyi
kromatografik tayin sartlarinin arastirilmasi yapildi. Optimal kromatografik sartlarin
belirlenmesinden ve validasyonu islemlerinden sonra farmasoétik preparatlarda miktar
tayinlari yapilarak gelistirilen klasik UPLC ve UPLC-Kemometrik kalibrasyon
yontemlerinin uygulanabilirligi gosterildi.

Bu doktora tez ¢alismasi kapsaminda, klasik UPLC yontemiyle AA-PAR-ASP ve
PAR- KAF- ASP kombinasyonlari i¢in 8 farkli dalga boyunda (245, 250, 255, 260, 265,
270, 275 ve 280 nm) tek dalga boyundaki Ol¢iimlere dayanan kalibrasyonlar ile aktif

bilesiklerin miktarlar1 tayin edildi.



UPLC-Kemometrik kalibrasyonlarin  uygulamalarinda ise PCR ve PLS
algoritmalar1 dogrudan 8 dalga boyunda elde edilen kromatografik alan verilerine
uygulanarak UPLC-PCR ve UPLC-PLS Kkalibrasyonlar1 elde edildi ve validasyonlari
gergeklestirildi. Tez kapsaminda gelistirilen yeni analitik yontemlerin hizli, kolay, hassas,
gilivenilir ve ucuz olmalari, parasetamol igeren preparatlarin analizinde ilag endiistrisi
analiz laboratuvarlarinda ve AR-GE calismalarinda tercih edilerek yaygin bir sekilde

kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Parasetamol

2.1.1 Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

NH CH,

OH
Sekil 2.1 Parasetamoliimn kimyasal formiilii*

e Molekiil Formiilii: CgHgNO»

e Molekiil agirhgr: 151,17 g/mol

e Acik formiilii: N-(4hikroksifenil)etanamid, ya da asetaminofen
e Erime Noktasi: 169 °C

e Kaynama Noktasi: 500 °C

e Yogunlugu: 1.263 gr/cm?

Parasetamol, beyaz, kokusuz, kristalize bir tozdur. Ac1 bir tad1 vardir. Suda sinirh
Olciide ¢Oziiniir; 1 kisim asetaminofen 20 kisim kaynar su,10 kisim alkol,13 kisim aseton,
40 kisim gliserol, 9 kisim propilen glikol, 50 kisim kloroform ve 10 kisim metilalkolde
¢oziiniir’. Eter ve metilen kloriirdeki ¢Oziiniirligli ¢ok azdir. Benzende ¢oziinmez.

Doymus sulu ¢ozeltisi kararli yapidadir ama kararlilig1 asit sartlarinda azalir.®
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Sekil 2.2 Parasetamoliin su igerisindeki absorbsiyon spektrumu

2.1.2 Farmakolojik Ozellikleri:

Parasetamol (N-asetil-p-aminofenol veya p-asetaminofenol) non-steroidal anti-
inflamatuar bir ilagtir. Agr1 esigini yiikseltmek yoluyla analjezik, hipotalamustaki termo-
regulasyon merkezi iizerindeki etkisi yolu ile de antipatik bir etki gdsterir." Yaygin bir
sekilde agr kesici ve ates digslirlicii olarak kullanilan Parasetamol uygun olmayan
saklama kosullarinda 4-aminofenol ve asetik aside déniismektedir.* Parasetamol benzeri
diger analjezik ilaglardan farkli olarak hipotalamus ve omurilik gibi peroksitlerden az
olan ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir ve etkisi erken baslar; plazma diizeyi
30-60 dak iginde maksimuma erisir. Absorpsiyonu besinler tarafindan azaltilir. Ilk
dozdan sonra analjezik etkisi 3-4 saat kadar devam eder.

Parasetamolun biiyiik kismi1 Karacigerde glukuronik asitle ve sulfatla konjuge
edilir ve bobreklerden bu sekilde itrah edilir. Mutat dozda eliminasyon yarilanma omrii
2.4 saattir, non-lineer eliminasyon kinetigi gostermesi nedeniyle asir1 dozda 7.3 saate

kadar ¢ikabilir.®



Parasetamolun solunum, Kkardiyovaskuler sistem ve asit-baz dengesi {izerinde
belirgin bir etkisi yoktur. Midede irritasyon yapmaz. Protrombin sentezini pek etkilemez.
Plazma proteinlerine fazla baglanmaz. Aspirinin aksine oral antikoagulanlarla belirgin bir
etkileme gdstermez.

Aspirinden farkli olarak iirik asit 1trahimi etkilemez ve urikozurik ilaglarin
etkinligini azaltmaz. Parasetamolu sivi farmasotik sekiller iginde vermek miimkiindiir.
Bundan dolay1, parasetamol Ozellikle bebek ve c¢ocuklar i¢in hazirlanan eliksir,
suspansiyon vb. sekillerdeki sivi analjezik etkili miistahzarlarin yapiminda kullanilir.

Parasetamol oral yoldan 500-1000 mg dozda verilir. Gerekirse bu doz 4-6 saatte
bir tekrarlanir. Giinlik maksimum dozu genellikle 4 g olarak kabul edilir. Bazi
kaynaklarda 3 g hatta 2.6 g olarak belirtilmistir. Bobrek yetmezligi olanlarda ve
alkoliklerde bu doz azaltilmalidir. Yukarida belirtilen dozda 5-10 giinden fazla
kullanilmas: tavsiye edilmez.

Cocuklarda, hepatoksisite potansiyeli daha diisiik oldugu i¢in kg basina verilen
doz daha yiiksektir; bir defada 10 mg/kg dozunda verilir 6-12 yaglar arasinda bir defalik
dozun 20-30 mg/kg cikartilabilecegi bildirilmistir® . Parasetamol, yemek arasinda veya
yemekten sonra alinirsa, biyoyararlanim belirgin sekilde azalir; onun i¢in a¢ karnina

almmast tercih edilir. Parasetamol oral dozuna esit dozlarda rektal yoldan da verilebilir.®



2.2 Kafein

2.2.1 Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

|
Y.

Sekil 2.3 Kafein’in kimyasal formiilii

Molekiil Formiilii: CgH1oN4O;

Molekiiler Agirhk: 194.19 g/mol

Ac¢ik Formiilii: 1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione, 3,7-dihydro-
1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6-dione

Erime Noktasi: 178 °C

Kaynama Noktas:: 238 °C

Yogunlugu: 1.2 g/cm?

KAF’m kimyasal adi 3,7-Dihidro-1,3,7-trimetil 9 1H-purin-2,6-dion veya 1,3,7-

Trimetilksantin’dir. KAF’1in diger adlar1 (sinonimleri) sunlardir: Coffeine, Oxopurine,

Thein, Guaranine, Methyltheobromine, No-Doz.” KAF beyaz kristalize toz seklinde

bulunur. Siiblimlesebilen KAF sogutulunca heksagonal kristaller seklinde yogunlasir.

Kati KAF’a 5 mm uzakliktan 1 mm Hg vakum uygulaninca 160-165°C’de hizli

siiblimlesme saglanir.”



Hazir kahveden KAF siiblimlestirilerek KAF’siz kahve hazirlanir ve ayn
zamanda KAF da elde edilmis olur. KAF’1n %]1°lik sulu ¢ozeltisinde pH 6.9’tur. KAF’1nl
g’1 46 mL suda, 5.5 ml 80°C suda, 1.5 ml kaynar suda, 66 ml etanolde, 22 mL 60°C
alkolde, 50 mL asetonda, 5.5 mL kloroformda, 530 mL eterde, 100 mL benzende, 22 mL

kaynar benzende ¢oziiniir. KAF’1n ayrisma sabiti pK= 0,11+ 0,05 “tir.?
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Sekil 2.4 Kafeinin su igerisindeki absorbsiyon spektrumu

2.2.2 Farmakolojik ozellikleri:

KAF oral yolla 200-400 mg dozda alindiginda psikostimulan etki gosterir.
Uyanikligi ve dikkati artirir, yorgunlugu azaltir, amfetaminlerin aksine bellek
fonksiyonlar1 iizerinde etkisi yoktur. KAF genelde bagimlilik olusturmaz. Ancak giinde
15-20 fincan kahve igenlerde bagimlilik goriilmeye baslanir. 100-200 mg dozda oral
alindiginda benzodiazepinlerin anksiyolitik etkisini azaltirken, yiiksek dozlarda
alindiginda anksiyete olusturabilir. KAF analeptik amagla sodyum benzoat kompleksi
veya sitrat tuzu halinde intramiiskiiler veya subkutan olarak kullanilirken, prematiire

apnesi goriilen yeni doganlarda intraven6z veya nazogastrik sondayla kullanilir.?

10



KAF’1n santral sinir sistemi uyaricis1 ve hafif diiiretik etkili olugunu, astim,
uyusukluk, yorgunluk, yenidogan apnesi ve postdural gerilim tipi bas agrisinda endike
oldugunu belirtmistir. KAF’1n klinikte prematiire apnesi goriilen yenidoganlarda oral ve
parenteral yoldan solunum stimiilan1 olarak kullanildigini1 ve verildikten sonraki 24 saat
icinde apne episodlarinin frekansini %30-50 oraninda azalttiginm bildirmektedir.’® KAF
bu endikasyonda giinde bir kez verilebilme kolayligi, oral absorbsiyonunun giivenilirligi
ve terapOtik penceresinin genis olmasiyla teofiline tercih edilir. KAF migren veya bas
agrisina karsi kullanilmak {izere ¢cogu zaman analjeziklerle veya ergot alkaloidleri ile
kombine edilir. Ayrica uyusukluk ve yorgunluk hallerine kars1 da kullanilan bir ilagtir.
KAF santral sinir sistemini her diizeyde stimiile eden hafif bir uyaricidir; kalp ve
kardiyovaskiiler sistemi de stimiile eder. KAF mediiller solunum merkezini uyardig: gibi,
brons diiz kasinda da gevseme meydana getirir. KAF istemli kaslar1 ve gastrik asit
salgilanmasini uyarir; bobrek kan akimini artirir ve hafif diiiretik etki gosterir.*

KAF gastrointestinal kanaldan tam olarak absorbe olur. Oral olarak alinmasini
takiben plazma doruk konsantrasyon diizeylerine 50-75 dakika i¢inde ulasilir. KAF tiim
viicut sivilarina hizla dagilir; kan-beyin engeli ile plasenta engelini hemen hizla asar.
Anne siitline gecer. Yaklasik % 17°si plazma proteinlerine baglanir. KAF kismen
karacigerde metabolize olur; gerek degismemis ila¢ olarak gerekse metabolitleri halinde
idrarla atilir. Plazma yar1 6mrii yetiskinlerde 3-4 saattir. Ancak KAF’1 annelerinden alan
yeni doganlarda plazma yar1 émrii ¢ok daha uzun olup 80 saat kadardir. KAF’1in yan
etkilerinin biiylk bir boliimii farmakolojik etkilerinin siddetlenmis olarak ortaya
¢ikmasindan kaynaklanir. KAF terapotik veya toksik olmayan doz diizeylerinde titreme,
sinilis tagikardisi ve dikkatte artma meydana getirir.12 Diger yan etkileri arasinda diyare,
heyecan hali, carpintilar, uykusuzluk, bas agris1 ve kas seyirmeleri sayilabilir. Asir1 doz

durumunda, KAF 6nemli dl¢iide bulanti/kusma ve anksiyete yapabilir.
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Asirt dozda KAF alinmasi kardiyak aritmiler, nobetler (konviilsiyonlar) ve
deliryum meydana getirebilir. KAF hafif bir diiiretiktir. Politliriye neden olabilir. 1992
yilinda KAF yoksunluk sendromu kesin olarak tanimlanmistir. Birka¢ hafta boyunca
KAF tiiketen veya ilag olarak alan hastalarda KAF kesildiginde letarji, anksiyete, bas
donmesi veya bas agris1 da dahil dikkate deger fiziksel ve psikiyatrik belirtiler gézlenir.
KAF anksiyete hastaligt ve/veya panik hastaligi olan hastalarda bu olgularin
siddetlenmesine yol agabilecegi icin dikkatle kullanilmalidir. KAF, gebelikte ve emzirme
siiresince, tam olarak kesilmese bile dikkatle kullanilmalidir. KAF siit i¢ine az da olsa
gecer ve bu yenidoganda birikime yol acabilir. Siit veren annenin yiiksek miktarda KAF
almas1 bebegin uyuma gii¢liigii ¢ekmesine ve hiperaktif olmasina neden olur. Bu nedenle
siit veren anneler KAF igeren icecekleri smirli Ol¢lide kullanmalidirlar. Hamilelik
sirasinda KAF alindiginda,fetusta aritmi gelistigi bildirilmistir. KAF, FDA'nin hamilelik

kategorisinde C kategorisine giren bir ilactir.*®
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2.3 Askorbik Asit.

2.3.1 Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH OH
Sekil 2.5 Askorbik asit’in kimyasal formiilii

e Molekiil Formiilii: CsHgOs

e Molekiil Agirhig: 176,12 g/mol

e Aqk formiilii: Vitamin C, 3-Keto-L gulofuranolaktone; 3-Oxo-L-

gulofuranolaktone

e Erime Noktasi: 189 °C

e Bozulma Noktasi: 192 °C

¢ Yogunlugu: 1.65 g/cm?

Erime noktast 189 °C ve molekiil agirhigr 176,12 g/mol, renksiz kristallerden
olusan C vitamini, bir antiskorbiit faktoriidiir. Hem indirgen giicli olan hem de asidik
ozellik veren bir dienol grup ihtiva eder. Askorbik asit (indirgenmis formu) Askorbik asit
(oksitlenmis formu) suda, metanol ve etanolde kolay ¢oziiniir. Benzen, eter, petrol eter,
kloroform ve yagda c¢oOziinmez. C vitamini (Askorbikasit) vitaminler arasinda en

dayaniksiz olamidir.
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Sekil 2.6 Askorbik asitin asetoniltiril igerisindeki absorbsiyon spektrumu

2.3.2 Farmakolojik Ozellikleri:

Askorbik asit kollajen yapimi ve doku onarimi i¢in gerekli bir vitamindir. Geri
dontigebilir bir sekilde dehidroaskorbik aside okside olur. Her iki formu da oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonlari ile ilgilidir. C vitamini tirozin, karbonhidratlar, noradrenalin,
histamin, fenilalanin ve demir metabolizmas: ile iligkilidir. Lipid, protein ve karnitinin
sentezi vicudun enfeksiyona karsi direngli olmasinin saglanmasi; serotoninin
hidroksilasyonu; kan damarlarinin biitiinliik ve islevselliginin korunmasi ve hiicresel
solunum askorbikasite gereksinim duyulan diger durumlardir. Mevsimsel epidemik
influenzas1 olan 39 ayakta tedavi edilen hastada Asetilsalisilik Asit +C vitaminin
antipiretik, analjezik ve antiinflamatuvar etkisi aragtirllmistir. Giinde iki kere uygulanan
500 mg Asetilsalisilik Asit + 300 mg C vitamini ile tedavi edilen tiim hastalarda hizli tam
bir iyilesme saglamistir. Sadece 6 kisi yan etki bildiriminde bulunmustur. Askorbik asit,
aktif transportla emilir. Emilim miktar. gastrointestinal hastalik durumlarinda ve yiiksek
dozlarda verildiginde azalir. Askorbikasit viicutta genis Olclide dagilir; en fazla

depolandig: yer bez dokulardir. Plasentay: asar ve anne siitiine gecer™.
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Askorbik asidin biiyiik bolumu geri doniisebilir sekilde dehidroaskorbik asite
doniistir. Geri kalan idrarla elimine edilen askorbikasit-2-sulfat ve okzalik asit gibi inaktif
metabolitlerine metabolize edilir. Askorbik asitin fazlasi idrarla degismeden atilir.

Askorbikasitin farmakokinetigi 200 mg dozlarinda lineerdir.*>

2.4 Aspirin

2.4.1 Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

O

Sekil 2.7 Aspirin’in Kimyasal formiilii
e  Molekiil Formiilii: CoHgO4
e Molekiil Agirhg:: 180,16 g/mol
e Acik formiilii: 2-asetiloksibenzoik asit, 2-asetoksibenzoik asid, asetilsalisilat,
asetilsalisilik asit, O-asetilsalisilik asit
e Erime Noktasi: 136 °C
e Kaynama Noktasi: 140 °C

¢ Yogunlugu: 1.40 g/cm?
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Biitiin ilaglar arasinda, aspirin hi¢ tartismasiz en yaygin olanmidir. Aspirin
asetilsalisilik asitin herkesge bilinen yaygin adidir; bu asit ilk olarak 1853'te bir bitkiden
elde edilmistir.”® 1895'te Alman arastirmacilar, bugiinkii aspirin yapimmimn esast olan
kimyasal sentezi basardilar.

Aspirin asit beyaz, kokusuz, hafif eksi, ac1 bir tozdur. Sodyum karbonat i¢inde
erir. Suda kolay erimez. Bagirsaklarda ya da alkali bir ortamda pargalanirsa salisilik ve
asetik asitlere ayrisir. 135 °C erir, tortu birakmadan yanar. Ince ignecikler halinde

kristallenir.”® Diinya aspirin yilda binlerce ton olarak tiiketildigi belirtilmektedir

1.00 +
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0.00

T T T T
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Sekil 2.8 Aspirinin de iyonize su i¢indeki UV absorbsiyon spektrumu

2.4.2 Farmakolojik Ozellikleri

Aspirin, 1971'de John R. Vane bu ilacin siklo-oksijenaz (COX) enzimini ve
dolayisiyla prostaglandin sentezini baskiladigin1 gosterene kadar, yaklasik elli yil
boyunca etki mekanizmasi bilinmeden kullanilmis. Bu bulus Vane'e, 1982 Nobel Tip
Odiiliinii kazandirmistir. Bu arada aspirinle benzer ozellikler tasiyan baska ilaglar da

gelistirilmistir'®.
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Bunlar, nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar (NSAIl'ler) yani, steroit olmayan
iltihap onleyici ilaglar olarak anilmaktadir. Bu ilaglarin timii Vane'in belirttigi gibi COX
smifi enzimleri baskilayarak ¢alismaktadir ve enzimin, COX-1 ve COX-2 olmak tizere iki
turti vardir. Asetilsalisilik asit prostoglandin sentezindeki siklooksijenaz enzimini geri
déniisiimsiiz olarak inhibe etmektedir'®.

Prostaglandinler arasindaki dinamik denge trombositler ve damar endotel
hiicreleri arasindaki etkilesimin diizenlenmesinde yer alan 6nemli mekanizmalardan
biridir*®. Vaskiiler endotelyumda iiretilen prostasiklin (PGI2) vazodilatér ve trombosit
agregasyonunu azaltici etkilere sahiptir. Trombositlerde sentezlenen tromboksan A2
(TXA2) ise vazokonstriksiyon ve agregasyona yol acar. Vaskiiler endotelyum hasarinda
PGI2 sentezi aksar ve TXA?2 fazlalasir.

Asetilsalisilikasit tarafindan inhibe edilen bu enzimi trombositlerin, tekrar sentez
edememeleri nedeniyle, Omiirlerinin geri kalan kisminda (7-10 giin) TXA2
sentezleyemezler ve agregasyon oOzelliklerini kaybederler'®. Asetilsalisilik asit diisiik
dozlarda alindiginda trombositlerin siklooksijenaz enzimini irreversible bir sekilde inhibe
ederek trombositlerin agregasyonunu 6nlemek suretiyle, antitrombositik-antiagregan etki
gosterir'.

Ancak trombositlerin damar g¢eperine yapismalarini engelleyemez. Asetilsalisilik
asidin mide mukozasi {izerindeki tahris edici etkisinin azaltilmasi amaciyla tabletler
bagirsakta ¢oziinecek sekilde enterik kaplanmustir. ilag karaciger ve plazmada hidrolize
ugrar. Alimimindan 1-2 saat sonra ilacin ancak %25’1 hidrolize edilmeden kalir. Salisilik

asidin yarilanma omrii 6 saattir. Tromboembolitik hastaliklarin profilaksi ve tedavisinde

doz 1-3 mg/kg’dir. Eriskinlerde genellikle giinde bir ya da giin asir1 bir tablet kullanilir®’.
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Doktor tarafindan baska sekilde kullanilmadig: taktirde, stoke profilaksisinde ve
gegici iskemik ataklarda giinde 1-3 defa 1’er tablet, reinfaktiis profilaksisi ve non-stabil
anjina pektoriste giinde 1-3 defa 1’er tablet, risk altindaki hastalarda koroner trombozun
onlenmesinde giin asir1 1-2 defa 1’er tablet ve postoperatif (by-pass ve shunt) tromboz
profilaksisinde giinde 1 tablet kullanmlir®,

2.5 Parasetamol iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Analitk

Y ontemleri
2.5.1 Parasetamol iceren Karisimlarin Analizinde Kullamilan HPLC
Yontemleri

Agel W ve arkadagslar1®®, anti-sinir ajan1  pridostigmin bromiir (PB;3-
dimetilaminokarboniloksi-N-metil pyridiniyum bromiir)’in, aneljezik ilaglar olan
asetominofen, asetilsalisilik asit’in ve uyarict kafein (3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1 H-
purin-2,6-dion) ‘un sican plazma ve idrarinda ayristirmak ve miktarin1 belirlemek
amactyla HPLC yontemini gelistirmislerdir. C18 ters faz kolonu, 280 nm dalga boyu, %
15-85 asetonitril-su’dan olugsan mobil fazi, gradient eliisyon (ph 3.0),1 ile 1.5 ml/dk arasi
degisen akist hizi ve 14 dakikalik calisma siiresinden olusan calisma parametreleri
kullanmiglardir. Alikonma zamanlariin 8.8 ile 11.5 dk arasinda degistigi; miktar tayin
limiti degerlerinin 100 ile 200 ng/ml arasinda ve tayin limit degerlerinin ise 150-200
ng/ml arasinda oldugu tespit edilmistir. Pridostigmin bromiir, asetominofen, asetilsalisilik
asit ve kafein’in ortalama geri kazanim degerleri katkili plazma i¢in sirasi ile % 70-99-5,
%73-79-8, %88-69-3 ve %83-97-8, idrar i¢in ise % 69-18-5, %74-58-7, %85-99-8 ve
%83-29-3 olarak bulunmustur. Pik alanlar1 ve konsantrasyon arasi iligkinin 100-1000

ng/ml arasinda dogrusal oldugu belirlenmistir.
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A. Esteban ve arkadaslari®® parasetamol ve dért temel metabilitinin (glukuronid,
siilfat, sistein ve mercapturate kanjugatlari) fare plazmasi Ornekleri igerisinde
ayristirilmasi igin bir ters-faz iyon-¢ifti-HPLC yontemi kullanmislardir. Kolan olarak bir
ODS tip kolon, mobil faz olarak ise metanoliin organik ¢oziicii olarak kullanildig: 0.01 M
tetrabiitilamonyum kloriir ve 0.01 M tris karistmimin fosforik asitle pH’st 5.0°e
ayarlanmis olan sulu tampon ¢ozeltisi kullanmilmistir. Gradient eliisyonu %30 metanolle
baslatilmistir. 0.5 dk gecikme ile metanol konsantrasyonu 7.5 dk i¢inde dogrusal olarak
%75’e cikarilmistir. Kolon 1 dakika gecikme ile baslangi¢ sartlarina dondiriilmiistiir.
Teofilin metanolle hazirlanmis ¢ozeltisi fare plazmasina eklenerek, santrifiij edilmis ve
hemen kromatografik sisteme enjekte edilmistir.

E. Pufal ve arkadaslarlzlserum ornekleri ic¢in strekli kullanilan bir kati-faz
ekstraksiyon yontemini gelistirerek, parasetamoliin kan, idrar, beyin-omurilik sivisi,
eklem sivisi, vitreoushumor gibi viicut sivilarinda ve doku Orneklerinde kalitatif ve
kantitatif olarak tayini i¢in uygulamislardir. Kullandiklar1 yontem basit olmasina karisin
¢ok iyi sonuglar vermistir. Viicut sivilari, internal standart olarak kullanilan fenasetin ve
fosfat tamponu (pH=6.8) ile karistirilmistir. Ardindan asetonitril kullanilarak plazma
proteinleri ¢oktiirilmiistiir. Gli¢lii bir santrifiijden sonra siipernatant sartlar1 dnceden
ayarlanmis bir Bakerbond C18-kati faz ekstraksiyon (SPE) kolonuna aktarilmigtir. On
yikama basamagi olmaksizin metanolle yapilan eliisyon en yiiksek geri kazanim
oranlarim1  gostermistir. Ekstraktlar, HPLC sistemi ile beraber, fotometrik ve
immiinokimyasal yontemi kapsayan ultraviolet 6l¢iim ile incelenmistir.

Martin J ve arkadaslari??, kanalizasyon atigi ve yiizey sularinda 13 adet farmasatik
ve farmasoOtik metabolitlerinin bilesenin analizi i¢in basit bir yontem sunmuslardir.
Farmasotik bilesenler Phenomenex Strata X’in sabit faz olarak kullanildigr bir kapsamli

bir kati-faz ekstraksiyon prosediirii kullanilarak ekstrakte edilmistir.
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Ekstraktlar dort ayri ters fazi HPLC-ESI-MS/MS yontemi ile kantitatif analizi
yapilmis ve (13C-fenasetin) internal standardina karsi miktarlar1 belirlenmistir. Geri
kazanim ve sulfametoksazol (%120, 50 ng/l), acetil-sulfametoksazol (%56, 50 ng/l),
trimetoprim (%123, 10 ng/l), eritromisin (%73, 10 ng/l), parasetamol (%75, 50 ng/l),
ibuprofen (%117, 20 ng/l), klofibrik asit (%83, 50 ng/l), mefenamik asit (%24, 50 ng/l),
diklofenak (%62, 20 ng/l), propranolol (%45, 10 ng/l), dextropropoksifen (%63, 20 ng/l)
ve tamoksifen (%42, 10 ng/l) igin (LOD) teshis limitlerinin tiimiinii kabul edilebilir
degerlerde bulmuslardir. Lofepramin’in (%4) olan geri kazanimi goriintiileme
programinda kullanmak igin ¢ok diisiik olarak bulunmustur.

Ghada M ve arkadaslari®® parasetamol, dantrolene, cetirizine ve pseudoephedrine’i
ayiran ve miktar tespitini dogru yapilabilecek kendi i¢inde stabil bir RP-HPLC ydntemi
gelistirmislerdir. Yontem, bu dort analitin kalite kontrol laboratuvarlarindaki stabilite
calismalarinin gelistirilmesi amaciyla, basarili bir sekilde valide edilmistir. Bu yontemin
stabilite gOsterme yetenegi bu dort analitin bozunan tiim piklerinin yeterli ayrimiyla
sergilenmistir. Ters-faz HS CI18 analitik kolonu (250mmX4.6 mm i.d, 5m partikiil
biiytikliigii) ile birlikte gradient mobil faz sistemi olarak (A) pH’s1 4.2 olan 50 mmol/I
sodyum dihidrojen fosfat, 5 mmol/l heptan sulfonik asit sodyum tuzu, ve (B) asetonitril
kullanmislardir. Miktar tayini 214 nm de UV dedektor kullanilarak elde edilen pik
alanlarina bagl olarak yapilmistir.

Kelly A ve arkadaslar124 tarafindan gelistirilen yontem biyolojik sivilardaki ilag
metabolitlerinin hizli tayin ve karakterizasyon kabiliyetleri, siklikla yiiksek kalitedeki
kromatografik ayrim ve hassas yiliksek c¢oziintlirlikli kiitle spektroskopisine
dayanmaktadir. Burada monolit kolon olarak adlandirilan yiiksek verimli iki LC/MS
yaklagiminin performans: ve sub-2m parcacikli UPLC kolonu insan metabolitlerinden

idrar i¢indeki asetaminofenin teshisi ve tanimlanmasi amaciyla karsilagtirilmistir.

20



UPLC sistemi monolitik kolona yontemine gore yaklasik ii¢ kat daha hassastir ve
li¢ kat daha fazla metaboliti 6l¢ebilmistir.

Murat Kartal®, parasetamol, kafein ve kodein fosfatin tayini icin kesin, basit,
tekrarlanabilir ve hassas bir yontem gelistirip ve valide etmisdir. Parasetamol, kafein ve
kodein fosfatin ayrilmalari, 1.0 ml/dk akis hizindaki izokratik eliisyon igeren bir Bond C8
kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Mobil faz bilesimi 420/20/30/30 (h/h/h/h)
oranlarindaki 0.1 M KH>PO,;, metanol, asetonitril ve izopropil alkoldiir,
spektrofotometrik dl¢timler 215 nm’de gerceklestirilmistir. Parasetamol, kafein ve kodein
fosfat’in teshisinin dogrusal aralig1 sirastyla 0.400 ve 1500 g/ml; 0.075 ve 90 g/ml; 0.300
ve 30 g/ml olarak belirlenmistir.

A.P. Dewani ve arkadaslar®®, fenilefrin, paraetamol, kafein ve kloroneframinin
bulk ve tablet dozaj formalarinin es zamanl analizi igin basit, sipesifik RP-HPLC-DAD
yontemi gelistirip, valide etmislerdir. Degisken konsantrasyonlarda sunulan dort bilesen,
analiz prosesini zorlastiran degisken kromatografik davramiglar gostermistir. Bu
caligmada, mobil faz olarak hacimce 16: 22: 62 (h/h/h) oranlarinda asetonitril, metanol ve
10 Mm fosfat tamponu igeren (tampon ¢ozeltisi orto-fosforik asit ile pH 2.5 £ 0.02°e
ayarlanmigtir) ters faz C18 kolon (150 mm; 4.5 mm i.d., partikiil biiyiikligi 5 mm)
kullanilmistir. Akis hizi 1.0 ml/dk’dir, eliientler 280 nm’de gozlemlenmistir. Ortalama
alikonma zamanlar1 fenilefrin, parasetamol, kafein ve klorofeniramin i¢in sirasiyla 1.8,
3.1, 5.2 ve 10.9 dk olarak bulunmustur.

SilabatTM Endonezyada PT Bernofarm Pharmaceutical Industry, Surabaya,
tarafindan regetesiz satisa yonelik olarak tretilmis tablet formundaki soguk alginlig
ilacidir. Bir silabat tablet 25 mg fenilpropanolamin HCI (PPA), 30 mg kafein (CAF), 500
mg parasetamol (PAR), 25mg gliserilgiyakolat (GGL) ve 2mg klorfeniramine maleate

(CTM) icermektedir.
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Silabat tabletin analizi PAR’m diger komponentlere nazaran bagil
konsantrasyonunun yiiksek olmasi sebebiyle ¢ok daha karmasiktir. Gunawan Indrayanto
ve arkadaslar127, PPA, CAF, PAR, GGL ve CTM’nin Silabat i¢erisindeki es zamanlh
analizi i¢in HPLC-DAD yd6ntemini gelistirip valide etmislerdir.

Irena Baranowska ve arkadaslan®®, sotalol (SOT), metoprolol (MET) ve a-
hydroksiymetoprolol metabolit (MET-H), parasetamol (PAR), parasetamol glukuronit
(PAR-G) ve parasetamol siilfat (PAR-S)’in insan idrarindaki analizi i¢in bir HPLC
yontemi tanimlamislardir. Analizler ters-faz gradient eliisyonlu LiChroCart Purospher
C18 kolon (125 mmX3 mm, 5 mm partikiillii) ve spektrofotometrik, florometrik detektor
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz edilen bilesiklerden elde edilen pikler 15 dk’dan
az siirede ve iyi c¢oziiniirliikte elde edilmisdir. Insan idrarindaki (matriks olarak)
kalibrasyon egrilerinin dogrusallik araligi, 3.25-45 mg/ml (SOT), 0.75-40 mg/ml (MET),
0.6-40 mg/ml (MET-H), 4.6-60 mg/ml (PAR-G), 4.95-50 mg/ml (PAR-S), 1.95-45
mg/ml (PAR) olarak bulunmustur.

L.S. Jensen ve arkadaslan®, ters fazli HPLC ve spektrofotometrik G¢lim
sisteminden olusan bir analiz sistemini gelistirmislerdir. Caligmada 100 pl plazma ve 50
ul idrar , ters faz C18 kolon, 254 nm dalga boyu, pH’s1 fosforik asit ile 3.7’ ye ayarlanmus,
potasyum  dihidrojen  orto-fosfat  (0.1M)-isopropanol-tetrahidrofuran,  (THF)
bilesenlerinden (100:1.5:0.1) (h/h/h) olusan mobil faz kullanilmistir. Yontem idrar
igindeki parasetamol, PG ve PS’in igin 0.4-200 M, plazma igindeki parasetamol, PG ve
PS igin ise 100-20,000 M araligindaki konsantrasyon degerlerinde hassasasiyet ve
dogrusallik gostermistir. Bu yontem, saglikli deneklerin 1000 mg parasetamol’ii oral
yoldan almalarinin ardindan, alinan parmak ucu kani ve idrar 6rneklerinden elde edilen
numunelerin i¢inde parasetamol ve iki metabolitinin konsantrasyonunu 6l¢gmek amaciyla

kullanilmistir.
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2.5.2 Parasetamol iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan HPLC-MS
Yontemleri

Asetaminofen, fenilefrin ve klorofeniramin nezle tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin miktar tayinlerinde pek¢ok problem vardir. A. Mar1'n ve
arkadaslari® bu bilesenlerin kapsiil ve sase gibi safsizlik ve eksipiyenlerini iceren
farmasotik formiilasyonlarda es zamanli analizi i¢in bir HPLC yontemi gelistirerek valide
etmiglerdir. Yontemin segiciligi, fenilefrin yerine fenilpropanolamin hidrokloriir
kullanilarak test edilmistir. Nihai kromatografik sartlarin gradient eliisyonlari, A: pH
6,0’da 40 mM fosfat tamponu ve B: asetonitrildir. t=0 aninda mobil faz %92 A ve %8 B
oraninda iken, siire¢ dogrusal bir seyirle 8 dakika iginde %75 A ve %25 B orana dogru
seyrelmistir, t=8 itibariyle oran 5 dakika i¢inde %30 A ve % 70 B olarak degismis, t=15
oldugunda ise ortam bir dakika i¢inde baslangi¢ sartlari olan %92 A ve %8 B halini
almistir. Siire¢ baslangictan bitime 20 dakika siirmiistiir. UV Ol¢limleri fenilefrin ve
klorofeniramin hassasiyeti, diger karakteristik dalga boylarina gore daha yiiksek oldugu
ve mindr bilesenlerin 6l¢timii 215 nm dalga boyunda, asetaminofen ise 280 nm dalga
boyunda yapilmistir.

Natalie J Thatcher ve arkadaslar®'insan hepatik mikrozomal inkiibasyonlari
icindeki parasetamol’e konjlige glutatyonun olc¢limiine dayali iyon segici 6zellige sahip
microbore sivi kromatografisi-pozitif iyon elektrosprey kiitle spektrometri yontemini
gelistirmisglerdir. Glutation konjugatt bir doétere analog, internal standart olarak
kullanilmak {izere sentezlenmis ve ekstraksiyon Oasis kat1 faz ekstraksiyon kolonu ile
gerceklestirilmistir. Glutatyon konjugati i¢in miktar tayin limiti (LOQ) 10 ng /
inkiibasyon ve bu konsantrasyondaki yontem i¢i varyasyon katsayist % 6.8 olarak

bulunmustur.
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Matt Barfield ve arkadaslari tarafindan®, 15 litre kopek kanindan kiigiik hacimler
halinde hazirlanan kuru kan ornekleri i¢inde bulunan asetaminofenin, biyoanalitik
kantitatif miktar tayini ic¢in ters faz HPLC-MS/MS yontemi gelistirmis ve valide
edilmislerdir. Ornekler analiz i¢in metanolle ekstrakte edilmistir. Olgiim pozitif iyon
Turbospray™ iyonlastirict ile birlesik reaksiyon secici MS ile yapilmustir. Analitik
konsantrasyon araligr 0.1-50 pg/ml olarak belirlenmistir. Giin i¢in kesinlik ve hata
degerleri %15’in altinda oldugu tespit edilmistir. Asetaminofenin DBS stogu i¢inde oda
sicakliginda 10 giline kadar stabil kaldigi belirlenmistir. Yontem, verilerin DBS
orneklerinden elde edildigi toksikokinetik ¢aligmaya uygulanmis, aydinlatma amaciyla
HPLC-MS/MS sartlarinda dublike kan 6rnekleri kullanilarak yapilan (1:1 oraninda su ile
seyreltilmis) calismaylada elde edilen sonuglarin, fizyolojik olarak kiyaslanabilir oldugu
tespit edilmistir. Bu calisma, deney hayvanlarindan alinan kanin hacmi azaltilirken
DBS’den ekstrakte edilen ilaglarin miktar analizinden ¢ok yiiksek kalitede TK verisi elde
edilebilecegini gostermistir, ayrica ila¢ endiistrisinde hali hazirda yapilan uygulamalarin
onda biri maliyette oldugu tespit edilmistir. Bu giivenlik risk degerlendirmesi ¢alismasi
desteginde, TK calismalarina donilk DBS analizleri ile alakali olarak bildirilmis ilk
calismadir. Bu ve benzeri caligmalarin basarisi, DBS teknolojisini evvelden basarili bir
biyoanalitik validasyon gdstermis olan tiim yeni oral, kii¢iik molekiillii ilag adaylarini
farmakokinetik (PK)/TK degerlendirme c¢alismalari i¢in Onerilen analitik yaklagim
teknolojisi olarak uygulama amacina yoneltmistir.

Markus Godejohanna ve arkadaslari®®, 500 MHz’de LC-SPE-NMR-MS
hyphenation sistemini, insan idrar1 i¢inde diisiik konsantrasyondaki parasetamol
metabolitinin yapisal izahim1 yapabilmek i¢in kullanmiglardir. SPE kartuslarinda
metabolitin kiitle dl¢iimiinden elde edilen tek ya da coklu pikler geleneksel LC-NMR

yontemi lizerinde NMR 6l¢iimiiniin hassaslik ve kalitesini artirmak i¢in kullanilmistir.
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Bagslangictaki NMR incelemesi i¢in dotero asetonitril kullanarak NMR akis probu
ile SPE kartusundan metabolitin eliisyonunun ardindan, fraksiyon azot gazi ile NMR prob
bashigl {lizerinden ornek piskiirtilerek geri kazanilmistir. Geri kazanilan fraksiyon
lizerinde, bilinmeyen metabolit hakkinda kesin kiitle bilgisi veren yiiksek ¢Oziiniirliiklii
FT-ICR-MS olgtimleri yapilmistir.

Buna ek olarak, bilinmeyen metabolitin yapisinin aydinlatilmasi i¢in kriyostatik
mikro NMR prob bagligi kullanilarak NMR 6l¢iim hassasiyetini 5 kat artirilip, iki boyutlu
deneyler yapabilir hale gelmesi saglanmistir. MS ve NMR kombinasyonundan elde edilen
sonuglar yapmin net bir sekilde 3-methoksiparasetamolin eter glukuronit oldugunu
anlamamiza imkan saglamistir.

Hewavitharana ve arkadaslari® parasetamol ve iki temel metabolitinin miktar
tayini igin segici bir LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. MS o6lgiimleri mein,
tabolitlerin az miktardaki numunelerde bile secici ve hassas olarak teshis, tayin
edilmelerine imkan sagladigi gozlemlenmistir. Asetonilril ve formik asit iceren su
karistminin izokraktik eliisyon olarak kullanildigi elektrospray-MS’li sistem her {i¢
analitin ve internal standart olan 3-asetamidofenol’tin ayriminin ve miktar tayininin ¢ok
hassas yapilmasina yol a¢mistir. Parasetamol, parasetamol siilfat ve parasetamol
glusuronit kolon tizerindeki teshis limitleri sirasiyla 2.4, 1.2 ve 1.2 pmol olarak
bulunmustur. Yontem parasetamol ve metabolitlerinin fare idrarindaki miktarinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Yontemin oldukca 6zgiin, hassas oldugu, ilgili
analitleri 6lgmek amaciyla diger hayvanlarinda biyolojik sivilarimin Olglimii icin
kolaylikla adapte edilebilir oldugu belirtilmistir.

C. Celma ve arkadaslan®™ parasetamol ve klorofeniraminin insan plazmasinda
miktar tayini i¢in bir analitik yontem gelistirilmis, valide edilmis ve faz 1 asamasindaki

klinik bir testten elde edilen 6rnekler {izerinde uygulamislardir.
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Uygulanan analitik y6ntem, parasetamol ve klorfeniraminin dietil eter ile
ekstraksiyonunun ardindan, 2-asetamidofenol’iin internal standart olarak kullanildig1 bir
LC-MS-MS yontemi ile her iki ilacin tayininden ibaret oldugu belirtilmistir. Yontemin
giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerlerinin iyi oldugu ve plazmadaki tayin
limitlerinin parasetamol i¢in 0.5 pg/ml ve klorfeniramin i¢in 0.2 ng/ml oldugu
belirtilmistir.

Calisma araligi  konsantrasyonlari parasetamol i¢in 0.5-25 pug/ml ve
klorofeniramin igin 0.2-50 ng/ml olarak bulunmustur. Yontem, 24 goniilliiniin katildig:
klinik bir calismadan elde edilen 1200’1 askin 6rnegin analizi i¢in kullanilmastir.

Ik kez, tek basamakli ¢okelmeden sonra direkt kullanilan yiiksek duyarlilikta ve
basit LC-MS/MS sistemini, internal standart olarak difenhidramin kullanildigi insan
plazmasindaki parasetamol, pseudoefedrin, dekstrofan ve klorfenilaminin, es zamanli
determinasyonu i¢in Hong-gang Lou ve arkadaglar® tarafindan gelistirip valide etmistir.
Analitler ve IS, mobil faz olarak 0.30 ml/dk akis hizli ve hacimce %0.3 (h/h) asetik asit,
metanol i¢eren bir YMC-ODS-AQ C18 Kolonu (100mmx2.0mm, 3m) ve bir gradiyent
programi kullanilarak ayrilmiglardir. Arastirma pozitif iyon modlu elektrosprey
ionizatori, birlesik ticlenmis kuadrupol kiitle spektrometresi ile gerceklestirilmistir.
Yontemin validasyonu yapilmis, ayrica bilesenler i¢in dogrusal konsantrasyon araligi
sirastyla PA igin 10-5000 ng/ml, PE i¢in 2-1000 ng/ml, DT ig¢in 0.05-25 ng/ml, ve CP
icin 0.1-50 ng/ml’dir olarak tespit edilmistir. Kalite kontrol 6rneklerinden elde edilen
dogrulamalar tiim analitler i¢in %-8.37 ile % 3.13 sinirlar1 arasinda ve giin i¢i ve giinler
aras1 hassasiyeti tiim analitler igin sirasiyla %11.54 ve %14.35 den daha az oldugu

belirlenmistir.
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Validasyonu yapilmis olan bu yontem iki peryotlu ve rastgele caprazlanan
bioesdegerlilik ¢alismasi olarak 325 mg parasetamol, 30 mg pseudo efedrin hidroklorid,
15 mg dekstometorfan hidrobromid ve 2 mg klorfenamin malat igeren multicomponent
formiiliin 20 saglikli Cinli goniilliiye basariyla uygulanmasiyla gerceklestirilmistir.

Hao Li ve arkadaslar®, insan plazmasinda parasetamol, kafein, pseudo efedrin,
klorfrniramin ve kloperastin eszamanli miktar tayini i¢in LC-MS/MS yontemini
gelistirmis ve valide etmislerdir. S1vi-siv1 ekstraksiyonu sonrasi numuneler hazirlandiktan
sonra, analitler ve internal standart, icinde mobil faz olarak akis zamani 2.6 dakika olan
formik asit:10Mm amonyum asetat:metanol (1:40:60, h/h/h) igeren Venusil Mp-C18
kolon (50mmx4.6mm, 5m)’nun kullanildig: ters fazli HPLC vasitasiyla analiz edilmistir.
Arastirma ¢oklu reaksiyon gdsterim modunda olan pozitif iyonlastiricili electrospray
kiitle spektrometrisi ile gergeklestirilmistir. Yontem parasetamol 5.0-2000 mg/ml; kafein
10-4000 mg/ml; psedoeferdin 0.25-100 mg/ml; klorfeniramine 0.05-20 mg/ml;
kloperastine 0.10-40 mg/ml konsantrasyonlarinda dogrusal oldugu belirlenmistir. Giin igi
ve giinler aras1 duyarlilig1 (bagil standart sapma), tiim degerler i¢in < % 11.3, dogrulugu
(bagil hata) ise £ % 0.5 olarak tespit edilmistir. 5 analitten olusan kombinasyonunun
farmakokinetik bir ¢alismasi olan bu yontem kombinasyonu oral yolla almis olan saglikli
Cinli goniilliilere basartyla uygulanmustir.

Qin-you ve arkadaslari® insan plazmas ve idrarinda bulunan parasetamol (APAP)
ve glukronit konjugatininin (PG) eszamanli tayini i¢in, HPLC ile birlesik kiitle
spektrometresi (HPLC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Plazma numuneleri asetonitril
ve propilen glikol (90:10, h/h) ¢ozeltisi ile ¢okeltilmis ve idrar numuneleri analitleri
ekstraktlarin izokratik eliisyon ile birlikte C18 {lizerine enjekte edilmesini takiben,

analitleri biyolojik matriksten izole etmek i¢in kullanilan mobil faz ile seyreltilmistir.
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Arastirma multiple reaction monitoring (MRM) modda positive electrospray
iyonizasyon (ESI+) kullanilarak, triple quadrupole tandem kiitle spektrometresi ile
yapilmistir. Yontem APAP i¢in sirasiyla, plazmada 10-30,000 ng/ml ve idrarda 100-
6000 ng/ml; PG igin plazmada 10-15,000 ng/ml ve idrarda 200-60,000 ng/ml
konsantrasyon araliklarinda valide edilmistir. APAP ve PG i¢in giin i¢i ve giinler arasi
hassasiyeti %15 ten az, dogrulugu, plazma ve idrarda %85-115 arasinda oldugu
belirlenmistir.

Plazma ve idrarda sirastyla APAP i¢in ortalama geri kazanim degerleri APAP i¢in
%93.1, %89.1 ve %93.7, PG i¢in ise 93.7% ve 92.3% olarak tespit edilmistir. APAP ve
PG’nin insan plazma ve idrarindaki dogrusallik, geri kazanim ve kararlilik degerlerinin
validasyonu yapilmisg, yontemin basit, gii¢lii ve verimli oldugu gosterilmistir.

Hana Raoof ve arkadaslar®, yasa disi ilag yapimini  belirlemek ve bunlar
karsisindaki yasal Onlemleri desteklemek amaci1 ile ilag metabolitlerinin sulu
¢ozeltilerinde fotodegradasyon yolu ile TiO,/UV kullanilarak ongorii ve sentezler
gerceklestrimislerdir. Parasetamol ve kokain metabolizmas1 Ornek bilesikler olarak
kullanilmig, (LC-MS/MS) ile gozlemlenmis ve ESI-MS/MS ile direkt analizi yapilmistir.
Deneyler simiile edilmis ilag numunelerinin metabolik yollarinin etkin oldugu ve yasayan
organizma ya da hepatosit mikrozomal preparatlarda gozlemlebilen iiriinlerin olusumuna
yol agtigini 1spatlamiglardir. TiO, nanotozu genellikle, g¢evreyi korumak amaciyla
istenmeyen artiklarin tamamen bozunmasi i¢in kullanilmaktadir. Sonuglar, TiO,/UV
oksitatif sistemin daha ileri c¢alismalarda etkili ve canli i¢i caligmalarda Onemli

metabolitler elde etmede, tamamlayici bir yaklasim olabilecegini gosterilmistir.
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Benzer yontemi kullanan arastirmalar, toksikolojistlere e.g den tiiretilen yeni yeni
taninmaya baslanmis, biling arttirici (dizayn edici ilaglar) ve ev yapimi, regetesiz
maddelerin hazirlanmasindan elde edilmis metabolitler hakkinda hayati bilgiler clde

etmelerine yardimci olabilidigini géstermistir.

2.5.3 Parasetamol Iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Kapiler
Elektroforez Yontemleri

Gang Chen ve arkadaslarn®

, asetaminofenin hidralizatinda p-aminofenol ve
asetaminofen’in eszamanli belirlenmesi i¢in kapiler elektroforez ve elektrokimyasal yola
(CE-ED) dayali bir yontem gelistirilmiglerdir. Optimum sartlar1 saglamak amaciyla,
kullanilan tamponun konsantrasyonu ve asiditesi, voltaj ayrilmasi, enjeksiyon zamani,
calisma potansiyeli gibi pekcok Onemli faktoriin etkisi i¢in arastirilmistir. Caligma
elektrodu calisma potansiyeli +0.80 V olan 300 m karbon disk elektrodu olarak
belirlenmistir (SCE’ye kars1). Her iki analitte 25 mM fosfat tamponunda (pH 6.5) ayrilma
voltaj1 18 kV olan 50 cm uzunlugundaki eriyik kapiler silika’da 6 dakika i¢inde ¢ok 1yi
ayirismaktadir. Asetaminofenin 0.5 M HCI icinde ve farkli sicakliklardaki hidrolizinin
oran sabitleri, asetaminofenin konsantrasyon degisikliklerinin  gbzlenmesiyle
bulunmustur. 70, 80, 90 ve 100 derecelerde asetaminofenin hidrolizine ait oran sabitleri
sirastyla 5.027x1073, 8.522x10°, 18.60x10° ve 32.76x10-3/dk olarak bulunmustur.
Asetaminofen hidrolizinin aktivasyon enerjisi literatiirlerdeki ile uyumlu olarak 68.13
kJ/mol olarak hesaplanmistir. Orphenadrine sitratein’in, parasetamol varliginda tablet
formiilasyonlarindaki tayininin arastirilmasi igin, validasyonu yapilmis bir kapiller
elektroforez yontemi gelistirilmistir. Yontem pH’s1 7.7 olan 20 mM MOPS tampon i¢inde
¢Ozlinmiis hareketli 30mM pentane sulfonate sodium tamponunu kullanilmistir.
Numuneler hidrodinamik 6rnek enjeksiyon modu kullanilarak (25 mbar, for 25 s), 30°C

da ki sabit sicaklikta 25 kV’lik pozitif polaritede enjekte edilmistir.
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Dana N. ve arkadaslar*’, orfenadrin sitrat numunelerini tek ya da parasetamol ile
karistirtlarak, kendi belirledikleri yada onerilen indirgeme sartlarinda elektroforez
kullanilarak incelemislerdir. Yéntem spesifik, lineer (r>= 0.994), 0.02 mg/ml LOQ degeri
ilede dogru, ve saglam bulunmustur. Onerilen yontem uygun ticari tabletler icindeki
orfenadrin sitratin, etiket basina yiizdesinin 6lgiilmesinde basariyla uygulanmaistir.

Stefan Heitmeier ve arkadaslari®’, parasetamol ve ana metabolitlerinin idrar ve
serumdaki miktarlarinin tespiti i¢in kapiller elektroforez (CE) yontemini kullanimislardr.
Yiiksek etkinliginden dolayr CE yontemi, ilaglarin kompleks matriks i¢inde direk olarak
analizine imkan sagladigi gozlemlenmistir. Yaptiklart bu caligmada, parasetamolden
kaynakli olarak ortaya ¢ikan pik boliinmeleri arastirilmis, bu boliinmeleri baskilayan yeni
yontemler gelistirlerdir. Parasetamoliin temel metobolitleri olan parasetamol glukuronit
ve parasetamol siilfat aynen parasetamol sisteinat ve parasetamol merkapturate gibi
oksidasyon arabasamaklarinin metabolitleri olarak idrar i¢inde diode-array dedektorlii CE
ve elektrospray-kiitle spektrometri yontemlerinin es zamanli kullanilmasi sureti ile tespit
edilmistir. Tim analiz yontemleri valide edilmistir. Yontemlerin kullanigliligi, saglikli
gontilliilerin ve kanser tedavisi goren gocuklarn idrar ve serum oérneklerine uygulanarak
gosterilmistir.

Frank Bohnenstengel ve arkadaslar1®, insandaki b-glukronidas aktivitesinin tespiti
icin parasetamol glukuronidini probe olarak kullanan kapiller elektroforez yontemi
gelistirmislerdir. Yontem 0.25 mM (38 ng/ml)’lik tespit limiti ve 1 Mm (151 ng/ml)’lik
kantitatif 6l¢iim limiti ile yiiksek hassasiyet, dogruluk ve duyarliga sahip oldugu tespit
edilmistir. Yontemin farkli karaciger ve bobrek homejenatinda enzim kinetigi ¢alismalari
icin uygun oldugu gosterilmistir. Calismada elde edilen veriler parasetamol ve
parasetamol glukuronitin, insan b-glukuronidas enzimi tarafindan parcalandigindan

dolay1 agiga ciktigini gostermistir.
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Gelistirilen CE yontemi, sadece insan b-glukuronid aktivitesini 6l¢gmek i¢in degil,
parasetamol glukuronoidin, parasetamole deglukuronidasyonla olan katkisinin
arastirilmasi agisindanda uygulanabilir oldugunu géstermislerdir.

S. Azhagvuel ve arkadaglar*

, tabletlerdeki cetirizine dihidrokloriiriin (CTZ),
parasetamoliin (PAR) ve fenilproparolamin hidrokloriiriin es zamanli ayristirilmasi ve
tespiti i¢in basit, selektif ve ucuz kapiller alan elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Tim
analitleri ayristirmak i¢in, 10 Mm sodyum tetraborat elektrolit ¢ozeltisi (BGE, pH:9.0)
backgrund olarak kullanilmigtir. Ayristirmada toplam uzunlugu 76 cm olan (efektif
uzunluk 64,5 cm) kaplamasiz ve kaynasmis silika kilcali kullanilmistir. Tiim analitler,
uygulanan 20 kV’lik voltaj ile 10 dk i¢gimde tamamen ayristirilmis ve UV dedektori ile
195 nm dalga boyunda analiz edilmistir. Ibuprofen, internal standart (IS) olarak
kullanilmistir. Y6ntemin dogrulanmasinda, dogrusallik, kesinlik, hassasiyet, tarama limiti
(LOD) ve 6l¢iim limiti (LOQ) agisindan degerlendirme yapilmistir. CTZ, PARA, PPA
(test edilen alan) icin kalibrasyon egrilerinin dogrusalligi sirasiyla 2”C50 gml/ml
(r*=0.9982), 10” C1000 gml/ml (r>=0.9986) olarak tespit edilmistir. Onerilen yontem,
tabletlerdeki aktif icerikleri belirlemek igin kullanilmistir ve diizeltme il’si %1.56’lik
goreceli standart deviasyonla birlikte il % 98.60 olarak bulunmustur. CTZ, PARA ve
PPA’nin LOQ’su sirasiyla 2.0, 2.0 ve 4.0 g/ml olarak bulunmustur. Farmasotik tabletler
icinde eksipiyen varligina bagli olarak aykirt bir yogunlasmanin olmadigi gosterilmistir.
Bu nedenle 6nerilen yontem, tablet dozaj formlarindaki aktif icerigin benzer analizlerinde
basit ve kullanim1 uygun bulunmustur.

Maria-Elisa ve arkadaslan® kodein ve parasetamoliin nicel tespiti icin kapiller
alan  elektroforezi  yonteminin  optimizasyonunu  gerceklestirmislerdir.  Kritik
parametrelerin (konsantrasyon, ph, voltaj ve tamponlama) ¢oziintirliik, analiz zaman1 ve

verimlilik {izerine etkileri degerlendirilmistir.
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Optimum seperasyon sartlart, 20 mM/Ph 6.8 olan fosfat tamponu ve 15 Kv
degerinde voltaj kullanarak saglanmistir. Optimize edilen prosediir, 3 dk’dan az siiren bir
ayristirma ile Kodein ve parasetamolii kolayca tespit edilmesini saglamistir. Kalibrasyon
egrileri kodein ve parasetamol igin sirastyla 13.5 LODs ve 340 ng/ml 6lgiileri kullanilarak
hazirlanmistir.  Gelistirilen bu ydntem, farmasotik formiilasyonlardaki kodein ve
parasetamolii belirlemek ve belirtilen igerikteki miktarlarin tespiti i¢in kullanilmastir.

Annette Kunkel ve arkadaglar®®, biyolojik 6rneklerin analizinde ilgi ¢eken yontem
haline gelmis olan kapiller elektroforez yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirilen yontem
vasitastyla insan plazmasindaki farmasotikler, oOrneklerde herhengi bir Onislem
gerektirmeksizin, kaplanmamis ve kaynasmis silika kapilleri {izerinde kolayca tespit
edilmistir. Glin i¢i ve arasi hassasiyet degerlerini, pH= 10 olan sodyum dodesil sulfat
icerikli borate tamponu ve asetonitril’in ara gegiste ¢alkalama reaktifi olarak kullanildig:
ortamda sirasiyla, % 1-2 R.S.D. (n=20) ve %2-3 R.S.D. olarak, tespit etmislerdir.

Deniz Emre ve arkadaslar*’, parasetamol (PAR), kafein (KAF) ve propifenazom
(PRO) ‘nun ti¢lii kombinasyonunu igeren farmasétik preparatlart analiz etmek i¢in yeni
bir elektrokinetik misel-kapiller esaslara dayali kromotografik yontem gelistirmislerdir.
En iyi sonuglari, 30 mM sodyumdesilsiilfat igeren 20 mM pH 9.0 borate tamponu
backround elektroliti olarak kullanildiklarinda elde etmislerdir. Diflunisal internal
standart i¢in kullanilmistir. Ayristirma, kaynasmis silika kapillere (50 m internal ¢ap ve
44 cm total uzunluk, 35.5 cm efektif uzunluk) 25 °C’da 50 mbar basin¢ ve 29 kV
potansiyel altinda, 3 s hidrodinamik enjeksiyon basinci ile uygulanmistir. Bu sartlarda,
yer degistirme zamanlari, PAR i¢in 5.174 dakika, CAF i¢in 5.513 dakika, D’IF igin 7.195
dakika ve PRO i¢in 9.366 dakika olarak bulunmustur. Bu yontem i¢in dogrusal araliklar

PAR ve KAF igin 2-200 g/ml , PRO i¢in 3-200 g/ml olarak tanimlanmustir.
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Tarama limitleri PAR ve KAF i¢in 0.6 g/ml, PRO i¢in 0.8 g/ml olarak tespit
edilmistir. Tirkiye’de farkli ilag firmalar1 tarafindan firetilen ii¢ farmasdtik preparat,
gelistirilen yontem ve literatirde rapor diger yontemle olan zero-crossing
specrtophotometrik yontem ile analiz edilmistir. Istatistiksel olarak ©6nemli fark
bulunmadig: tespit edilmistir.

2.5.4 Parasetamol iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Kemometrik

Yontemler

Erdal Ding ve arkadaslar1*® parasetamol (PAR), asetylsalisilik asit (ASP) ve kafein
(KAF)’in tablet ve {iglii karigimlarindaki ayrigmasit zor spektrumlara sahip kantitatif
multiresiilisyonlari, “ratio spectra first derivative-zero crossing ve ratio spectra-
continuous wavelet transform-zero crossing (ratio spectra CWT-zero crossing)” olarak
adlandirilan dalgacik doniisiim yontemlerini kullanarak analiz etmislerdir.

Bu ¢alismada, ratio spectra derivative-zero crossing ve ratio spectra CWT-zero
crossing yontemleri, oran spektrumlarinin  dondstiiriilmiis  sinyallerini ve oran
spektrumunun sifirla ¢akisan noktalarinin dA/dA ve CWT genliklerini 6lgerek elde edilen
kalibrasyon grafiklerini kullanma {izerine kurulmustur. PLS Kkalibrasyon yontemi diger
yontemler ile kiyaslamak amaciyla benzer Ozellik ve icerikteki baska karigimlarin
icerigini tahmin etmek i¢in kullanilmis ve iyi uyum sagladig goriilmiistir.

Erdal Din¢ ve arkadaslar®

, Metamizol, asetaminofen ve kafein igeren {icli
karisimlarin her hangi bir 6n ayrim yapmadan, spektrofotomektrik ve multikomponent
analizini yapmak amaci ile ters en kiigiik kareler teknigi (ILS) ve faktor tabanli (temel
komponent analizi (PCA) tekniklerini kullanarak yeni yontemler tasarlamiglardir. Bu
kemometrik tekniklerde, absorbans degerlerinin dlgiimleri, 0,1 M HCI i¢inde bulunan ve

aktif gradientleri iceren {i¢lii karigimlarin zero-order spektrumlarina tekabiil eden, 225-

285 nm sinirlar1 iginde 5 nm araliklarla iginde 13 dalga boyu kullanilarak yapilmistir.
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Konsantrasyon datalar1 ile absorbans data setlerini kullanan her iki teknik i¢in
hazirlanmis olan kalibrasyonlar, metamizol, asetaminofen ve kafein’in {i¢lii karigimlari
icindeki bilinmeyen konsantrasyonlarini ongdérmek amaciyla kullanilmistir. Numerik
degerlerin hesaplanmasi i¢cin ‘MAPLE V’ yazilimi, kullanilmistir. ILS ve PCA
sirastyla sirasiyla kafein i¢in “%99.8, 1.68, 99.9 ve %1.66”, metamizol i¢in “%99.8, 1.84,
100.4 ve %2.85”, asetaminofen icin ise “%99.7, 1.04, %99.6 ve 1.34” olarak
bulunmustur. Sonuglar yiiksek performansli sivi  kromatografisi yontemleri ile
karsilastirilmis ve basarili bir sekilde Tiirkiye’de pazarlanan farmasotik formasyonlara
uygulanmstir.

Erdal Din¢®°, spektrumlarinda sik girisim yapan kafein (KAF), parasetamol
(PAR), metamizol (MET) ig¢li karigtminin multiresiiliisyonlar1 igin ¢ok degiskenli
spektral kalibrasyon yontemleri olan, liglii dogrusal regresyon-kalibrasyonu yontemi
(TLRC) ve c¢oklu dogrusal “regression” kalibrasyon (MLRC) yontemlerini
gelistirilmislerdir. Gelistirilen bu yontemler kullanilarak KAF/PAR/MET ’ten olusan ti¢lii
karisim sistemi icin kalibrasyon algoritmasi ¢ok net acgiklanmis, tanimlanmistir. Ug
bilesenin cesitli sentetik karigimlar1 vasitasiyla, TLRC ve MLRC yontemlerinin
gecerliligi teyit edilmis, iki farkli gercek ticari tablet formiilasyonuna uygulanmstir. Veri
islemleri MAPLE V EXCEL ve SPPS 10.0 yazilimlar ile gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglart literatiirdeki diger yontemlerle kiyasladiklarinda, basarili oldugunu
gozlemlemislerdir.

Erdal Ding®, parasetamol, propinefazom, kafein ve tiamin dértliisiinii igeren
karigimlarin kantitatif ¢oziiniirliigii, kademeli dalgacik transform (FWT) ile temel bilesen
regressionu, kismi en kiiciik kareler (PLS) ve suni neural ag (ANN) yontemleri ayn1 anda

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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22 tane ¢ozelti karisimindan olusan kalibrasyon seti 210.0-312.3 nm lik spektral
aralikta kaydedilmis ve kademeli dalgacik domeyinine transfer edilerek FWT kullanilarak
yontemlerin uygulamasi gergeklestirilmistir. FWT-PCR, FWT-PLS ve FWT-ANN
kemometrik kalibrasyonlar, FWT metodu ve kalibrasyon setinden gelen datalardan
saglanan katsayilar arasindaki iliskiler kullanilarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontemler
basarili sonucglart igceren bilesenlerin sentetik karisimlarinin  analiz  sonuglarina
uygulayabilmek i¢in harici bir validasyon gerceklestirilmisitir. Modeller sonucta ticari
farmasotik fomiilasyonlarin i¢inde bulunan ilaglarin dogrulanmasi igin kullanilmusitr.

Erdal Din¢®, mefenamik asit (MEF) ve parasetamol (PAR) kombinasyonlarinin
aym1 anda tayini icin dért yeni ydntem tanimlamistir. ilk yéntem; spektrum tiirev orani
yonteminde, analitik sinyaller her iki ilacin standart spektrumunu 0.1M NaOH:metanol
(1:9)’de iki ye bolerek elde edilen oran spektrumlarin ilk tlirev spektrumuna ait dalga
boylarinin her birine ait maksimum ve minimum degerlerine karsilik gelen analitik
sinyalleri 6l¢miistiir.

Klasik en kiiciik kareler, ters en kiiciik kareler ve temel komponent gerilimi
“regression” (PCR) dizileri gibi kemometrik tekniklerde calisma Ornekleri her iki ilacin
0.1 M NaOH:methanol (1:9) i¢inde hazirlanmis olan degisik oranlardaki karisimlarini
igeren ¢ozeltilerini kullanarak rastgele hazirlanmistir.

Absorbans datalar1 235-355nm arasi elde edilen absorbsiyon spektrumlarindaki 13
noktada yapilan Olglimler ile elde edilmisitir. Kemometrik kalibrasyonlar
yapilandirilirken absorbans datalar1 ve MEF ile PAR’1n 6rneklerdeki miktarinin tahmini
icin hazirlanmis calisma setleri kullanilmistir. Ugiincii kemometrik ydntem, PCR,
konvaryans matrisi “the covariance matrix” yeni koordinatlar1 iceren matriks ve baz
vektorleri “basis vectors” ve matris i¢in hesaplanan absorbans datalar1 ile ¢akistig1 tespit

edilmistir. Elde edilen kalibrasayonlar karisimdaki ilaglar1 tanimlamada kullanilmistir.
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Tiim yontemlerdeki dogrusallik araligit MEF i¢in 2-10 g/ml, PAR igin ise 4-20
g/ml olarak bulunmustur. Mean Recovery degerleri tatmin edici bulunmustur (%99).
Prosediiriin her hangi bir ayirma basamagma gerek duymadigi bildirilmistir. Bu
yontemler farmasotik formiilasyona, tablete basariyla uygulanmistir sonuglar birbirleriyle
kiyaslanmistir.

Erdal Ding®®, klorfenoksiamin hidroklorit (KP) ve kafein (KAF)’in kombine
karisimlar icinde es zamanli tayini igin ii¢ yeni yontem gelistirmistir. Ilk yéntem olan
spektrum tiirev oran1 yonteminde, analitik sinyaller iki ilacin her birinin 0.1 M HCI
cozeltisi icinde hazirlanmis hallerinin ayirici olarak kullanilmasiyla elde edilen oran
spektrumunun ilk tiirev spektrumundaki maksimum ve minimum degerler ile ¢akisan
dalga boylarindan elde edilmistir.

Diger iki kemometrik teknik olan klasik en kiiclik kareler (CLS) ve ters en kii¢iik
kareler (ILS) yontemleri i¢in konsantrasyon data matrisleri her iki ilacin 0.1 m HCI
icindeki sentetik cozeltileri kullanilarak hazirlanmistir. Konsantrasyon data matrisine
karsilik gelen absorbans data matrisi, kendi “zero-order” spektrumu i¢indeki 225-285 nm
dalga boyu araliinda 5 nm aralikla sec¢ilmis 13 dalga boyunda yapilan absorbans
Ol¢iimlerinden elde edilmistir, kalibrasyon yada regression verileri, konsantrasyonu
bilinmeyen CP ve CAF c¢ozeltilerinin tahmini i¢in kullanilan konsantrasyon ve
absorbsiyon data matrislerinden elde edilmistir.

Kemometrik verilerin numerik datalan MAPLE V yazilimi kullamilarak
hesaplanmistir. Prosediir her hangi bir ayrim basamagi gerektirmemektedir. Yontemlerin
dogruluk ve kesinligi, basliktaki ilaglarin sentetik karigimlarinin analizi ve validasyonu
ile yapilmistir. Bu yontemlerin farmasotik formiilasyona ve seker kapli tabletlere

uygulanmis sonuglar ise birbiri i¢inde kiyaslanmustir.
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Erdal Din¢™, tablet icindeki hydroklorothiazide ve pironolakton’un es zamanli
spektrometrik tayinini, klasik en kiiciik kareler (CLS), ters en kiigiik kareler (ILS) temel
komponent regresyonu (PCR) ve kismi kareler yontemleri ile yapmistir. Bu kemometrik
analiz yontemleri, numunelerin 6n hazirlik islemine tabi tutulmasini gerektirmemektedir.
[laglarm her ikisini iceren 25 adet numuneden olusan ¢alisma seti karisim dizaynina gore
2/20 mg/ml lik konsantrasyon araliginda hazirlanmustir.

Cok degiskenli kalibrasyonlar calisma setlerini kullanilarak 220 den 290 nm
araligindaki 15 noktanin zero-order ve ilk tiirev absorbanslarinin olgiimii ile elde
edilmistir. Cok degiskenli yontemlerin validasyonu, hidroklortiazid ve spironolakton
sentetik karisimlarinin analizi ile gergeklestirilmistir. Sentetik karisimlar ve tabletler
tizerinde elde edilen sonuglar istatistiksel olarak one-way ANOVA testi ile
kiyaslanmistir. Kemometrik analiz metotlar1 hidroklortiazid ve spironolakton’nun tablet
formiilasyonundaki es zamanl analizi i¢in uygulanmis ve tatmin edici sonuglar alinmistir.

E. Ding ve arkadaslari™, klasik en kiigiik kareler (CLS) ve temel komponent
regresyon (PCR) yontemleri ile asetaminofen ve kafeinin iceren tabletlerde, kimyasal bir
on ayrim kullanmaksizin es zamanli analizi tasarlamiglardir. Kemometrik kalibrasyonlar
her iki ilacin 0.1 M HCI igerisinde hazirlanmis ¢ozeltilerinin 215-285 nm dalga boylari
arasinda kalan bolgede secilen 15 dalga boyundan elde edilen absorbans verileri
kullanilarak hazirlanmistir. Elde edilen kemometrik kalibrasyonlar, aset aminofen ve
kafeinin karigimlarinin  kantitatif analizinde kullanilmistir. Niimerik hesaplamalar
MAPLE V yazilimi ile yapilmistir. Bu tekniklerin sentetik karigimlara uygulanmasiyla
CLS ve PCR teknikleri igindeki ortalama geri kazanim ve relatif standart sapma degerleri
sirasiyla asetaminofen igin %99.5 ve 1.29, 99.7 ve 1.00 kafein igin % 99.9 and 1.92,
100.0 and 1.178 olarak belirlenmistir. Sonuglar referans HPLC yontemiyle

karsilastirilmistir ve farmasotik preparatlara da uygulanmistir.
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2.5.5 Parasetamol iceren Karisimlarin Analizinde Kullamilan
Spektrofotometrik Yontemler.

Erdal Din(;56, ¢ift bolimlii oran spektrumu tiirevi “The double divisor—ratio
spectra derivative” ve spekra-zero oran spektrumu yontemleri askorbik asid, asetil
salisilik asit ve parasetamol igeren efervesan tabletlerin analizi i¢in herhangi bir kimyasal
ayrim prosediirii olmadan uygulanmustir.

Her iki yontemin kullaniminda kalibrasyon grafigi 8-28 mg/ml araliginda iig
karisimin her biri igin dogrusal oldugu belirlenmistir. Sonuglarin karsilastirilmasi iki
yontem ile yapilmstir ve her iki yontemde de gok iyi sonuglar elde edilmistir.

Erdal Ding ve arkadaslar1®’, metamizol, parasetamol ve kafein’in iiclii karigiminin
On ayrimsiz es zamanli analizi i¢in yeni bir spektroskopik yontem gelistirmisledir. Bu
yontem metamizol, parasetamol ve kafein {iglii karisiminin igindeki bilesenden ikisinin
standart spektrumu ile ii¢lii karisimin absorbsiyon spektrumunu boélerek elde edilen oran
spektrum  tiirevinin  kullanilmasina dayandigi  belirtilmistir. Bu {i¢  bilesenin
konsantrasyonu kendi karisimlar i¢inde, se¢ilen maksimum ya da minimum dalga boyu
genliginin Olcililmesiyle elde edilen kalibrasyon grafiklerinin sirasiyla kullanilmasi ile
belirlenmigtir. Prosediiriin matematiksel aciklamasi sekillendirilmistir. Bu yontem
metamizol, kafein ve parasetamol igeren tabletlerin tahlili ig¢in uygulanmistir. Gelistirilen
yontem alternatif spektrometrik yontemler ile karsilastirilmistir.

4-aminophenol (4AP) parasetamoliin ilk degredasyon {iriinlidiir, Avrupa ve
Amerika kodekslerinde ilag hammaddesi olarak kullanimi 50 ppm ya da % 0,005 a/a
olarak, Almanya’da ise manuel yolla yapilan kolorimetrik limit testi sinirlandirilmistir.
Tablet monograflari i¢in 4AP limiti 1000 ppm yada 0.1 a/a ya ¢ikarilmistir, buda daha

otomatik HPLC 6l¢limlerinin daha az hassas olacagi gosterilmistir.
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M.S. Bloomfield™, yaptig1 calismada, diisiik ilac hammaddesi spesifikasyonlarini
uygulanmistir (50 ppm, 500-mg parasetamol igeren tablette 25 mg 4AP’ye karsilik gelen
oran). Bu cok diisiik konsantrasyon seviyesinde matriks arafazi sebebiylede HPLC
kodeks Ol¢timleri uygun olmadigi i¢in kullanilamamistir. Bu ¢alismada, hassas kesin
degradantin kantitatif 6l¢iim i¢in ¢ok diisiik olan konsantrasyonundan dolayr otomatik
dlgiim teknigi olan flow injection teknigini sunmuslardir. Ilacin ¢ozelti ya da 4AP igeren
tablet ekstrakti tasiyict solvent akintisina enjekte edilerek nitro prusiyat sodyum ile
karistirlldiginda  spektrofotometrik olarak 710 nm de o6lciilebilen mavi bir tiirev
olusturmaktadir. Siirecin basindan sonuna standart HPLC ekipmanlar1 kullanilmstir.
Prosediir tamamen kantitatiftir ve ¢ok degiskenli deneysel tasarim modelleri i¢in hassas
ve saglamdir. Yontem tamamen valide edilmistir ve 0,01 mg/ml sinirinin altinda dogrusal
oldugu belirlenmistir.

M. Blanco ve arkadaslar159, farmaso6tik endiistrinin ilgisi dahilin de pekcok fiziksel
ve kimyasal parametre NIR spektroskopisi ile tanimlanmistir, ayrica amacimiz i¢in NIR
spektroskopisinin bilinen ticari yontemler karsisinda ivedi ve etkin bir teknik olup
olmayacaginin degerlendirmesini amaglamistir. Bu baglamda, asagida belirtilen iki
basamakta 1 gr parasetamol igeren tabletler incelenmistir. Incelenen basliklar, 1 API
standardtlarinda belirlenmis olan baslangi¢ graniil olusturmasi ve ortalama partikiil
blytikligi ile partikiil biiyiikliigiinlin dagiliminin saptanmasi, 2 iiretilen tabletlerin, API
igerigi ve sikistirma basinci ile gibi 6zellikleri incelenmesini kapsamaktadir. Buradaki en
onemli amag Ilag {iretimindeki prosesin kritik niteliklerinin bitis iiriiniin kalitesine
etkilerini acia ¢ikarmaktir. Sonuclara bagli olarak, bitis {irtiniinti i¢in API kurallarim
tanimlayan bir kalite kontrol metodu gelistirilmis ve validasyonu yapilmastir.

Fawzi A ve arkadaslarni®, aspirin, parasetamol ve salisilik asitin iiclii

kombinasyonunun analizi i¢in bir tiirev spektrofotometresi yontemi gelistirmistir.
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Yontem birinci ve ikinci tiirevleri ‘zero crossing’ dalga boyunda alinan
spektrumlarina dayanir. Oran spekturumu, karigimin absorbsiyon spektrumunun saf
numunelerden birisinin spektrumuna boliinmesiyle elde edilmistir. Diger komponentlerin
konsantrasyonu, kendi kalibrasyon egrilerinden sirasiyla tanimlanmistir. Tanimlanan
yontem sentetik karisimlara ve farmasotik dozajlara uygulanmistir.

Altair B. Moreira ve arkadaslarlel, asetaminofenin kati1 haldeki dogal floresans
ozelligini sunmusturlar. Kullanilan yontem asetaminofenin hizli ve basit bir sekilde
farmasotik preparatlarda direk analizine imkan tanimistir. Floresans olgiimler éex = 333
nm; éem = 382 nm de toz haldeki numunelere uyuglanmistir. Etkin madde laktoz, maize
nisasta, poly(vinylpyrrolidone), talk ve stearic asit igerisinde seyreltilmistir. PA
formiilasyonuna diger igeriklerin etkileri tartisilmistir. Floresans intensitesinin
dogrusalligt PA’nin 100-400 mg aralifindaki derisimine bagli oldugu goriilmiistiir.
Analitik frekans 200 h™’dir. Belirleme ve miktar tain limitleri farkli iceriklerin
porsiyonlari i¢in sirasiyla 13.0-16.7 ve 43.1-55.7 mg olarak Sl¢iilmiistiir. Yontem biitiin
farmasotik preparatlara uygulanmis ve bagil standart sapma %BSS degerlerinin %<2.7
(n= 20) oldugu bulunmustur. Sonuglar Ingiliz farmakopesi verileri ile karsilastirilmis ve
%095 giiven araliginda istatistiksel bir fark bulunmadig1 gézlenmistir.

J.Hanaee, asetaminofen ve kodeinin es zamanli analizi i¢in birinci tiirev UV
spektrofotometre yontemi kullanilmistir. Asetaminofen ve kodein’in analizleri ilk tiirev
absorbanslarinin sirastyla 263.4 nm ve 251.2 nm’de Olciilmesiyle elde edilmistir.
Asetaminofen ve kodein konsantrasyonlar1 birbirleriyle arafaz yapmayacak sekilde
hesaplanmistir. Yontem basit, hizli ve ayn1 zamanda dogru ve kesin sonuglar saglamistir.

N. Erk ve arkadaslanGz, parasetamol ve metokarbamol’iin kombine farmasdotik
tabletlerdeki miktar tayini igin oran spektrum tiirevi spektrometresi ve HPLC

yontemlerini uyguladiklar1 caligmalar1 sunmuslardir.
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Spektrofotometrik Glgiimler bilesenlerden birinin standart spektrumu ile ikili
karisimin spektrumunun bdéliinmesinden elde edilen oran spektrumunun ilk tiirev
spektrumunu kullanma esasina dayanmaktadir.

1. tiirev genlikleri parasetamol ve metokarbamol Slgiimleri i¢in sirasiyla 243 ve
230.3 nm. olarak belirlenmistir. Ikili karisimdaki kalibrasyon grafikleri parasetamol icin
2-30 mg/ml ve metokarbamol 2-36 mg:ml konsantrasyonlar1 i¢in belirlenmistir.
Kantifikasyon limitlerinin PAR ve MET igin sirasiyla 0.573 mg/ml ve 1.717 mg/ml
oldugu durum i¢in; PAR ve MET’in 6l¢iim degeri ise PAR i¢in 0.097 and MET i¢in ise
0.079 olarak belirlenmistir. HPLC prosediirii i¢in analizler mobil faz olarak metanol-su
(60:40, h/h) karisiminin kullanildig: ters fazli bir HPLC kolon igerisinde 274 nm dalga
boyunda yapilan Ol¢timler ile gerceklestirilmistir. PAR ve MET igin dogrusal aralik
sirastyla 2-300 ve 1.5-375 mg/ml olarak saptanmistir. Olgiim ve miktar belirleme
degerleri PAR igin 0.42 ve 1.4 mg/ml, MET i¢in 0.36 ve 1.2 mg/ml olarak tespit
edilmistir. %0.52’den daha az olgiilen relatif standart sapma degeri her iki yonteminde,
anlamli sonuglar verdigini ve tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir. Tasarlanan yontem
ilaclarin ticari tabletlerine basariyla uygulanmistir.

2.5.6 Parasetamol Iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Titrimetrik

Yontemler.

G. Burgot ve arkadaslar1®, Asetaminofen’in farmasétik fromiilasyondaki saf 275
mg hali i¢in hassas dogru ve giivenilir bir termometrik titrasyon yontemi tanimlanmistir.
Titrasyon sodyum hidrooksitin sulu c¢ozeltisi ile gerceklestirilmistir. Eksipiyenlerin

(nisasta, talk, laktoz) dogruluk ve kesinlige hic bir etkisinin olmadig1 gdzlenmistir.
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2.6 Kafein iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Analitk Yontemler.

2.6.1 Kafein iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan HPLC Yéntemleri.

Erdal Din¢®, tablet formundaki parasetamol ve kafein, iki spektrofotometrik
yontem ve yiiksek basingli sivi kromatografi yontemiyle ayni anda analiz etmistir.
Analitik sinyallerin kullanildig1 radyo dalga verilerinde, ilk 6l¢timlerde kafein i¢in 267.9
nm ve 291.0 nm, parasetamol i¢in 237.0 nm ve 251.8 nm dalga boylarinda absorbans
Olgmistiir. Kafein i¢in 4-40 mg/ml ve parasetamol igin 8-48 mg/ml oranlarinda
kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. Vierordt yonteminde, A 1 1 (%1, 1cm) degerleri
parasetamol i¢in 292.9 nm ve 273.0 nm de Sl¢lilmiistiir. Matlab yazilimi yardimiyla her
ilacin miktar1 hesaplanmis ve A 1 1 (%1, 1cm) degerleri i¢in matris hazirlanmistir. Bu
spektrofotometrik metodlardan elde edilen sonuglar, HPLC metodunun sonugclariyla
karsilastirilmustir.

Agel W ve arkadaslar1®, bir anti-sinir ajani olan pyridostgmine bromide (PB;3-
dimethylaminocarbonyloxy-N-methyl pyridinium bromide)'in, analjezik ilaglar olan
asetaminofen ve asetilsalisilik asitin ve uyarici kafeinin (3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1 H-
purine-2,6-dione) rat plazma ve idrarinda ayrilmasi ve Ol¢limii ig¢in bir yontem
gelistirilmiglerdir.

Bilesikler C18 Sep-PakR kartuslari kullanilarak ekstrakte edilmis, daha sonra ters
faz C18 kolonu ile yliksek performanslh svi kromatografisi vasitasiyla analiz edilmis ve
280 nm'de UV ile tespit edilmislerdir. Bilesikler su (pH 3.0) i¢inde % 1-85 asetonitril
gradyanmi kullanilarak 1 ve 1.5 ml/min arasindaki akis hizinda degisen 14 dakikalik bir
siire i¢inde ayrilmistir. Bekleme siireleri 8.8 ile 11.5 dakika arasinda degismektedir.
Kantitasyon smirlari, 150-200 ng/ml iken tespit smrlart 100 ve 200 ng/ml arasinda

degismektedir.
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5 oOrnegin spike islemi yapilmis ve ortalama yiizdeleri pridostigmin bromid,
asetaminofen, asetilsalisilik asid ve kafein i¢in sirasiyla % 70.99.5, 73.79.8, 88.69.3,
83.97.8, ve ilire igin ise % 69.18.5, 74.58.7, 85.99.8, 83.29.3 olarak bulunmustur. Pik
alanlarinin arasindaki iliski ve konsantrasyonlart 100 ve 1000 ng/ml arasindaki aralikta
dogrusal oldugu ve c¢ikan kromotogramlar endojen plazma veya idrar bilesimlerinde
higbir aykir1 pik gostermemistir. Bu yontem siganlarda oral uygulamanin ardindan bu
bilesiklerin analiz edilmesi i¢in kullanilmistir.

Kahve, uluslararas1 ticarette yliksek kalitede olmasi istenen Onemli bir ham
maddedir. Yiiksek miktarda 6rnek analiz edilmesine ragmen, hizli ve giivenilir bilgi veren
yeni analiz teknikleri gereklidir Bu nedenle, C.W. Huck ve arkadaslar® kavrulmus
kahvedeki sert yesil ¢ekirdekleri arabic ve robusta olarak ayirdiktan sonra, 3 temel
alkoloid olan KAF TBR ve TBH yi 6lgen, NIRS ye dayanan yeni bir analiz yontemi
gelistirmistlerdir. Bu gecerli metot, en ¢ok kullanilan UV dedektorle LC, MS yontemi ile
karsilastirilmistir. Yontemde, bir stasyoner faz olarak 20 dakika siireyle uygulanan por6z
silika ile karsilagtirildiginda, yiiksek dayaniklilikta olan 18 non poroz silika, 2,5 dakika
icinde 3 alkoloidin analiz edilmesine imkan vermistir. ideal LC yontemi sadece bir EIS
arayliz vasitasyla baglamak; KAF, TBR ve TBF yi kendi karakteristik gragmantasyou ile
CID kullanarak tanimlanmasina izin vermemistir. UV dedeksiyonu ile karsilastirilan
yiizde 6, daha fazla bulunan 3 analitin miktarin1 6lgmeye yardimci oldugu belirtilmistir.
Onaylanmig LC-UV yontemi, NIRC sistemin kalibrasyonu icin secilen bir referans
yontemidir. 83 adet sivi kahve ektraktinin rastgele analizi kafein ve tbrnin S.E.E i¢in
0.34, 0.40 g/100 g, S.E.P icin ise 0.10 g/100 g degerlerini 0.10 ve 4.13 g/100g
konsantrasyon skalas1 araliginda, 0.86 ve 0.85 Kkatsayilar1 ile neticelenen sonucu
vermistir. LC ile kiyaslandiginda NIRS-yonteminin dedeksiyon limiti, 0.244-0.6ng/100g

olan LC’ye kiyasla 0.05g/100g olarak bulunmustur.
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Bu nedenle, odak noktasina, kafein ve teombromin’in NIRS anailizi konulmustur.
Bununla beraber, NIRS, LC ye kahve iiretim endiistrisinde ciddi bir alternatif sundugu
belirtilmistir.

Marie-Sophie Caubet®®, kafeinin ve onun idrardaki metabolitlerinin 14 tanesinin
selektif ve hizli analizi i¢in yeni bir RP-HPLC methodu ve ekstraksiyon prosediirii
gelistirmistir. Analitler kat1 faz ekstraksiyonla izole edilip ve Eclipse XDB kolonu
tizerinde ayrilmasi gerceklestirilmistir. Geri kazanimlar % 83 ve % 99 arasinda degistigi
gorlilmiistiir. Kromatografik yontemin hassasiyet, dogrusallik ve kesinligi gerekli siirlar
icinde bulunmustur. Bu prosediir kullanilarak, kafein metabolik oranlari; nispeten sigara
aligkanliklar1 olan ve kontraseptif kullanan karakteristik CYP1A2 aktiviteleri olan 20
ornekte tespit edilmistir. Bu method CYP1A2 aktivitesinin indiiksiyonu ve inhibisyonuna
dikkat ¢cekmek acisindan faydali olabilecegi tespit edilmistir.

Glinlimiizde, cay demindeki kafein iceriginin analizi i¢in siklikla kullanilan HPLC
methodunda kolon {izerinde orneklerin direk uygulanmasi tercih edilmektedir. Bu
uygulama kolonun etkinligini diigtiriir ve 6mriinii kisaltir. J. Pura Naik ve arkadaglan®’
modifiye edilmis bu metotla, miidahil olan ¢ay pigmentlerini, 6rnegin Sep-Pak C18
kartusunun i¢inden gegirilmesiyle etkili bir sekilde uzaklastirmislardir.

Daha sonra, igerisinde mobil faz olarak asetonitril ve su (20:80 h/h) kullanilan
sistemi, ters faz i-Bondapak C18 kolonu iizerine enjeksiyonunu gergeklestirerek, pik
¢Oziinlirliiglinii ya da kafein tayininin dogrulugunu etkilemeden analiz siiresini
azaltmislardir. Bu yontemle siyah ¢ay, kafeinsiz ¢ay ve kafeinsiz instant ¢ayin deminin
icindeki ¢oziilebilir kafein igerigi dogru bir sekilde tahmin edilebilmistir. Bundan dolay,

bu metod siyah cay ve iiriinlerinin hizli rutin analizi i¢in uygun oldugu gorilmiistir.
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Daniel Perrone ve arkadaslarn®, kahvedeki kafein, trigonelin, nikotinik asit ve
sukrozun eszamanli analizi i¢in hizli bir sivi kromatografi-kiitle spektrometri metodu
gelistirerek validasyonunu yapmuslardir. S6z konusu metot, sicak suyla ekstraksiyon,
bazik kursun asetat ile aritma, membran filtrasyonu ve kolon olarak 5 nm’lik Spherisorb
S5 ODS2’nin ve eliisyon olarak da akis hiz1 0,2 mL/dakika olan % 0,3’liik sulu formik
asit/metanol karisimimin kullanildigi, kromatografik ayirma basamaklarindan olustugu
belirtilmistir.

Elektrosprey iyonlastirma kaynaginin negatif modda c¢alistirilmasiyla sukroz
iyonlar1 ve pozitif modda calistirilmasiyla da kafein, trigonelin ve nikotinik asit iyonlar1
elde edildilmistir. Yesil ve kavrulmus kahve ektraktlarinin kalibrasyon egrileri 2> 0,999
olacak sekilde dogrusal elde edilmistir. Kavrulmus kahvedeki geri kazanim kafein i¢in %
93,0-105,1, trigonelin i¢in % 85,2-116,2, from nikotinik asit i¢in % 89,6-113,5 ve sukroz
icin ise % 94,1-109,7 olarak tespit edilmistir. Matriksteki biitiin analitler i¢in oldukea iyi
tekrarlanabilirlikler (RSD < 5%) bulunmustur. Sinyal:giiriiltii oraninin 3:1 degerinde
oldugu goz oniinde tutularak tayin limitinin (LOD) kafein, trigonelin, nikotinik asit ve
sukroz i¢in sirasiyla 11,9, 36,4, 18,5 ve 5,0 ng/ml oldugu bulunmustur. 11 ayr1 kahve
orneginden (yesil, kavrulmus ve ¢abuk kahve) elde edilen sonuclarin literatiirle uyum
halinde oldugu goriilmiistiir. S6z konusu metodun marketlerde bulunan birgok kahve
¢esidinin rutin analizi i¢in hizli ve giivenilir alternatif bir metot oldugu acikca
gorilmiistiir.

X. Xu ve arkadaslar®

, aspirin-kafein-butalbital (karisim 1) ve asetaminofen-
kafein-butalbital (karisim 2) karisimlarinin analizi i¢in por6z olmayan ODS kolonlar

kullanilarak HPLC prosediirleri gelistirmislerdir.
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Karisgim 1’in ayrilmasi ve belirlenme islemi akis hizi 1,5 mL/dakika olan ve 50
mM fosfat tamponu ile pH’1 3,0’a ayarlanmis 98:2 h/h’lik asetonitrilin hareketli faz
olarak kullanildig1 bir 3,0 nm’lik pordz olmayan silika ODS kolonunda oda sicakliginda
ve 220 nm dedeksiyon dalga boyunda gergeklestirilmistir. Metot, aspirin-kafein-butalbital
igin sirastyla 325-6500, 40-800 ve 50-1000 ng/ml araliklarinda dogrusallik gostermistir.
Giin i¢i ve giinler arast RSD degerleri ise aspirin i¢in % 0,19-1,72 ve % 1,30-1,49, kafein
icin % 0,08-1.17 ve % 0,06-1,09 ve butalbital i¢in % 0,09-1,55 ve % 0,07-2,10
bulunmustur. Giin i¢i ve giinler arasi1 dogruluk degerleri ise aspirin i¢in % 0,70-1,27 ve %
0,20-1,13, kafein i¢in % 0,05-0,06 ve % 0,004-0,09 ve butalbital i¢in % 0,02-0,09 ve %
0,02-0,05 bulunustur. Aspirin, kafein ve butalbital i¢in tayin limitleri (sinyal/giiriiltii: 3)
ise sirastyla 5, 5 ve 10 ng/ml olarak bulunmustur. Karisim 2’in ayrilmasi ve belirlenme
islemi akis hiz1 2 mL/dakika olan ve 50 mM fosfat tamponu ile pH’1 2,5’e ayarlanmis
97:3 h/h’lik metanoliin hareketli faz olarak kullanildigi bir 3,0 mm’lik poréz olmayan
silika ODS kolonunda oda sicakliginda ve 220 nm dedeksiyon dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Metot, asetaminofen-kafein-butalbital igin sirasiyla 650-6500, 100-
800 ve 125-1000 ng/ml araliklarinda dogrusallik géstermistir. Giin i¢i ve gilinler arasi
RSD degerleri ise asetaminofen i¢in % 0,06-2,64 ve % 2,18-4,19, kafein i¢in % 2,24-4,76
and % 4,09-4,12 ve butalbital i¢in % % 1,65-3,94 ve % 3,33-3,40 bulundu. Giin igi ve
giinler aras1 dogruluk degerleri ise asetaminofen i¢in % 1,13-2,86 ve % 0,08-0,10, kafein
icin % 1,12-4,62 ve % 0,04-2,75 ve butalbital i¢in % 0,34-3,48 ve % 0,02-2,30 bulundu.
Asetaminofen, kafein ve butalbital icin tayin limitleri (sinyal/giirtiltii: 3) ise sirastyla 20,
20 ve 35 ng/ml olarak bulunmustur.

Giiniimiizde sulu kakao ekstraktlarindaki kafein ve teobromin miktarlarinin
analizi, HPLC metodunun kolondaki ektraktlara dogrudan uygulanmasi seklinde

gergeklestirilmektedir.
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Oysa bu uygulama, kolon verimini ve omriinii azaltmaktadir. Ayrica maddelerin
girisim yapmast ve diisiilk taban c¢izgisi c¢oziinilirliigliinden dolayr bu metotla olmasi
gereken degerlerden daha biiyiik degerler elde edilmektedir. J. Pura Naik’™® buna karsin,
tyilestirilmis HPLC metodunda kullanilan Sep-pak C18 kartusu sayesinde girisim yapan
kakao pigmentleri etkin bir sekilde gidermeyi basarmistir. Bu islemin akabinde C18 ters-
faz kolonuna yapilan asetonitril ve su (20:80) enjeksiyonu (hareketli faz), hem pik hem
de taban ¢izgisi ¢Oziiniirligini degistirmeden analiz siiresini kisaltilmistir. Sonug
itibariyle, kakao ve kakao iceren iirlinlerin hem hizli hem de rutin analizi i¢in bu metodun
uygun oldugu tespit edilmistir.

K. A. Georga’ kafein ve kafeinin sekiz ana metabolitinin (xanthine (XA), 7-
methylxanthine (7-MX), 3-methylxanthine (3-MX), 1-methylxanthine (1-MX),
isocaffeine (IC), theobromine (TB), paraxanthine (PA) ve theophylline (TP))’in ayn1 anda
tespit edilebilmesini saglayan c¢esitli dogrusal egimli eliisyonun kullanildig: iyilestirilmis
bir HPLC-fotodiyot metodunu kullanmistir. Ayirma metodu, kan serumu ve idrardan kati
faz ektraksiyonuna ve hareketli faz optimizasyonuna dayanmaktadir. Eliisyon sistemi ise
0,05 M amonyum asetat (pH=7) ve 30 dakikalik bir periyotta hacim orani1 90:10 h/h’den
40:60 h/h’ye degistirilen metanolden olusturulmustur.

Metabolitlerin tespiti, 270 nm’de 2 ng tayin limitinde ¢alisan fotodiyot dedektorle
gerceklestirilmis. Lamotrigine bir i¢ standart olarak kullanilmistir. Her giin 8 kez olmak
lizere 8 giin boyunca istatiksel degisim metodu ile oldukga iyi diizeylerde dogruluk ve
kesinlik degerleri elde edilmistir. Merck C8 400 mg and Oasis HLB kartuslari
kullanilarak kan serumu ve idrardan yiiksek ektraksiyon ger kazanimlar1 elde edilmistir.
Ayirma, igerisinde octylsilica bulunan 10 mm, 250 x 4.6 mm boyutlarindaki analitik bir

kolonda oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
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Huafu Wang"® ¢

aydaki katesinler, kafein ve gallik asit analizi i¢in izokratik
eliisyon sistemi ile basit bir yiiksek performansh sivi kromatografisi gelistirmistir.
Ayirma sistemi; C18 ters faz siitunu, metanol/su/orto-fosforik asidin bir izokratik eliisyon
sistemi ve UV dedektoriinden olugsmaktadir. Bu metod yesil ¢ay i¢indeki katesinlerin
tekrarlanabilir ve dogru sonuglarla hizli ve rutin analizi i¢in uygun oldugu goriilmiistir.
Ayrica; bu metod biitliin ¢cay ve cay tirlinlerine uygulanabilir ve tespit etmek icin ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda oldugu kabul edilen (+)-katesinin ve yesil cay igin 1s1
islemi(tedavisi)icin bir Ol¢ii olarak kabul edilen (y)-gallokatesin gallatin tespiti icin
ozellikle uygun oldugu tespit edilmistir.

2.6.2 Kafein iceren karisimlarin Analizinde Kullanilan HPLC-MS

Yontemleri.

Marie-Sophie Caubet ve arkadaslar1” , atmosferik basing elektrosprey kaynagi ve
kiitle spektrometresini, sivi kromatografisi ile birlestirerek idrardaki isaretlenmis kafein
ve ondort farkli metabolitinin analizi igin gelistirmislerdir. Devaminda sigara
aligkanligina sahip ve oral kontraseptif yolla kafein alan kisilerden olusan, 20 saglikli
kontrol grubunda, kafein alim seklinin yilizdesi ¢ikarilarak, farkli karakteristik CYP1A2
aktivitesine bagh isaretli kafein oranlar1 belirlenmistir. Spesifik diyetden sonra bile
ortadan kaldirilmas1 ¢ok zor olan kafein metabolitlerinin, metabolik oranlarinin
hesaplanmas1 i¢in isaretlenmis kafein kullanimima dikkat edilmesi gerekir. Secici ve
yiiksek hassasiyetli kiitle spektrometresi tespiti igin, deneklerden sadece 3 saatlik
araliklarla idrar numuneleri toplanmistir. Karakteristik gruplar arasinda karsilastirilmalar,
isaretli kafeinin metabolit oranlari, CYP1A2 aktivitesindeki degisikliklere duyarl

markirlar oldugunu géstermistir.
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Ghada M ve arkadaslar’’® basit ve hizli déniisiim-yiiksek faz-performansli sivi
kromotografi prosediirii ile birlesirilmis bir fotodiyot dizi dedektorii uygulamasi (RP-
HPLC-DAD), gesitli gida ve i¢ecek uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilan dogal
antioksidanlardan olan, biiyiik katesinler, proantosiyanidin (procyanidinB2) ve caffeinin
25 maddelerini igeren iki popiiler bitki tiirii “Camellia sinensis L” ve iliziim g¢ekirdek
Oziitlerinin, farkli dogal karmasik varyantlarinin analizi i¢in gelistirmislerdir. Tim
birlesiklerin ayrilmasi bir isocraticelution sistemi kullanilarak 12 dakika iginde
basarmislardir. Mitkemmel dogrusallik tiim standart kalibrasyon egrileri i¢in gézlenmis
ve kolerasyon katsayilar1 0.9997 {izerinde oldugu goriilmiistiir. Pek ¢ok analiz edilmis
bilesik i¢in tespit sinirlart 2.80103 ve 2.51102 mg/ml; kantitatif sinirlar1 9.30103 ve
8.36102 mg/ml arasinda dagildigi goriilmiistiir. Gelistirilen bu metodun dogru ve hassas
oldugu bulunmus ve iyi bilinen dogal antioksidanlarda temel bilesenlerin rutin analizinde
hizl bir sekilde uygulanmastir.

Hao Li ve arkadaslari”® sivi kromatografisi ve tandem kiitle spektrometresine
dayandirilan hizli ve hassas bir metot gelistirerek, insan kanindaki Parasetamol, Kafein,
Psedoferin,  Klorofenilamin  ve  Kloperastin’in es zamanli miktar tayini
gerceklestirmislerdir. Ornekler siv1 bir sekilde hazirlandiktan sonra; sivi ekstrakt, analitler
ve standartlar 2,6 dk yiirlitme zamaninda hareketli faz olarak metanol, 10 mM amonyum
asetatve formik asit kullanilarak venusul MP-CLF kolonunda HPLC ters faz yoluyla
analiz edilmistir. Belirleme ¢oklu reaksiyon izleme modundaki elektrosprey pozitif ion
kiitle spektrometrisi ile yiirtitiilmiistiir. Bu metodda tiim analitlerin konsantrasyonlar1 su
ekilde sabitlenmistir; parasetamol 5.0.2000; kafein 10.4000; psedofedrin 0.25.100;
klorfeniramine 0.05.20; kloperastine 0.10.40. Calismada sabah ve aksam duyarliligina

gore SD:%11.3 ve SE:%S5 olarak tespit edilmistir.
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Bu calismada Cinli saghkli goniillillerde 5 analitin oral doz kombinasyon
uygulamasi sonrasinda farmakokinetiklerinin belirlenmesi basari ile gergeklestirilmistir.

Piero R ve arkadaslarl76 atmosferik basicta calisan kimyasal iyonizasyon kiitle
spektroskopisi (LC-APCI-MS) ve ters faz sivi kromatografisi Sivi-sivi ekstraksiyon
tabanli yeni bir yontem gelistirmek igin birlestirmislerdir. Bu yeni metod Flarida,
Biscayne Bay yakin kiy1 ekosisteminden alinan ylizey suyu Orneklerinde kafein
kalintisim1 belirlemede kullanilmistir. Boyle bir yontemi gelistirmedeki mantik insan
kaynakli atik kontaminasyonlarinin potansiyel ¢ozelti fazindaki izlerinden biri olan
metobolize olmayan kafeinin kullanimin1 degerlendirmek olacaktir. Pronlanmis
molekiiler iyonlar (M+H+) i¢in segilen iyon goriintileme (SIM) ile (APCI-MS)’ye
kombine edilmis HPLC kullanilarak 1 litre ekstrakte ve kondense su 6rneklerinden 500Al
hacimde elde edilen tuz ve temiz su 6rneklerinde bu yontem ile 4.0 Ng/l ye kadar diisiik
seviyede kafeini belirlenebilmistir.

Miami nehrinin 6nemli kollarindan birinden ve Biscayne Bay’in farkhi
bolgelerinden alinan ornekler analiz edilmis ve kafeinin bulundugu tespit edilmistir. Bu
alanlar 6nceden fecal koliform bakteri kontaminasyon ile suyun kalite kriterinin siirekli
agildigr bilindigi icin segilmistir. Pozitif bulgulara sahip Orneklerdeki kafein
konsantrasyonu genel olarak 41 Ng/L ve bu miktardan daha diisiik seviyede oldugu
belirlenmis. Bununla birlikte Miami nehiri ve Biscayne Bay alanlarindan toplanan

ornekler arasinda goze ¢arpan farkliliklar varlig1 kaydedilmistir.
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2.6.3 Kafein iceren karisimlarin Analizinde Kullanilan Kapilerelektroforez
Yontemleri.

Cay diinyadaki en popiiler i¢eceklerden biridir. Cay icerisindeki maddeler ile ilgili
Ozellikle de katesinler igin pek ¢ok veri mevcuttur ve son zamanlarda da artmaktadir.
Hideki Horie ve Arkadaslarl77 HPLC ve HPCE analitik metodlarin1 kullanarak analiz
edilen ¢ay maddelerinin raporlarini derlemislerdir.

Hideki Horie ve atrkadatslarl78 yesil ¢aym niteliksel olarak 6nemli bilesenleri
(theanine, kafein, askorbik asit, (2)-epikatesin, (2)-epigallocatechin, (2)-epikatesin gallat
ve (2)-epigallocatechin gallat) kapiler elektroforez kullanilarak es zamanli olarak analiz
etmislerdir. Sodyum dodesilstilfat’in 50 mM’1n1 igeren borat tamponu (80 mM, pH 8.4)
hareketli faz olarak kullanilmistir. Oolong ¢ayi, siyah cay ve yesil cay ekstreleri bu metot
kullanilarak analiz edilmistir. Farkli zamanlarda toplanan ve tek siirgiinde farkli
pozisyonlardan yaprak drnekleri alinan yesil caylar da bu metot kullanilarak Sl¢iilmiistiir.
Bu metot sonuglara gore, bilesenlerin analizi i¢in 6nemli Ol¢lide zaman ve is giicli
tasarrufu yaptigini ve taze ¢ay yapraklarinin karakterizasyonu ile ¢aylarin (6zellikle yesil
cayn) kalite tahmini i¢in oldukc¢a faydali oldugunu gostermistir.

N. Maeso ve arkadaglar’® cekilmis veya filtrelenmis kahve ile ilgili yaptiklar: bir
pyroglutamat 6n ¢aligmasi ile baz1 liyofilize kahvelerin 10 kat daha artmis oldugunu
gostermiglerdir. Pyroglutamatin kayda deger sayida zihinsel aktiviteyi arttirici etkileri
oldugunu vurguladiklar1 ¢alismada, ayn1 zamanda kahvenin geleneksel olarak kafein ile
iliskilendirilen etkileri ile ilgili olabilecegini gostermislerdir. Pyroglutamate hafiza ve
O0grenmeyi gelistirerek, ratlarda anti-anksiyete etkilerinin var oldugunu ortaya
koymuslardir. Bu nedenle, kahvedeki kafein ve pyroglutamatin birarada belirlenmesi i¢in

kapiler elektroforez tabanli yontemi gelistirerek valide etmistlerdir.
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Ayirma islemlerinde, 130mM SDS ile pH'st 9.5 'olan 50 mM borat tamponu ile
Meck sartlart kullanilmistir. 10 kv potansiyel uygulanmis ve 200 nm'de 6l¢iim
yapilmustir. Siirecte piyasadan temin edilen 10 adet ¢oziintir kahve iriinii 6lgtilmis,
kafein ve pyroglutamat diizeyleri karsilastirllmistir. Kafeinli olsun ya da olmasin yiiksek
piroglutamatli bu kahvelerin sedatif/stimiilan 6zellikleri, kavramayi artirici etkileri farede
test edilmistir.

Kafein ve analoglarinin belirlenmesi c¢esitli analizler i¢in 6nemlidir ve gidadan
klinik 6rneklere kadar degisen aralikta matris ¢esitlerinde yapilir. Ters-faz HPLC birgok
laboratuvarda standart analiz protokolii haline gelmisken, kapiler elektroforezin ytiksek
ayirma verimliligi ve daha kisa ayrilma zamani avantajlar1 vardir. Bu kapsamda, Yeping
Zhao ve arkadaslari® kafein ve metabolitlerinin (theobromine paraxanthine, teofilin ve
1,3,7-trimethyluric asit) misel kapiler elektroforez (MECC) ayirimi misel faz olarak
sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilarak arastirmislardir.

PH’in etkisi, misel konsantrasyonu, tampon konsantrasyonu, iyonik kuvvet,
tampon tuzlari, uygulanan gerilim ve enjeksiyon zamani; ilagta, yiyecekte ve viicut
stvilarinda kafeinin ve dort analogunun tayini i¢in optimum sartlarin bulunmasi i¢in
calisilistir. Ornekler, tatminkar bir ¢oziiniirliik ve tekrarlanabilirlik ile direkt enjeksiyon
kullanilarak analiz edilebilir bulunmustur.

Tuulia Hy6tyldinen ve arkadaslari®™, biyolojik sivilar ve ilaglarda, amphetamine,
morphine, heroin (acetomorphine), kodeine (methylmorphine) ve kafein’in simultane
belirlenmesi ve hizli goriintiilenmesi i¢in glivenilir bir metot arastirmasi yapmislardir.
CZE ve MEKC 200 ve 220 nm ile, insan serumu ve urinde analitlerde kesfedilmistir.
Yeterli seperasyon CZE 1i onciil ¢alismalarda elde edilemedigi igin, ileriki gelismeler

MEKC metodu iizerine odaklanilmistir.
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Sodium lauryl sulfate (pH 10.5) igeren Glycine buffer MEKC ayristirilmasi igin
kullanilmistir. Analitler ve karboksilik asit marker tamamlayicilar1 olarak, kisa kapiller
metod ile 2 dk dan az siirede goriintiilenebilir oldugu gosterilmistir. Calisilan dalga
boyunda absorbe olan markerlar ve endojen tamamlayicilar tek seferde yeterince
ayristirilabilmistir. Bilesenlerin migrasyon siireleri sirasyila kafein, morfin, eroin, kodein
ve amphetamine de artirilabilir. Seperasyonun tekrarlanabilirligi iki karboksilik asit ile,
analitlerin migrasonunu belirlemede marker bilesenleri gibi kullanilarak test edilmistir.
Migrasyon ig¢in relatif standart deviasyon yiizde 1 indeksinden daha az oldugu
goriilmiistiir.

Qian-Li Zhang® teofilin ve kafeinin hassas bir sekilde belirlenmesi ve hizlica
ayrilmasi igin elektrokimyasal deteksiyon ile entegre, poly(dimetiloksan) (PDMS)
mikrokanalitik  elektroforez  sunmuslardir. Metanol’iin, katki maddesi olarak
kullanilmasiyla pik sekli ve ¢oziilmesi 6zellikle gelistirilmistir.

Analit, 10%’luk (h/h) metanol i¢eren (pH 9.2) 5.0mM borat ¢6zeltisinin akiskan
tamponunda sadece 40 s’de iyice ayrilmistir. Sirasiyla kafein ve teofilin i¢in linear aralik
6M’dan 0,6mM’a kadar oldugu goriilmiis ve deteksiyon limiti 4m’ olarak belirlenmistir.
Onerilen metot rat serumu ve idrarinda kafein ve teofilini tespit etmek icin basariyla
uygulanmistir.

J.P. Aucampa ve arkadaslan®®, bes cay katesini olan tianin, kafein, galik asit ve
askorbik asidin es zamanli analizi igin, miselli elektrokinetik kapiler kromatografi metodu
gelistirmislerdir. Katesinler 2- epikatesin, 1-katesin, 2-epigalokatesin, 2-epikatesin galat
ve 2-epigalokatesingalat’ tir. P-Nitrofenol her referansa ve standarta uygulanmistir. Biitiin

bilesimler 13 dakikada, 57cm lik silikasiz kolon ile ayristirilmistir.
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Kolon verilerinin 200nm de absorbans degerlerine bakilmistir. Bu method, taze
cay yapraklar1 ve ¢ay likoriindeki bilesiklerin dlgiilmesinde kullanilmistir. Biitiin analitler
i¢in bulgularin araligi Img/ml ile 20mg/ml arasinda oldugu goriilmiistir.

Deniz Emre ve arkadaslar184, PAR, KAF ve PRO nun iiglii kombinasyonunu
iceren farmatik preparasyonlanlarin analiz edilmesi i¢in yeni bir micellar electrokinetik
kapiler kromatografik metot gelistirmislerdir. En iyi sonuglar elektrolik bekraund olarak
20 mM pH 9.0 borat tamponu igeren 30 MM sodyum dodesil siilfat kullanilarak elde
edilmigtir. DIF, IS olarak kullanilmistir. Ayrim Fused silika kapiler borusunda (50
minternal diametre, 44 cm toplam uzunluk, 35.5 cm efektif genislik) 25 °C’da , ii¢
saniyelik 50mbar basing altinda ve 29 kV potansiyel fark altindaki hidrodinamik
enjeksiyon ile gergeklestirilmistir. Belirleyici dalga boyu 200 nm olarak tespit edilmistir.
Bu kosullar altinda migrasyon siireleri par icin 5,174, kaf i¢in 5,513, dif i¢in 7.195, pro
icin 9.366 dakika olarak tespit edilmistir. Metot igin Linearite araligi par ve Kaf igin 2.200
gmL™, pro icin 3.200 gmL™. olarak belirlenmistir. Belirleme limitleri par ve kaf icin 0,6,
kaf, pro igin 0,8 bulunmustur. Onaylanmis caligmaya gore, gelistirilen metotun kesin,
giivenli, hassas, spesifik, saglam ve kuvvetli oldugu ispatlanmigtir. Tiirkiye’ de farkli
firmalarca iretilen Farmatik preparasyonlar, gelistirilen metot ile analiz edilmistir. Ayni
preparatlardan biri literatiirdeki gibi the derivative ratio spectro zero-crossing

spectrofotometrik methotla analiz edilmistir. Istatistiksel anlaml1 fark bulunmamustr.
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2.6.4 Kafein iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Kemometrik
Yoéntemler.

Erdal Din¢® Kafein ve parasetamoliin tablet formiilasyonundaki simiiltane analizi
igin, iki spektrometrik metot ve HPLC metodu tasarlamistir. Oran spektrumu metodu,
kafein i¢in 267.9 ve 291.0 nm, parasetamol icin 237.0 ve 251.8 nm’de Olgiilerek elde
edilen analitik sinyallerin ilk tiirev metodu spektrumunda kullanilmasi iizerine
kurulmustur. Kalibrasyon grafikleri kafein i¢in 4-40 mg:ml, parasetamol igin ise 8-48
mg:ml lik c¢alisma konsantrasyonlarnda hazirlanmistir.  Vierordt metodunda
parasetamol’iin degeri A 1 1 (1%, 1 cm) dir ve kafeinin determinasyonu zero-order
spektrumu icinde 242.9 ve 273.0 nm’de gerceklestirilmistir. Matrixi i¢in A 1 1 (1%, 1
cm) degeri yazilmistir ve her iki ilacin miktarlarinin ortalamalari matlab yazilimi ile
hesaplanmistir. Spektrofotometrik metot ile elde edilen sonuglar HPLC metodu ile elde
edilenler ile karsilagtirilmistur.

Erdal Din¢®®, kafein, parasetamol ve metamizol’iin iicli karisimlarinin
spektrumlarinin  giiglii girisim yaptig1 ortamda, karisimim multireziilisyonu igin ¢ok
degiskenli spektral kalibrasyon metotlart olan tri-linear regresyon-kalibrasyon (TLRC) ve
coklu-dogrusal regresyon kalibrasyon (MLRC) olarak adlandirilan metotlar,
gelistirilmistir. Kalibrasyon algoritmalart KAF/PAR/MET den olusan ii¢lii komponent
sistemi i¢in tammlanmustir. Ug bilesenin degisik sentetik karisimlarini kullanarak TLRC
ve MLRC metotlariin validasyonu saglamis ve ismi gegen komopnentleri igeren gercek
ticari tablet karisimlarina uygulaistir. TLRC ve MLRC metotlart hizli, uygulamasi kolay,
ucuz ve gii¢lii araglardir, ayrica {i¢lii yahut daha fazla komponent iceren sistemlerin ¢oklu
¢Oziinlirligli icinde basit bir matematiksel icerige sahiptir. Tiim datalar MAPLE V,
EXCEL ve SPSS 10.0 yazilimlaniyla tiiretilmistir. Metotlar literatiirdeki diger metotlar ile

kiyaslanmistir.
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David C. Grant ve arkadaslan®” kafein ve riboflavin, nikotin amid, piridoxin
vitaminlerinin ~ ¢esitli  enerji  iceceklerindeki analizinde yeni bir yaklasimda
bulunmuslardir. Hizli kiigiik-molekiillii analiz yaklasimi olan bu metot MALDI-TOMFS
basarili bir sekilde kullanilmistir. Bes ana Maltin matrisi test edilmistir. o siyano-4-
hidroksinamik asit yiiksek seker igerikli enerji ie¢ecekleri i¢in daha uygun bulunmustur.
Yaklagik 500:1 mol oraninda CTAB matrix On siipresorii olarak kullanilmistir.
CC.ESI.MS tarafindan karsilastirma amaciyla ayni analizlerle UV saptamasi ile enerji
iceceklerindeki miktarlar1 belirlenmistir. Kantitatif olarak 4 analizin kalibrason egrileri
gostermistirki, isaretlenmis siirfaktan-mediated metot geleneksel MALDI. TOF. MS ile
kiyaslanarak  kullanildiginda, korelasyon katsayilar1 0,989  (nikotin  amid),
0,991 (pridoksin), 0,983(kafein) ve 0,987(riboflavin) oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica
yiizey aktif MALDITOF-M sonuglarmin, LC sisteminden elde edilenler ile
kiyaslanabilecegi gézlemlenmistir.

M.R. Khoshayand®®, farmasotiklerdeki parasetamol, ibuprofen ve kafeinin UV
spektrofotometri kullanarak, kemometrik yaklasimla es zamanl determinasyonu igin
basit bir alternatif yol rapor etmistir. Paresatamolun ibupforen ve kafeinin spektrumlart,
yatay aralik icinde cesitli konsantrasyonlarda kaydedilmis ve metanol icinde Inm lik
aralikla 200 ve 400 nm dalga boyu araliginda kalibrasyonu i¢in kullanilmistir. Kismi en
kiiglik kareler (PLS), genetik algoritimasi PLS ile birlestirilmis (GA-PLS) ve temel
bilesen-yapay noral ag§ (PC_ANN) metodu, verinin kemometrik analizi i¢in kullanilmig
ve kemometrik prosediirlerin parametreleri i¢in uygun hale getirilmistir. Bu kemometrik
metotlarin analitik performanslar1 bagil tahmin hatalar1 ve % geri kazanim degerleriyle
nitelendirilerek birbirleriyle kiyaslanmigtir. GA-PLS genetik algoritmi kullanarak tahmin
kapasite kayb1 olmadigindan ve PLS kalibrasyonundaki dalaboyu se¢iminden o6tiirii diger

uygulanan ¢ok degiskenli metotlara kars1 tistiinliik gosterdigi bildirilmistir.
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Her nekadar bilesenler 6nemli Olgiide spektral bir ortiisme gosterseler de, bunlar
higbir 6n ayirim adimi gerektirmeyen eszamanli ve siiratli bir sekilde saptanmistirlar. Bu
lic metot da farmasotik formulasyona, kapsiile geri doniisiim sonuglarinda da belirtildigi
gibi eksipiyanlardan gelen her hangi bir tesir olmadigr goriilmiis. Bu Onerilen metotlar
basit ve hizlidir ve alternatif analiz araclar1 olarak ilaclarin kalitelerinin kontrol
edilmesinde kolaylikla kullanilabildigi ortaya koyulmustur.

Erdal Ding ve arkadaslarl89 ilaglarin bilesimlerinde bulunan klorfenoksamin
hidroklorid (CP)ve kafeinin es zamanli determinasyonu i¢in ii¢ yeni metot
tanimlamislardir. Ilk metotta 0.1 M HCI iceren ortamda, bilesenlerden her birinin
spektrumlarin1 kendi icinde ortak bolen olarak kullanmak suretiyle elde edilen oran
spektrumunun, ilk tiirevininde (yan iiriin), iki ila¢ i¢in de maksimum ya da minimumlara
karsilik gelen dalga boylarinda elde edilen analitik sinyaller, ikincil tiirev
spektrofotometrisi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Diger iki metot olan klasik en kiiciik kareler
(CLS) ve ters en kiiciik kareler (ILS) metodunda konsantrasyon data matrisleri ili¢larin
0.1 M HCI igeren ortamda sentetik karisimlarim kullanilarak hazirlanmastir.
Konsantrasyon data matrisine karsilik gelen absorbans data matrisi, 225-285 nm
araliginda XX=5nm intervallerle alinan 13 dalga boyunun absorbanslarin zero-order
spektrumlarinin dlgiilmesiyle elde edilmistir. Kalibrasyon ve regresiyon karigimlarinda
CP ve CAFin bilinmeyen konsatrasyonlarinin tahmini i¢in absorbans data matrisi ve
konsantrasyon data matrisi kullanilmigtir. Rakamsal degerler kemometrik metotla
MAPLE V yazilim kullunarak hesaplanmistir. Prosediirler higbir 6n ayirma adimi
gerektirmemektedir. Metotlarin dogrulugu ve kesinligi ilaglarin sentetik karigimlarin
analizinin yapilmasiyla dogrulanmistir. Bu {ic metot da bir farmasotik formiilasyon ve

seker kapli tabletlere basariyla uygulanmis ve sonuglar birbiriyle kasilagtiriimistir.
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Erdal Ding ve arkadaslarlgo, On bir ayrim olmaksizin metamizol asetaminofen ve
kafein igeren {iglii bir karisimin ¢ok bilesenli spektrofotometrik analizi i¢in, ters en kiigiik
kareler (ILS) ve faktore dayali temel bilesen analizi (PCA) tekniklerini 6nermislerdir. Bu
kemometrik tekniklerde, absorbans degerlerinin 6l¢timleri zero-order spektrumunda 0.1
M HCI de bu aktif igeriklerin farkli iigiil karigimlarinin spektral dagilim aralig1 225 den
285’¢ 5 nm intervallerle 13 dalga boyunda gerceklestirilmisdir.

Absorbans verileri ve konsantrasyon matris veri setleri kullanan her iki teknigin
de hazirlanan kalibrasyonlar1 ternari (ii¢lii) karisimlarinda metamizol asetaminofen ve
kafeinin bilinmeyen konsantrasyonlarinin tahminini yapmakta kullanilmistir. Rakamsal
hesaplamalar i¢cin “MAPLE V” yazilimi1 kullamilmistir. ILS ve PCA teknikleri igin
ortalama iyilesme ve rolatif standart sapma sirasiyla birinci ve ikinci teknikler igin
kafeinde %99.8 ve 1.68, %99.9 vel.66,meetamizol i¢in %99.8 ve 1.84, %100.4 ve 2.85
ve asetaminofen i¢in %99.7 vel.04, %99.6 ve 1.34 olarak bulunmustur. Bu teknikler
Tiirkiye’de pazarlanan iki farmakotik formulasyona basariyla uygulanmis ve sonuglar
yeni bir yiiksek performansli likit kromotografi metoduyla karsilagtirilmastir.

Erdal Ding ve arkadaslari®, metamizol, acetaminophen, ve kafinden olusan iiglii
karigimlarin - spektrofotometrik multikompenent analizleri i¢in her hangi bir 6n
ayristirmaya ihtiyag duymayan ters en kiigiik kareler (ILS) ve faktore dayali PCA
tekniklerini tasarlayarak onermistir. Bu kimyasal 6l¢iim tekniginde, 0.1 M HCI iginde ti¢
farkli karisimdan olusan aktif igeriklerin zero-order spektrumlarinin asorbans degerleri,
225 ile 285 nm dalga boyu aralig1 icerisinde bulunan 0.5 intervallik araliklarla belirlenmis
13 dalga boyunun Ool¢iilmesiyle elde edilmistir. Biitiin tekniklerin kalibrasyonlari,
bilinmeyen tglii karisim konsantrelerinde metamizol, asetaminofen ve Kkafeinin
yogunluklarini tahmin etmek icin absorbans data ve konsantre matriks veri seti

kullanilarak diizenlenmistir. Sayisal hesaplamalar icin MAPLE V yazilimi kullanilmagtir.
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ILS ce PCA teknikleri i¢in geri doniisiim ve standart sapma degerleri sirasiyla,
kafein i¢in 99.8, % 1.68, 99.9 ile 1.66%, metamizol i¢in 99.8, 1.84%, 100.4 ile 2.85%
asitominofen i¢in 99.7, 1.04 %, 99.6 ve 1.34% olarak tespit edilmistir. Methodlar Tiirkiye
‘de satilan iki farmasotik formiillerede basariyla uygulanmis ve sonuglar yiiksek
performansli likit kromotografi methoduyla karsilastirilmistir.

Erdal Ding ve arkadaslan®, tablet formundaki kafein ve parasetamolun simultane
analizleri i¢in iki ayr1 spektrofotometrik metot ile yiiksek performans sivi kromotografi
teknigi onermektedirler. Spektrum oranlarindan tiiretilmis methotun verileri, kafein i¢in
267.9 ve 291.0 nm ve parasetamol i¢in 237.0 ve 251.8 nm Ol¢iilerek elde edilen analitik
sinyallerden elde edilmistir. Kalibrasyon grafikleri kafein i¢in 4-40mg:ml araliginda,
parasetamol i¢in 8-48 araliginda hazirlanmistir. Vierordt’s methodunda , A 1 1 (1%, 1
cm) parasetamol ve kafein degerleri sifir dereceli spektrum iginde 242.9 ve 273.0 nm
olarak belirlenmistir. A 1 1 (1%, 1 cm) i¢in matris degerleri yazilmistir ve biitiin ilaglarin
miktarlari, Matlab yazilim programi kullanilarak hesaplanmistir. Bu spektrofotometrik
methodlarla elde edilen sonu¢lar HPLC methodunun sonuglari ile karsilastirilmistir.

Erdal Ding ve arkadaslan®, zero- crossing tekniginin kullanildigy, siirekli dalgacik
analizi tizerine kurulu bir teknik gelistirmislerdir. Gelistirilen bu teknigi kafein ve
propifenazom’un, karigiminin ¢aligma araligindaki ¢akisan sinyalleri varliginda, yiiksek
¢oziiniirlik elde etmek i¢in uygulamislardir. Dalga ailelerinin optimizasyonlart bu
karigim i¢in tamamlanmistir. De-noise prosediirii 4-seviye Haar siireksiz dalga doniistimii
kullanilarak gergeklestirilmistir ve sonuglanan de-noise sinyalleri siirekli Mexican ve
Haar doniisiim metotlar1 ile arastirilmistir. Sonug olarak, zero-crossing teknigi, Ca ve Pr
igeren farkli karisimlarin bilesiminin analiziyle test edilen sinyallere doniistiiriilmiis ve

yapilandirilmis kalibrasyonlara uygulanmaistir.
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Biitiin hesaplamalar EXCEL ce Matlab 6.5 yazilimi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen sonuclar kullanilan metotun karisim analizleri i¢in esnek ve uygulanabilir
oldugunu gostermistir.

2.6.5 Kafein iceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Spektrofotometrik

Yontemler.

Carla Isabel Rodriguesa ve arkadaslan™, gelistirdikleri Kati faz ekstraksiyon
metodu ile koyu kahve orneklerinde bulunan 7 organik asitin (asetik, sitrik, formik,
malik, pirivik, kuinik ve siiksinik) incelenmesinde kullanmistir. Kahve igeriginde
bulunan kafein ise digerlerinden farkli olarak UV/HPLC (RP/UV-HPLC) de ters faz
metodu kullanilarak belirlenmistir. Kullanilan metot biitiin analitler igin iyi bir hassasiyet
ve linearite gostermistir. bir uygulamada, robusta ve arabica tiirlerinden alinan 20 kahve
ornegi test edilmistir. Koyu kahve numuneleri ISO 6668 standartlarinda hazirlanmistir.
Sensor analizi i¢in numunelerin yesil kahve-orneklerinin hazirlanmig ve sonuglar diger
kahve oOrneklerinden olusturulan bir tablodan elde edilen sensor degerleriyle
karsilastirilmistir. Robusta kahvesinin yiiksek dozda kafein igerdigi gosterilmistir.
Toplam asit igerigi, cografi bdolgesindeki yesil kahve ve diger kahve tipleriyle
belirlenerek cesitlendirilmistir. Her kahve 6rnegininde sicak ortamda son asidik 6zelligi
analiz edilmistir.

Suresh C. Ve arkadaslarlgs, eski calismalarin devami olarak, temelinde Vierordt
metodu ilavesi olan, meklozin hidroklorid, pridoksin hidroklorit ve kafein in iiglii
karigimi incelemislerdir. Coziicli olarak 0.01M metanolik sodyum kullanilarak, karisim
¢ozeltilerinin absorbanslari, 230, 273 ve 307 nm olarak kaydedilmis. Es zamanli

denklemlerle ti¢ ¢6zeltininde konsantrasyonu belirlenmistir.
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Ali Reza Khanchi ve arkadaslarl%, theobromin ve kafein miktarini belirlemek igin,
basit, hizli ve ekonomik bir spektrofotometrik yontem olarak kullanmiglardir.
Komponentler aarasindaki siki girisim sebebiyle suni sinirsel bir ag metodu
kullanilmistir. 230-300 nm araliginda 1 nm lik intervaller ile spektral ¢alisma yapilmustir.
Girdi ve ¢ikt1 katmanlar1 arasinda dogrusal aktarim islevi gérevini yapam yapay sinir agi
yontemi, (5-5-3) dort cesit Iran cayr orneginde metilksantin konsantrasyonunun
belirlenmesi amaci ile uygulanmistir. Model PLS modeli metodu ile karsilastirilmais,
tandart metod olarak HPLC teknigi kullanilmistir.

Ahmed Ashour”, bu calismasinda farmasétik preperatar ile laboratuarda
hazirlanan karisimlardaki parasetamol ve kafeinin es zamanli analizi igin iki
spektrofotometrik analiz yontemi gelistirmistir. PCT ve KAF’in basit spektrofotometrik
analizleri, spektral ortiismeleri nedeniyle pek miimkiin olmamasina karsin, bu ¢alismada
Onerilen methodlar olan, siirekli dalga doniisiimii CWT ve tiiretilmis doniisiim (Savitsky-
Golay Filters) metotlar1 her bir KAF ve PCT’nin kantitatif yoldan belirlenmesi i¢in
kullanilmistir. Birgok dalga boyu serisi denenmistir. Coifl ve Sym2’in optimum sartlarda
en 1yl sonucu verdigi bulunmustur. Spektra oraninin doniigen sinyalleri biitiin
kompenentlerin kalibrasyon kivrimlarini isaretlemek i¢in kullanilmistir. Kalibrasyon
validasyonunun ongoriilebilirligi, kullanilan bu metotlarin biitiin ilaglarin ¢esitli sentetik
karisimlarinda  uygulanabilirligi ile kendini 1spatlamaktadir. Onerilen methodlar
farmasotik preperasyonlardaki KAF ve PCT tahmini ig¢in kullanilmistir. Elde edilen
sonuglar istatistiksel olarak HPLC methodu bir referans ile karsilastiriimig, elde edilen
sonuclar ve referans method sonuglar1 arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Onerilen
methodun basit, hizli, ucuz ve hassas olmasi1 nedeniyle kalite kontrol laboratuarlarinda

her iki ila¢ karistminin giinliik ve rutin analizlerinde kullanilmasini 6nermislerdir.
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8 Phenilpropanolamine Hydrochloride, kafein ve

Carola F ve arkadaslarl9
Diazepam tablet formiilasyonunun determinasyonu i¢in hizli, giivenilir ve spesifik UV
spektrofotometrik metot, gelistirmislerdir. Bu metod sivi kromotografi ile karsilastirilarak
dogrulanmig ve ilaglarin kantitatif analizi i¢in kullanilmistir. Yukarida ad1 gecen I,11,111
bilesikleri i¢in kullanilan metotun lineerlik aralig1 sirasiyla 0.36-0.88, 0.012-0.028 ve
0.036-0.084 mg/ml olarak tespit edilmistir. HPLC korrelasyon katsayilar1 2=0.997, r II 2
=0.999, r III 2 =0.999 ve spektrofotometrik katsayilar r I 2=0.998, r 11 2 =0.996, r Ill 2
=0.999 olarak bulunmugstur. LC ve Uv metodlar1 miikkemmel bir hassasiyet ve dogruluk
gosterdigi goriilmiistiir.

Hassaslik degerleri LC 0.2-0.9 ve UV 0.15-0.72 CV degerleri arasinda
belirlenmigtir. Bagka bir deyisle sirasiyla LV ve UV i¢in 0.1-1.8 ve 0.32-1.11 CV
degerleri arasinda kesinlik degerleri elde edilmistir. Her iki metod i¢in geri kazanimlar
%98.04 dolaylarinda hesaplanmistir. UV ve HPLC metodlar1 farkli orjinli tabletlerde I, 11
ve III igerigi belirlemek icin basariyla kullanilmastir.

D.K. Singh ve arkadaslarlgg, teofilin ve kafeinin farmasotik formiilasyonlardaki
tayini igin spektofotometrik 6l¢iimle baglanti yeni bir saflastirma metotu tanimlamistirlar.
Metod asetik asit varliginda sodyum metaperidat ile teofilin ve kafeinin oksidasyonu
takip eden MBTH’1n maksimum 630 nm de mavi renkde 1sima yapan bir {iriin olusturma
yontemine dayanmaktadir. Tanimlanan bu yontem ile tabletlerdeki kafein ve teofilin
kantitatif yoldan tespiti i¢in uygulanmustir.

Elde edilen sonuglar Ingiliz Farmakopesi (BP) yontemi ile elde edilen sonuglarla
karsilagtirilabilir sonuglar ortaya konmustur. Yaygin kullanilan katki maddesi olan

eksipiyenler 6nerilen yontemde farmasdotik preparatlarla karismadig tespit edilmistir.
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E. Luque-Pe'releO, kahve ve c¢ay Orneklerinde kafein’ in belirlenmesi ig¢in
temelinde sivi membranlarla desteklenme olan, bir akim sistemi gelistirmistir. Numune
hem kati hem de bulamag halinde analiz edilebildigi séylenmistir. Numune kat1 ise direkt
olarak membran iinitesine yerlestirilmis, numune bulamac¢ halinde ise siirekli membran
iinitesine basingla verilmistir.

Her iki durumda da, kafein Orneklerden salinarak asidik bir alict akimi olan
PTFErn-undecane:hexyl eter membrana ge¢mistir. Bu akim spektrofotometrik detektore
giderek ve kafeinin 274nm de absorbansinin 6l¢iilmesini saglamigtir. Bu metod, 0,5 ile 15
g lyl arasinda lineer 6zellik gosterdigi tespit edilmis, standart sapma verisi ise %3,7
olarak hesaplanmustir.

E. Ding*™ klasik en kiiciik kareler (CLS) ve temel komponent regresyon (PCR)
tekniklerini, her hanig bir 6n kimyasal ayirma prosediirii kullanilmaksizin asetaminofen
ve kafein igeren tabletlerin es zamanli analiz igin 6nermistir. Kemometrik kalibrasyonlar
her iki ilacin 0.1 M HCI karisimi i¢inde hazirlamistir.

Elde edilen veriler 215-285 nm dalga boyu araligindaki 15 degerde 6lgiilerek elde
edilmistir. Elde edilen kemometrik kalibrasyon yontemleri asetiminofen ve kafein
numunelerinin analizi i¢in kullanilmistir. Sayisal hesaplamalar MAPLEV yazilimi ile
yapilmustir. Sentetik karisimlara iki teknik uygulanarak standart sapma ve ortalama
verimleri CLS ve PCR tekniklerinde sirasiyla kafein ig¢in %99.9, %1.92, %100.0
ve%]1.178, asetominofen i¢in %99.5, %1.29, %99.7 ve %1.00 olarak bulunmustur. Elde
edilen bulgular, daha 6nce denenmis referans bir HPLC metodu ile karsilastirilmistir.
Gelistirilen her iki, metod iki ilacin farmasétik tablet formiilasyonunda basariyla

uygulanmistir.
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2.7  Aspirin i¢ceren Karisimlarin Analizinde Kullanilan Analitk Yéntemler

2.7.1 Aspirin iceren Karisimlarin Analizinde Kullanmilan HPLC Yéntemleri.

Agel ve arkadaslari’®, sinir ilact olan pyridostgmine bromiir (PB;3-
dimethylaminocarbonyloxy-N-methyl pyridinium bromide) ve agr1 kesici ilaglar olan
asetaminofen, asetilsalisilik asit ve uyaric1 olan kafeinin (3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1
H-purine-2,6-dione) fare plazmasi ve idrarindaki ayrimi ve miktar taini i¢in metot
gelistirmistir.

Bilesikleri ayiriminda C18 Sep-PakR kartuslar1 kullanilmis ve daha sonra ters faz
C18 kolonlu ile yiiksek performansli s1vi kromatografisi (HPLC) ile analiz edilmis ve 280
nm'de ise UV o6l¢iimii yapilmustir. Bilesikler (pH 3.0) olan % 15-85 asetonitril su
karisimindan miitesekkil gradiyentte 1 ile 1.5 ml / dakika akis hiz1 ile 14 dakikalik bir
stire icinde ayrilmistir. Alikonma siireleri 8.8 ile 11.5 dk arasinda degismektedir.

Kantitasyon sinirlar1 150-200 ng / ml iken tespit limitleri, 100 ve 200 ng / ml
arasinda degismekte oldugu bildirilmistir. Bes Ornekten pridostigmin bromiir igin,
asetaminofen, asetilsalisilik asit ve kafein’in kanplazmasi ve idrar i¢in Sl¢iilmiis ortalama
geri kazanim degeri plazma i¢in 70.99.5, 73.79.8, 88.69.3, 83.97.8, ve idrar i¢in 69.18.5,
74.58.7, 85.99.8, 83.29.3 olarak tespit edilmistir. 100 ve 1000 ng/ml arasindaki
konsantrasyon degerlerinde pik alanlar1 ve konsantrasyon arasindaki iligki dogrusaldir.
Endojen plazma veya idrar bilesiminden elde edilen sonugta kromatogramlarinin
hicbirinde girisim yapan bir pike rastlanmamistir. Bu yontemde maddeler sicanlara oral
yolla verilmistir.

K Kranthi %, pekgok meyve ve sebzede yaygin olarak bulunan ¢ vitamininin
indirgenmis ve okside formlari, askorbik asit (AA) ve dehidroaskorbik asit (DHA)
greyfrut i¢inde stabil kalmasimi saglayan faktorlerin optimizasyonu ve validasyonu

amactyla yeni 6zgiin bir ¢caligsma yapmustir.
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Optimize edilmis olan metot diger meyve ve sebzelerdeki AA DHA nin miktar
taini i¢in kullanilmigtir. Stabilizasyon ve validasyon ig¢in yapilan caligmalar greyfurt
suyundan AA’y1 1, 3 ve 5 g/100 mL oraninda karistirilan metafosforik asit (MPA) ve
trikloro asetik asit kullanarak yapilan ekstraksiyon ile elde edilmistir.

Greyfurttan 1, 3 and 5 g/100 mL MPA kullanilarak yapilan ekstraksiyonda AA
seviyeleri stabil iken (TCA) kullanarak yapilan ekstraksiyonda elde edilen ornekler 48
saat i¢inde bozulma gostermislerdir. Calisilan ti¢ indirgen ajan arasindan, tris (2-karboksi
etil) fosfin hidrokloriir (TCEP) DHA’y1 verimli bir sekilde doniistiirmiistiir ve 2.5 mmol /
L konsantrasyonundaki (TCEP) i¢inde drnekler 48 saat boyunca stabil kalmistir. Diisiik
pH DHA’nin TCEP kullanilarak tamamen doniistiiriilmesi ditiyotretol’e nazaran daha ¢ok
tercih edilir oldugu gézlemlenmistir.

Cesitli meyve ve sebze arasinda yapilan incelemede en yiiksek seviyede AA 260.1
mg/100 g degeri ile guavada ve en yiliksek DHA ise 58.6 mg/100 g ile maydanozda
gozlenmistir. Optimizasyonu yapilmis olan mevcut yontem, meyve ve sebzelerde iki giin
stireyle oda sicakliginda AA ve DHA nin bozunmasini énlemistir.

Dini ve arkadaslari’®, serbest asetilsalisilik asit, serbest salisilik asit, ve serbest
salisilik asit art1 salisilik asitin, alkali hidrolizi sonrasi1 gidalardaki tain ve teshisi icin
floresans 6l¢iimiiyle birlestirilmis duyarli ve hassas bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Asetilsalisilik asit postkolon hidrolizi, sonrasi salisilik asite gevrilerek saptanmustir.
Metotla birlikte Serbest asetilsalisilik asit ve salisilik asit geri kazanimi %95-98 olarak
tespit edilmis, asetilsalisilik asit katkili gidalar icin ise salisilik asit geri kazanimi %95
oldugu gozlemlenmistir. Taze gidalar igin tespit limiti tiim 6rnekler i¢in 0,02, kurutulmus
gidalar icin ise 0,2 mg/kg olarak tespit edilmistir. Onceden gidalardan yiiksek miktarda
salisilat oldugu diistiniilmekteydi, ancak arastirmasi yapilan 30 gidanin hig¢ birinde asetil

salisilik asit bulunamamustir.
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Free-plus-bound salisilikasit ve serbest salisilik asit icerigi sebzelerde 0’dan 1
mg/kg’a meyvelerde ise 3 den 28 mg/kg’a kadar degismektedir. Béylece gidalarda ¢ok az
miktarda salisilik asitin oldugu asetil salisilik asit’in ise bulunmadigi tespit edilmistir.
Giinde besinlerden alinan asetilsalisilik asit miktar sifirdir, salisilik asit orani ise 0-5 mg /
giin oldugu diisiiniilmektedir.

Vitamin ¢ viicutta merkezi rol oynamaktadir Oyleki, viicuttaki en 6nemli
islevlerinden birisi bir antioksidan olmasidir. Uslendigi bu gorevin yorumlanmasi
acisindan hassas Olclimlerin yapilmasi 6nemlidir. Ancak, reaktif dogasi ve ozellikle
biyolojik orneklerde istikrarsizlik gostermesi degerlendirmesini zorlastirmaktadir. Anette

105 hlasmadaki ve toplamlamdaki askorbikasidin tespitini yapmak

Karlsen ve arkadaslari
icin yiiksek verimli bir kromatografik metot yaninda monlitik bir kolon ve UV 6l¢iimii
kullanmustir.

Yontem validasyon calismasi sirasinda miikemmel analitik duyarlilik, 6zgiilliik,
kesinlik, geri kazanim ve dogrusallik gostermistir. Yontem, g¢esitli klinik arastirmalar
sirasinda askorbik asit ve toplam askorbik asit degerlendirilmesi i¢in kullanilmigtir.

JT. Franeta'®, tabletlerdeki asetilsalisilik asit, parasetamol, kafein ve
fenbarbitalin eszamanli analizi i¢in ¢Oziicii pompasi olarak Bio Rad 18 01, enjektor
olarak Rheodine 71 25 ve dedektor olarak ise Bio Rad 18 01 UV/Vis dedektoriiniin
kullanildig1 bir HPLC metodunu anlatmistir. Ayirma Bio SiL HL C18, 5 mm, 250 x 4,6
mm’lik bir kolonda yapilmistir. Hareketli faz olarak, akis hizi 2,0 ml min-1 olan ve
fosforik asitle pH’1 2,5’e ayarlanmis asetonitril/su (25:75 v/v) karisimi kullanilmistir. UV
dedektorii ile 6l¢lim 207 nm’de yapilmistir. Salisilik asitin seviyesini belirlemek ayni
sartlar altinda miimkiindiir. Kromatografik parametrelerden olan alikonma zamanlari,
kapasite faktorii, pik asimetrisi, segicilik faktorii ve ¢Oziiniirlik faktori gibi

kromatografik parametrelerin tanimlanmasi yapilmistir.
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Validasyon parametreleri olan, dogrusallik (1/0,998), giin i¢i kesinlik (RSD:
0,36/1,89%), glinler aras1 kesinlik (RSD: 0,58/2,18%), hassasiyet (LOD: 9 x 10°- 1,7 x
10* mg ml™ ve LOQ: 2,5 x 10 - 5,6 x 10* mg ml™), dogruluk (geri kazanmalar: %
98,35- 99,14) ve tekrarlanabilirlik (geri kazanma degerleri: asetilsalisilik asit icin %
98,74- 102,08, parasetamol i¢in % 99,93- 102,11, kafein i¢in % 98,25 - 102,12 ve
fenbarbital i¢in % 98,15 — 102,3 RSD: % 1,21- 1,85 degerlerinin tiimii tatmin edici
diizeyde bulunmustur. Onerilen HPLC metodu, Malophenum tabletlerindeki asetilsalisilik
asit, parasetamol, kafein ve fenbarbitalin belirlenmesinde kullanilmistir. RSD degerleri %
0,99-1,21 araliginda bulunmustur. Gelistirilen s6z konusu HPLC metodu olduk¢a hizli ve
hassas oldugu i¢in bu ilaglarin rutin analizlerinde kullanimi uygun oldugu bildirilmistir.

Altun ve arkadaslar1107, asetilsalisilik asit, kafein ve kodein fosfat tayini i¢in
dogru, basit, tekrarlanabilir ve duyarli bir yontem gelistirilmis ve valide etmislerdir.
Asetilsalisilik asit, kafein ve kodein fosfat akig hiz1 1.0 ml ile izokratik eliisyon ile bir
mBondapack C8 siitunu kullanilarak ayrilmustir. Izopropil alkol, asetonitril, su ve o-
fosforik asitten olusan hareketli fazin bilesimi hacimce 125:125:250:0.5 (h/h) dir.
Orneklerin tespiti igin 215 nm'de fotodiyot array dedektdr kullanilmustir. Asetilsalisilik
asit, kafein ve kodein fosfat i¢in dogrusal algilama aralig: sirasiyla 0.40 ve 1000, 0.25 ve
250, ve 0.48 ve 96 mg olarak tespit edilmistir. Metotun asetilsalisilik asit, kafein ve
kodein fosfat i¢in ortaya koydugu dogrusallik, analiz araligi, segicilik, sistem performans
parametreleri, hassasiyet, dogruluk ve saglamlik degerleri kabul edilebilir degerlerde
oldugu gosterilmistir.

Chinmoy Ghosh ve arkadaslar'®, aspirinin (ASA) ve salisilik asit (SA) insan
plazmasindaki eszamanli 6l¢limii i¢in hizli ve hassas sivi kromatografisi yontemi ile

birlesik UV yontemi gelistirerip ve tamamen valide etmislerdir.
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ASA, SA, ve internal standart olarak kullanilan Benzoik asit (BA), perklorik asitin
kullanildig1 protein ¢oktiirme metodu ile ekstrakte edilmistir. Girisim piklerini ayirmak
amaciyla i¢inde ikili modlu bir izokratik elusyon sistemi bulunan bir ACQUITY marka
C18 kolonu ii¢ dakikalik analiz siiresi boyunca kullanilmistir. Dogrusallik araliginin 15
ila 6000 Ng.mL™ oldugu tespit edilmistir. ASA ve SA i¢in giin ici ve giinler aras1 %CV
degerleri %15 ve stabilite 6rneklerinin karsilastirma ornekleri ile birlikte yiizde degisimi
%10 olarak tespit edilmistir. ASA’nin SA’ya in vitro doniisiim ¢alisilmis ve (<% 10)’un
altinda tutmak amaciyla kontrol edilmistir. Bu yontem, yayimlanan diger metotlara
nazaran UV o6l¢iimlerinde daha hassas oldugu gibi duyarlilig1 ve verimliligi bakimindan
diger LC-MS = MS yontemlerine gore daha iyi olarak adlandirilmistir. Bu yontem 81 mg
enterik kaplanmis aspirin tabletlerin tek doz biyoesdegerlik (BE) ministrasyon
calismalarina basarili sekilde uygulanmistir.

G. Santoni'®, aspirin, propifenazon ve kodein fosfatin analjezik tablet
formiilasyonundaki es zamanli analizi i¢in ters-fazl yiiksek performans sivi kromatografi
yontemi gelistirilmistir. Onerilen ydntem, salisilik asitin diisik miktarlardaki
oranlarminda belirlenmesi i¢in uygundur. Izokratik Eliisyon % 1.4 asetik asit ve, mM
tetrametil-amonyum bromit hacimce metanol-su (45:55) karigimindan ibarettir, ayirim
i¢in iki adet C-8 kolon kullanilmistir.

I.M. Jalal'®, dekstropropoksifen napsilat, kafein, aspirin ve salisilik asitin
determinasyonu i¢in uzun bir gaz kromatografisi ve spektrofotometri yontemi igeren
resmi kompendiyum metot kullanmigdir. Bildirilen analitik sema burada, ayn1 anda tiim
bu bilesenler i¢in hizli, duyarh ve istikrarli bir ters-fazli HPLC analizini gostermektedir.
Toplam eliisyon zamani 10 dakikadir. Yontemin dogrulugu ticari iriinler tizerinde test
edilmistir. Yontem salsilik asitin en diisiik konsantrasyonlardaki diizeyini bile kolaylikla

algilayabilmektedir.
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Jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) bitki biliylime ve gelismesinde etkili
bitkisel hormonlardir. Son ¢alismalar JA ve SA’nin arasinda patogenetik atak ve biotik
strese neden olan karsilikli ve karmasik sinyallesme mekanizmalar1 varligii gostermistir.
Ozellikle glikozitlerin depo yadada inaktive bilesikler oldugu diisiiniilmektedir, ancak
bunlarin katki aglikon miktarinin agiklanmasina katkis1 géz oniine alinmalidir.

Bu, SA’nin isochorismate sentez mekanizmasinin varligt nedeniyle, SA
biyosentetik baslangi¢ iiriinleri olan fenilalanin, benzoik asit ve sinnamik asit’in endojen
miktarmi 6lgmek i¢in Onemlidir. Hideyuki Matsuura ve arkadaslarl101 bu amagcla
kullandiklar1 metotta, doteryumla isaretlenmis {irlinleri internal standart olarak
kullanmislardir.

Yaptiklart bu ¢aligmanin JA, SA, endojenleri ve ilgili bilesiklerin es zamanl
analizi ile ilgili elde edilmis olan ilk belge oldugunu bildirmislerdir. Tiitiin bitkisinde
biriken JA, SA, endojenleri ve ilgili bilesiklerinin 6l¢iilmesi gelistirilen bu yeni yontemin
pratikligini 1spatladigini bildirmiglerdir. JA, SA ve ilgili bilesiklerin birikme durumunun,

TMV enfeksiyonunun her iki durumu ve abiyotik stres durumunda olustugu goriilmistiir.

2.7.2 Aspirin i¢ceren Karisimlarin Analizinde Kullamilan HPLC-MS
Yontemleri.
Diyet salisilatlar1 siklooksigenaz-2’yi inhibe eder ve bu sebepten asprine benzer
antienflamatuar ozelliklere sahip olabilmektedirler. Aspirine duyarli kisiler ayrica
asetilsiz salisilatlarada tahammiilsiiz olabilirler ve diisiik miktardaki salisilat diyeti

faydalarma olabilir. Michael J. Scotter'®

meyveleri, dondurulmus ve taze sebzeleri,
degisik ot tiirlerini, ¢icek ve soganlarini, igkileri ve pek ¢ok ¢esit toplamda 76 adet gida
hammaddesini **C karboksil SA’y1 internal standart olarak kullanmak suretiyle gaz

kromatografisi ve kiitle spektrometresi kullanilarak analizini gergeklestirmislerdir.
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Orneklerin 37 tanesi tespit edilebilir oranda SA igermektedir, kurutulmus otlarda
bulunan maksimum oran en fazla 28.6 mg / kg olarak tespit edimistir. Bunun yaninda
orneklerden sadece kori sosu, tespit edilebilir oran olan 0.34 mg / kg 'da ASA igermekte
oldugu gorilmiistir. SA ve ASA’nin her ikisininde Ol¢lim limitleri matris tabanli ve
0,008 ila 0.23 mg / kg sinirlart arasinda oldugu bildirilmistir. Sonuglar 6nceki datalarla
uyum gostermemektedir, besin ve igecekler igin daha genis bir analiz araligina ihtiyag
duyuldugunun alt1 ¢izilmesi gerektigini rapor etmislerdir.

Srinivasa Rao ve arkadaglar™®, pravastatin ve aspirinin insan plazmasindaki es
zamanli miktar tespiti i¢in validasyonu tam olarak yapilmis hizli hassas bir LC-MS/MS
test yontemi gelistirmistir. Furosemid internalstandard olarak kullanilmistir. Analitler ve
internal standart metil tertiarybutyl eter kullanarak insan plazmasindan sivi-sivi
ekstraksiyonu teknigi ile elde edilmistir. Secilen 6rnekler 0.8mL/min 'lik akis hizina sahip
5m amonyum asetat tamponu ve asetonitrilden olusan (20:80, h/h) mobil fazin
kullanildig1 Zorbax SB-C18 kolon kullanilarak kromatografiye edilmistir.

Elde edilen kalibrasyon egrisi (rZ=0.99) aspirin i¢in 20.07-2012.00 ng/ml,
pravastatin i¢in 0.50-600.29 ng/ml araliginda oldugu goriilmiistiir. Metodun validasyonu
FDA yiizdesi olarak yapilmistir, sonuglar kabul kriterleri ile Ortlismektedir. Calisma
zamaninin 2.0 dakika olmasi hasebiyle giinde 400°den fazla insan plazmasi Ornegi ile
calisilmas1 miimkiin olmustur. Metot klinik ¢alismalar i¢in kabul edilebilir bulunmustur.

L. Nova ve arkadaslar'®

, askorbik asit (AA)’tin biyolojik sistemlerdeki
potansiyel rolii genisce simiile etmistir. Cok sayida bilim dalinin bu bilesik iizerine ilgisi
artmistir. Askorbik asitin determinasyonu gida, klinik ¢alismalar, bitki ya da farmasotik
analizler gibi ¢ok sahayi ilgilendirmektedir. Son birka¢ yil icinde, AA ve oksidasyon

iriinii olan dehidroaskorbik asit (DHA) determinasyonu i¢in farkli analitik tekniklere

dayal1 birgok yontem gelistirilmistir.
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Bu yorum HPLC kullanilarak yapilan her bir yaklasimin farkliliklari, amaclari,
avantaj ile dezavantajlarima aciklik getirmeyi amaglamaktadir. Burada ayristirma
mekanizmas1 ve algilama teknigi agisindan bakilarak AA ve DHA’nmin HPLC ile
determinasyonu tartisilmistir. Bu analitlerin kararlilig1 giivenilir bir metot validasyonu
elde etme i¢in anahtar konumdadir, bu yiizden bu konuda tartismaya dahil edilmistir.

Daha once bildirildigi iizere, yash insan lens proteinlerinden izole edilen sari
kromoforlarin benzerligi kromatografik bu metotta elde edilen datalar1 desteklemektedir.
Rongzhu Cheng ve arkadaslari®, erken brunescent katarakt lens proteinleri ve kalf lens
proteinleri in vitro yoldan askorbile etmistir. Makalede bu proteyin popiilasyonlari
icerisindeki modifiye amino asitlerin, yeni gelistirilmis iki boyutlu LC-MS haritalama
teknigi ile destekli kiitle spektrometresi kullanilarak elde edilen yeni deliller ile
desteklenmektedir.

Nolmal insan lenslerinden toplanmis olan suda ¢dziinen proteyinlerinler, erken
dénem brunescent katarakt lensleri ve 4 hafta siiresince 20 mM askorbikasitle muamele
edilmis yahut edilmemis kalf lensleri argon gazi altinda proteolitik enzimler kullanilarak
modifiye enzimlerin aciga ¢ikarilmasi i¢in sindirilmistir. Sindirilmis proteyinlerin
aliquots esitligine gore 2.0 gr’1 sise-exclusion kromatografisine Bio-jel P-2 kolonu
vasitastyla yonlendirilmis ve 330 nm de ana absorbsiyon piklerinin determinasyonu
yapilmistir. Ornekler 150-106 aras1 respons faktdrler olan pikler ile birlikte tekrar
incelenmis ve MS/MS’e kardes iyonlarin modifikasyonunu aydinlatmak amaciyla analiz
icin yonlendirilmistir.

Askorbile edilerek sindirilmis kalf lens proteyinleri ile yapilmis benzer bir analiz,
sirasiyla 81, 70 ve 67 kiitle degerlerini vermistir iglerinden 100 degeri katarakt lens

proteyinlerinin aydinlatilmasinda yardimci olmustur.
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Ana tiirlerden toplamda 40 tanesi LC-MS/MS de analiz edimlistir bunlardan 36
tanesi aydinlatici olacak gibi goziikmektedir. Askorbikasit ile inkiibe edilmeyen kalf lens
proteyinleri ¢ok benzer kiitle degerleri gostermistir. Ancak respons faktor degerleri her
bir modifikasyon i¢in 100 den 1000’e diismiistiir. Bu datalar bagli olaraki ana modifiye
amino asitlerin erken asamalarda var oldugunu goriilmektedir, brunescent indian katarakt
lens proteyinlerinin, askorbikasit modifikasyonu sonucu olarak arttigin1 gbzlemlenmistir
ve muhtemelen bu proteyinler ileri glukatyon bitis tirtinleridir.

Eikozonoidler g¢esitli biyolojik tekniklerde 6nemli rol oynarlar ve spesifik
hastaliklar i¢in biomarker olarak kullanilabilirler. Bu nedenle, Dhanonjoy D ve
alrkadaslarl107 insan plazmasindaki 32 metaboliti ve arasidonik asiti 6lgmek i¢in son
derece secici, hassas ve saglam-liquid chromatography birimine bitisik kiitle
spektrometrisi metodunu gelismislerdir. Ornek hazirlama, insan plasmasinda mevcut olan
arafaz kaynagmin etkin bir sekilde ortadan kaldirildigi kati faz ekstraksiyonunu
icermektedir.

Kromograik ayirim, mobil faz olarak asetonitril ve 0,mM amonyum format
tamponunun kullanildigit Luna C8 kolon vasitasiyla gradient sartlar1 altinda
gerceklestirilmistir. Arastirma arafazi negatif iyon modunda olan elektrospray
iyonizasyon tnitesi ile donatilmis kiitle spektrometresi ile yapilmistir. Matriks metodun
yeniden olusumu ve giivenilirligini etkilememistir. Biitiin analitler arastirilan
konsantrasyon araliginda (r>0,997) 1yi dogrusallik gostermistir. Analitlerin valide edilmis
kantitasyonlarinin alt siir1 st 10 ile 400 pg\ml arasinda degismektedir. Tim
eikosanoidlerin giin i¢i ve giinler arasi1 konsantrasyon limit {istli duyarliligi (RDS%)
%16,8 dir ve dogruluk degerleri ise %108,2-88,1 araliginda degismektedir. Bu metot
eikozonoid ve aspirinin saglikli objelerdeki eikosanoid plazma seviyelerinin evaliiasyon

etkilerine ait basal plasma diizeylerinin belirlenmesi i¢in uygun bulunmustur.
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Jose Feroll ve arkadaslarl108 bu ¢alisma dehidroaskorbik asit (DHAA) ve askorbik
asit(AA)’in biber, domates, portakal ve limondaki es zamanl taini i¢in kullanilan segici
reaksiyon izleme modunda, i¢lii quadrupol ile birlesik kiitle spektrometresi ve sivi
kromatografisi (LC-MS\MS) metotlarini tanimlamiglardir. ESI ve MS\MS’nin AA ig¢in
negatif iyon modu gegisleri m\z 173\143 ve m\z 173\71, DHAA i¢in ise m\z 175\87 ve
m\z 175\115 kullanilmigtir. Tiim dogrulama parametreleri her iki bilesik igin kabul
sinirlart i¢inde oldugu bulunmustur. Farkli matriks etkileri, baska sebzeler ile yapilan
caligmalarda da gozlemlenmistir. Standart ekleme yaklagimi kullanilarak miktar 6lg¢timii
yapilmistir. Tasarlanan matod DHAA ve AA nin eszamanli taini i¢in her hangi ilave
tirevlendirme ya da gereksiz oksidasyon \rediiksiyon basamagina ihtiyag duymamaksizin
uygun oldugu goriilmiistiir. Bu yontemin baslica sirasiyla avantajlar1 sadeligi (kiiglik
ornek hazirlama),hiz (toplam analiz siiresi 5 dk) ve miikemmel hassasiyeti AA ve DHA
icin (saptama limitleri (Lods) 13 ve 11 ng /mL) olan ¢ok diisiik degerleridir.

2.7.3 Aspirin iceren Karisimlarin Analizinde Kullamlan
Kapilerelektroforez Yontemleri.

Yajun Tang ve arkadaglari'®® tarafindan askorbik asit ve sorbik asitin ultraviyole
ile kapiller zone elektroforezinde hizli tespitini saglayan bir metot gelistirilmistir.
Elektrolitlerin arka plani, dalga boyu, eklenme zamani, uygulanan voltaj tartisiimistir.
Askorbik asit ve sorbik asit 80 mmol L™ borik asit-5 mmol L *boraks (pH = 8.0) 5
saniye i¢inde 270 nm dalga boyunda birbirinden ayrilmistir. Optimum kosullar altinda bu
metottaki norm degerleri askorbik asit icin 2.54-352.00 mg L™, sorbik asit icin 1.08—
336.39 mg L olarak belirlenmistir. Tespit edilen degerler askorbik asit i¢in 1.70 mg L™
,sorbik asit i¢in 0.54 mg L™ olarak belirlenmistir. Meyve sularindaki diger organik
asitlerin tespit edilmesinde etkili olmadigi goriimiistiir. Bu metot meyve sularndaki
askorbik asit ve sorbik asitin tespit edilmesinde ¢ok kullanigh ve basit bir 6zellige

sahiptir.
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Marcelo M ve arkadaslar*'®, bu calismada, paralel faktor analizi (PARAFAC) ve
Parsiyel Least Square(PLS) kullanilan ultraviyole spektrofotometre (210-300 nm) ile
Asetilsalisilik asit (ASA) karisimlar1 ve askorbik asit(AA) iizerinde calismistirlar. Bu
caligmada iki analitikte de PH oran1 1.0 dan 5.5 e ve konsantrasyon orani 1.0107° den
1.010* mol I ¢ yiikselmistir. PARAFAC spektrum ters evrimi, iki asit i¢in P Ka tahmini
ve salisilik asitin ASA igerigindeki varligini gostermek i¢in kullanilmistir.

Tahmin edilen ilk PKa ASA ve AA da 3.41 ve 4.10’a esitti. Farkli PH daki PLS
de ve N-Way PLS ¢esitli degerlerdeki kalibrasyon modelleri kullanilarak ASA ve AA nin
farmakotisal 6rneklerinin ayrintili tespiti yapilmistir. En iyi model N-Way PLS-2 ve
PLS2 nin PH 1.1 degerinde elde edilmistir. ASA ve AA orneklerinin sonuglarinin eg
zamanlt degerlendirilmesi {reticiler tarafindan belirlenen degerler kullanilarak
yapilmustir. Iyilesme %97.6 ve 103.6 arasinda bulunmustur. Fakat bu modeller ASA
igerigindeki SA Orneginin belirlenmesinde basarisiz oldugu belirtilmistir. Bundan dolay1
SA nin bulundugu yeni PLS-PH1 modeli diisiiniildii ve basarili bir sekilde uygulanmustur.

Steen Honore ve arkadaslan™?, asetilsalisilik asit ve ii¢ metaboliti olan salisilik
asit, salisiliirik asit ve gentizik asitin ayrilmasini, sulu olmayan tersine ¢evrilmis
elektrostatik akimli kapiller elektrofrez sisteminde gostermistir.

Elektrofrezde metanol ve asetonitril i¢eren ¢oziicii karisimlart kullanilmis ve farkl
elektrolitler aragtirilmistir. Akim polikatyon ve hexadimethrine bromid ilave edilerek ters
cevrilmistir. Bu nedenle negatif akim kullanilmigtir. Bu sistem 4 analitikte hizli ve etkili
bir ayrilma sagladigi goriilmiistiir. Ayrilma metodlar1 asetilsalisilik asit ve ana
metabolitlerinin plazma ve idrarda tahlilleri yapilarak degerlendirilmisitir. Idrar ve diger
tim igerik miktar1 yaklagik 1 ml plazmada Smg ve 1 ml idrarda 25 mg olarak

hesaplanmustir.
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Lin Ling ve arkadaglar1™?, voltaj ayrimi, tampon pH ve konsantrasyon aristirici
kapiler tiiri veya yiikleme kosullar1 gibi gesitli parametrelerin etkisini analiz ederek
kapiller bolge elektroforez’i askorbik ve isoaskorbik asitlerin kararliligina uygulamstir.
Her iki analit de 5dk icinde yeterli diizeyde belirlenebilmistir. Onerilen metot da
20cmX25cm i.d kaplanmus tiip, 0.1 M fosfat tamponu pH 5.0, 8kV gerilim ayrimi ve 265
nm’de yapilan 151k emisyonu tespiti kullanilmistir. Cizgisel kalibre egrileri 0-1 araligin
da, 0.5-1 arasinda algilanma limitiyle elde edilmistir. Bu metot limon ve portakalin yani
sira portakalda oldugu gibi, piyasada satilan farmakolojik formulasyonlardaki askorbik
asitin miktar ve niteliginin belirlenmesinde ¢ok hizli, basit ve pratik oldugunu
gostermistir.

Xuemei Sun ve arkadaslan™, yeni bir tiir ev yapimi karbon fiber mikrodisk
demeti-bagi elektrodu kullanilarak, elektrokimyasal tesbit (ECD)’le birlestirilmis CE’ye
dayali, hapatositi (karaciger gozesi) olan si¢anlarda askorbik asitin dogrudan belirlenmesi
amactyla yeni bir method tanimlamistir. Sigana ait hapatositin i¢ ¢ap1 25m olan eriyik
slika kapilere enjekte edilmis ve hiicre hidroliz soliisyonu olarak kullanilan %0.1 SDS ile
¢ozlinmiistiir. Sonrasindaki sartlar AA nin tebiti i¢in uygun hale getirilmistir.

Kullanilan akigskan tampon, 1.83x10°2 mol/l Na,HPO,.70x107 mol/L NaH,PO,
(pH 7.8) konsantrasyonda; ayrilma gerilimi 20.0kV, deteksiyon potansiyeli, 0.80 V olarak
goriilmiistiir (doygun kalomel electrot (SCE) e kars1). Metodun konsantrasyona bagl
deteksiyonunun limiti 1.7x10® mol/I’diir, sinyal giiriiltii (S/N) oran1 3 ve kiitlesi 3.0 mol
olarak belirlenmistir. Dogrusal dinamik dagilim araligi 5.0 kV lik enjeksiyon gerilimi ve
10 s.lik enjeksiyon zamani i¢in 0.9962 luk korelasyon katsayisiyla 5.0x10° dan 5.0x10™
mol/l olarak, bagil standart sapma migrasyon zamani i¢in %0.85 ve maksimum akim

i¢cin1.8 olarak belirlenmistir.
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Bu metod sigan hepatositinde AA belirlenmesine basariyla uygulandi. lyilesme
orani %91 ile %97 arasindaydi ve tek bir sicanin hepatositinde AA 1 nin orani 28 ile 63
mol arasinda dagilim gosterdigi belirtilmistir.

Asetilsalisilik asit (Aspirin) salisilik asit (salicylate) ve salisliirik asidi dahil diger
bilesiklere hizlica metabolize edildigi bilinmektedir. Salisilat ve onun metabolitlerini
kontrol etmek toksoloji, farmakoloji ve biomedikalin ilgi alamidir. Sandra Zauggve
arkadaslari™, alkaline akoz tamponu, lazer etkili fluoresein (LIF) deteksiyonu ve solute
olmayan tooth poling veya tiirevlendirme O6zellikleri gosteren ii¢ kapiler elektroforez
kesfetmistir.

Buna bagli olarak {irindeki salistat ve jantizikin bulundugunu teshis eden
kompetatif baglayici, elektrokinetik kapiler temelli immiinolojik testler gelistirilmistir.
Ancak, bununla birlikte iki bilesigin farklilasmasi yoniindeki bulgular tartigmalidir.
Uygun ultraviole eksitasyonuyla ¢ogu salistat baglantili bilesikler 151ma yapar, bdylece
dogrudan iirin enjeksiyonuyla CE ve LIF deteksiyonu salislat, jantizik ve salisliirik asitin
determinasyonuna izin vermistir. 325 nm ile bir HeCd lazer kullanimi ii¢ bilesigin
hepsinin disaridan miidahale olmadan denetlemesini saglamistir. 257 nm siklhig1 ikiye
katlanmis Ar iyon lazerden eksitasyon kullanimiyla jantizik asitle birlikte migrasyonu
olan bir endojendz iiriner blesigin natif fliior 1s1mas1 gézlenmistir.

Ancak dalga boylarindaki ¢6ziiniik, kararli flor 1s1ma deteksiyonuyla iki madde de
ayirt edilmistir. Dahasi bu teknik literatiir verilerine kiyasla diger salistat ve salikiir asidin
glukoronid baglayicilart ¢esitli piklerin farzedilen gbrevine izin verir. Biitiin bu ii¢ CE-
LIF teknikleri, toksolojik hasta iirinlerine uygulanmisg ve iirinler 500 mg asetilsalisilik asit
alinimindan sonra toplanmistir. CE sonuglar1 uygun olarak ticari fldurisima polarizasyon

immiinolojik testten ve geleneksel fotometrik tahlilden elde edilenlerle karsilastirilmistir.
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Yoko Goto ve arkadagslari*™®, bir aspirin metaboliti olan salisilik asitin bir dizi
diode algilayici i¢ceren CZE kullanilarak insan serumunda saptanmasina doniik bir metotu
tanimlamislardir. Insan serumundaki salisilik asitin CZE analizi ile ayristirilmasinin
tekrarlanabilirligi, miktarinin belirlenebilmesi ve giin igi ile glinler arasinda katsayilarin
belirlenmesi agisindan uygundur. Goniilliilerin serumunda CZE ve floresans polarizasyon
immiinoanaliz ile yapilan saptamalarda yiiksek uyum elde edilmesine ragmen eski
degerler yeni elde edilen degerlerden bir miktar daha yiiksektir. Salisilik asitin standart
analiz metodlartyla asir1 catisan sonuglar yoktur. CZE metodu hastalarda SA nin
monitdrize edilmesinde basit ve verimli bir metot olabildigi vurgulanmstir.

Peng Hea ve arkadaslar1116, burda bir farenin peritonel mast hiicresinde, karbon
fiber mikrodisk elektrot kiimesi iginde -elektrokimyasal algilayici iceren Kkapiller
elektroforez yontemiyle askorbik asit tespit edilmesinden bahsedilmistir. CE-EDsistemi
ve tek hiicre enjeksiyon sistemi operasyonu daha verimli ve pratik hale getirmek icin
yeniden diizenlenmistir. Deneyde kapilleri sallantidan korumak i¢in kullanilan kendinden
tutuculu kopiik, elektroferogramin taban seviyesinin stabilitesini korumustur. Hiicre 5 sn
stireyle % 0,1 lik sds kullanilarak ayrica ¢dziinme voltaj olan 2 kV voltajla tamamen
¢coziilmiigtlir. Kantitatif analizler kalibrasyon egrileri kullanilarak yapilmistir ve bir tek
farenin peritonel mast hiicresinde 2,4 — 7,1 mol arasinda askorbik asit oldugu sonucuna
varilmistir.

Angelo Zinellu ve arkadaslar1*’, bu makalede insan plasmasindaki askorbik ve
irik asitlerin eszamanli determinasyonu i¢in yeni, hizli yer konusunda bagimsiz bir
elektroforez metot 6nermistirler. Konsantrasyon ve akiskan borate tamponu, tiip sicaklik
derecesi ve ornek tedavi, ayrigtirma, migrasyon zamanlari, diizeltilmis pik bolgeleri ve

etkinlik gibi analitik parametrelerin etkisini arastirdilar.
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Metafosforik asit protein ¢okelticisi olarak kullanildiginda, bir 60.2-cm¢ G75-m
kapsiz silika kapiler ve 100mmol/L sodyum borate tamponu (pH= 8), kullanarak 4
dakikadan az bir zamanda iyi bir ayrilma saglamistir. Bu sartlar sirasiyla askorbat ve tirat
icin gé¢ zamanlaria (CV 0.35 and 0.34%) ve pik alanlaria (CV 3.2 ve 3.1%) 1yi bir
tekrarlanabilirlik saglamistir. Deteksiyon AA i¢in 254nm ve UA i¢in 292 nm ile
uygulandiginda her iki analit i¢in deteksiyon limiti 0.5mg/L idi. Mevcut metodu 32
normal denekteki plasma iirat ve askorbati dlgerek ve gecerligi kabul edilmis kapiler
elektroforez analizle karsilastirilmis ve telde edilen veriler The Passing ve Bablok
regresyonu yoluyla analiz edilmistir.

2.7.4 Aspirin iceren Karisimlarin Analizinde Kullamlan Kemometrik

Yontemleri.

I. Stanimirova ve arkadaslar1118, farkli tilkelerin ila¢ firmalar tarafindan Uretilen,
asetilsalisilik asit (aspirin) Orneklerindeki oranlardan elde edilen 14 izotopik orami ya
iceren data setlerinin incelenmesini gergeklestirmislerdir. Veri analizinin amaci,
sonuglarin cografi kdkeni ya da numunelerin farkl iiretim siiregleri gibi diger 6zellikleri
ile baglantili olup olmadigini arastirmaktir. Kullanilan veri analiz yontemleri temel
bilesenler analizi (PCA), saglam temel bilesen analizi (RPCA), projeksiyon izleme (PP)
ve ¢oklu faktor analizi (MFA) idi. Sonuglar Hindistan'dan gelen bazi 6rnekler disinda,
cografi kokene bagli olmadigi yoniindedir. Ayrica, benzer oOrneklerin kiimelerini
olusturan bazi ilag sirketlerine ait 6rneklerin arasinda, bazi ortak ozelliklerin oldugu
goriilmektedir. MFA araciligiyla yapilan islemler, degisken se¢imini kolaylastirmis ve

degiskenlerin sayisinin bilgi kayb1 olmadan bese indirilebilir oldugunu gostermistir.
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Erdal Din¢ ve Arkadaglari*™®, efervesan tabletlerde girisim yapan spektrumlarin
varliginda, askorbik asit (AA) ve asetilsalisilik asitin  (ASA) eszamanl
determinasyonunun spektrofotometrik yontem kullanilarak belirlenmesi igin, siirekli
dalgacik dontistimii (SDD), tiirev spektrofotometri (DS) kismi en kiigiik kareler (PLS)
metotlarin1 kullandilar. Ayrica gelistirilen bu medot ilave herhangi bir kimyasal 6n
aritmaya ihtiyag duymamamaktadir.

AA ve ASA i¢in CWT ve DS kalibrasyon denklemleri, sirasiyla dalga boylari
karsisinda siirekli dalgacik katsayilar1 ve birinci tiirev absorbans degerleri elde edilerek
sifir gegis noktalarina gore CWT ve DS genlikleri Ol¢iilmiistiir. PLS kalibrasyonu,
konsantrasyon seti ve onun 210-310 nm araligindaki 220’den 305 nm’ye kadar olan 850
noktadan olusan tam veri absorbansi kullanilarak yapilmistir.

Bu ii¢ yontem, yukarida ilaglarin sentetik karigimlari analiz edilerek test edilmistir
ve bu ilaclarin 2 ticari farmasétik preperatini igeren gercek numunelere uygulanmistir.
Karsilastirmali bir calismada, ii¢ analitik yontemlerden elde edilen deneysel sonuglar
kullanilarak ger¢eklestirilmistir ve dogru ve kesin sonuglar elde edilmistir.

Getu Kahsay ve Arkadaglari™®

, klopidogrel ve asetil salisilik asit ve ilgili
maddelerin kombine oral formiilasyonlarinin eszamanli belirlenmesi i¢in UV saptamali
ters faz s1v1 kromatografik yontem gelistirilmis ve dogrulanmistir.

Luna C18 kolonunda (150 mm x 4.6 mm, 3 m) 1 mL / dk akis hizinda eliisyon

gradyani ve 35 “C kolon sicakligi kullanilarak iyi ayirma saglanmigtir. UV saptamasi 220

nm'de gerceklestirildi. Dogrulama ICH kurallarina gore yapildi.
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Yontem, 6zgili, duyarli (sirasiyla klopidogrel ve asetil salisilik asit i¢in,LOQ =
0.975 g / mL ve 0.0384 g / mL), Klopidogrel i¢cin LOQ den 325 g / mLden ve asetil
salisilik asit i¢in LOQ 650 g/mlden konsantrasyon araliginda dogrusal, kesin (ara kesinlik
icin RSD degerleri <% 1) ve ortalama recovery degerleri sirasiyla klopidogrel i¢in
100.7% ve asetilsalisilik asit i¢in % 100.2 ile hassas ¢iktig1 kanitlanmistir.

Ayrica, soliisyon kararlilik ve saglamlik yontemi incelenmistir. Yontem,
klopidogrel ve asetilsalisilik asitin safsizliklarinin tatmin edici ayrima verir ve bu nedenle
aktif bir tahlil olmasinin yaninda ilgili maddenin 6lgiilmesi i¢in uygundur.

Alaa El-Gindy ve Arkadaslar™®. Siproheptadin hidrokloriir (CP), tiamin
hidrokloriir (B1), riboflavin-5-fosfat sodyum dihidrat (B2), nikotinamid (B3), piridoksin
hidrokloriir (B6) ve sorbik asitin eszamanli belirlenmesi i¢in {i¢ yontem sunulmustur.
Kromatografik yontem, ters-fazli RP 18 kolon {izerinde yliksek performanslt bir sivi
kromatografik (HPLC) ayirmaya baglidir.

Eliisyon,% 0.1 metanolik hekzan siilfonik asit sodyum tuzu (¢oziicii A) ve belirgin
bir pH degerine ayarlanmis 2.7 (¢6ziicii B) % 0.1 heksan siilfonik asit sodyum tuzu ihtiva
eden 0.01 M fosfat tamponu ile gerceklestirilmistir. Gradient HPLC sirasiyla, ¢oziicli A:B
i¢in,¢oziicii oran1 20:80 dan 70:30 (9 dak iizerinde) sonra 80:20 (11 dak lzerinde) ile
kullanmilmistir. Kantitasyonu pik alanina gore 220 ve 288 nm'de UV saptamasi ile
saglandi. Uygulanan diger iki Kemometrik yontemleri ise temel bilesen regresyon (PCR)
ve kismi en kiiclik kareler (PLS) idi. Bu yaklasimlar, 100 dalgaboylarinda A= 0,4 nm
siresinde  250-290 nm  araligindaki emme soliisyonlonlarmin UV emme
spektrumlarindaki bilgiler kullanilarak karisimdaki her ilaca basarili bir sekilde
uygulanmustir. Kemometrik ydntemler herhangi bir ayirma adimi gerektirmez. Ug yontem
basarili bir sekilde farmasotik formiilasyona uygulanmis ve sonuclar birbirleriyle

karsilastirilmistir.
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Jordi ve arkadaslari®™. Yakin kizildtesi kimyasal goriintilemeyi, farmasotik
yapinin analitik ihtiya¢larin1 ve geleneksel NIR ile pek ¢cok alanda ¢ok yonlii baglantilar
olmasindan dolayi, farmasotik arastirmalarda gittikce artan bir ilgi kaynagi oldugunu
belirtmislerdir. Hiperspektral goriintiilemenin kullanildigi 6rneklerin  direkt analiz
yontemlerinde, teknigin NIR spekturumunu saglayan goriintiiniin elde edilmesinde ve
ilaveten goriintiiniin her bir pikselinde bir O6rnekten ¢ok sayida bilgi elde edilmesini
saglamaktadir. Farmasotik arastirmalarin ilgisine odaklanildiginda birka¢ arastirma
kemometrik algoritmanin ortaya cikardigi bilginin islevsel olmayisini bildirmektedir.
(6rn. Bir ornekteki komponentin kararliligiin miktar1). Bu arastirmada, farkli ticari
firmalara ait asetilsalisilik asit tabletlerin Multivariate Curve Resolution-Alternating
Least Squares (MCR-ALS) niceliksel metoduna gore onerilmis onceden herhalgi bir
kalibrasyon yapilmamis modelde hiperspektral goriintiileme yapilmaistir.

Bu amagla yiiksek derisiklik genisliginde aktif farmasotik bilesen (ASA) %82 ile
% 12 arasinda fireticiye bagli olarak degigsmektedir. MCR-ALS asetilsalisilik asitin
konsantrasyon haritasini belirlememize imkan tanimigtir, bunun yaninda ASA nin sonug
analizinde de tabletlerdeki konsantrasyon dagilimini histogram olarak belirlenmistir.
Sonucta tabletler farkli olmasina ragmen ASA dagiliminin iyi oldugu onaylanmigtir.
Ayrica, belirli konsantrasyondaki miktarlar nominal ASA miktarininda iyi bir uyum
sagladign gorterdi. Bunun Onemi, sonuglarin kalitesi MCR-ALS ile birlikte NIR-CI
tekniginin kaliteli sonuclarinin faydasini gostermetedir.

Alberto Navalo'n ve arkadaslari™®*. Florasan spektrumunun 300 — 500 nm oldugu
ve uyarma dalgaboyunun 290nm oldugu bir sistemde Naproksen, salisilik asit ve
asetilsalisilik asitin bulundugu ii¢ komponentin karigimlari1 ortaya ¢ikarmaya
calismiglardir. Konvasiyonel metotlardaki 6ncii ayrima olmadan direkt ayrimina izin

vermeyecek sekilde bu bilesiklerin uyarma emisyon spekturumu fazlaca asilmistir.
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Buradaki amag, tiim spektrum ¢ok degiskenli kalibrasyon metodu ve kismi en
kiigtik kareler (PLS) metodunu kullanilarak bu kimyasallarin ayriminina doniik bir metot
onermektir. Deneysel kalibrasyon matriksi 18 6rnekten yapildi. Konsantrasyon 0.1 ve 1.0
mg ml™ naproxen, 0.5 ve 5.0 mg ml™ salisilik asid ve 2.0 ile 12.0 mg mI™ asetylsalik asid
icermektedir. Capraz degerlendirme metodu faktorleri numaralandirmak i¢in kullanildi.
Uygun metodun dogrulugunu kontrol i¢in optimize edilmis model, PLS-1, bu
komponentlere uygulanmisitir. Farmasotik ve insan serum oOrneklerine ve farkli
miktarlarda herbir kimyasalla bilhassa uygulanmistir.

A. Ruiz Medina™?. Kafein (KAF), asetilsalisilik asit (ASA) ve parasetamol
(PAR)’iin farmasotik preparatlardaki es zamanli determinasyonu igin flow-through
multisensor’den tiiretilen kismi en kiiglik kareler (PLS) yontemiyle kati destekli
analitlerin UV deteksiyonu ve rentensiyon integrasyonuna dayali basit hizli bir analitik
prosediir tasarlanmustir.

Diode-array spektrofotometri spekrumunu sabitlemek igin akiskan hiicrede diyod
array spektrofotometrisi, C18 bagli boncuk paketleri bulunan akis hiicresinde alikonulan
analitlerin 240-350 nm’de spektrumlarini 6lgmek i¢in kullanilmigtir. Tasiyic1 faz olarak
pH’st 1 olan 0.5% HCIO, kullanilmistir, ilave reaktif veya cesitlendirme islemi
gerekmeksizin, aktif mikroalan salinim ajani olarak methanol kullanilmaistir.

Ayrica multisensorlerden 6l¢iim alaninda dogrusal veriler elde edilmistir. Karsi
gelen analitlerin spektrumlari, analize uygun spektrumlar1 ¢cok degiskenli prosediir icin
cok degiskenli datalarin elde edilmesi i¢in kullanilmistir. Degisik reaksiyon zamanlarinda
PLS metodunun uygulamalariyla elde edilmis istatistiksel parametreler analiz edilmistir.

Gergek ve sentetik 6rneklerin analizi ile dogru tam ve kesin sonuglar elde edilmistir.
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Xue-Zhu Liua'®®, sequential-injection (SI) tekniginin tarifini yaparak, birlesik
tabletlerdeki aspirinin, phenacetin ve kafeinin es zamanli tespiti igin, ilact ¢6zme iizerine
calisan otomatik bir otomatik sistem tanimlamistir. Kismi en kii¢iik kare kalibrasyon
teknigi kullanarak {i¢ komponentin es zamanli olarak belirlenmesi i¢in damarda
¢Oziinecek 300 ml lik soliisyon enjektore diiz yayli bir sistemle cekildi. Deddktere
baglantis1 bulunan esit 10 ar ml aspire edilen soliisyonlar 6rnek kullanilan ¢oziicii
soliisyonu azaltmak i¢in kalan ¢oziicli soliisyonu tutan spiral tagiyicilardan geri cekildi.
Esit miktar 6rnek spektrofotometrik dedektorde durduruldu ve 220 ile 310 nm de tarandi.
15 6rnek bir saat boyunca 3 kez islem gordii ve toplamda 45 dl¢iim yapildi.

Rosa Lucia Simencio ve arkadaslari™*. deneysel olarak termogravimetrik degisim
sartlarinda, 6rnegin 1sitma oraninda ya da basit hareketin farmasétik analizlerde herhangi
bir degisimi elemine edecek kadar etkili olmadigini gostermislerdir. Farmasotik
formiilasyonlarda ila¢ aktivasyonlarini belirlemek i¢in yapilan kemometrik yaklagimlara
olan motivasyonu saglamaktadir. Coklu lineer regresyonun mikrokristallin seliiloz
kullanilarak yapilmasi, noneffervesan olan simule edilmis askorbik asitin SPA nin
tepitinin sicaklikla kullaniklarak yapilmasi icindir. Kargilastirma olarak, diger
mutivaryans kalibrasyon metotlart MLR GA tarafindan se¢ilmis sicaklik ve tiim
sicakliklarim secildigi PLS kullanildi. MLR SPA beklenen AA konsantrasyoninda
beklenen en iyi ongoriiyii sagladi. MLR ile SPA arasinda idiyometrik titrasyonun t test

%95 giiven araliginda anlamli degisiklik bulunmadi.
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2.7.5 Aspirin iceren Karisimlarin Analizinde Kullamlan Spektrofotometrik
Yontemler.

Erdal Din¢ ve arkadagslari™.

Tabletler ve parasetamol (PAR), asetilsalisilik
asit(ASP) ve kafein(CAF) in {iglii karisiminin kantitatif multirezoliisyonunun, 2 grafiksel
doniisiim metodu olan ilk derive sifir gegis oran spektrumu ve siirekli dalgacik doniigiimii
sifir gecis oran spektrumu metodlariyla giliclii bir sekilde oOrtiistiigii gosterildi. Bu
calismada ilk tiirev (DA) sifir gegis oran spektrumu ve siirekli dalgacik doniistiimii (CWT)
sifir gecis oran spektrumu metodlari, oran spektrumunun doniisiim sinyallerinin
kullanimina dayanmakta ve kalibrasyon grafikleri ise sifir gec¢is puanina karsilik gelen
DA ve CWT oran spektrumu genisliklerinin dl¢lilmesiyle elde edilmistir. Karsilastirma
amaciyla, aktif komponentleri ayni olan karisimin igerigini tahmin etmek i¢in PLS
kalibrasyon yontemi kullanildi. Elde edilen kalibrasyon, sentetik karisimlar ve standart
ekleme teknigi kullanilarak test edildi.

Ticari farmasotik bir preperatta PAR, ASP ve CAF 1n eszamanli saptamasinda
uygulandi. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak HPLC kalibrasyon yontem: ile
karsilastirilmis ve iyi bir uyum gostermistir.

Periasamy Umapathi’®.  Aragtirma tiirev  spektrofotometri ile tablet
preperatlardaki atenolol, nifedipin, aspirin ve dipiridamol un miktarin1 tartigmistir.
Kombine preperatlardaki Atenolol ve nifedipin oranlari, 0.1 N hidroklorik asit
solusyonlarmin ikinci diizen tiirev spektrumlar1 kullanilarak hesaplanmaktadir. Aspirin ve
dipiridamol, 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH iginde esit mol ilag¢ soliisyonlarina ait oranlar,
tarama ile elde edilen ikinci tiirev fark spektrumlari kullanilarak hesaplandi. Yontem, saf

ila¢ karigimlari ile birlikte ticari preparatlar i¢in de uygulanmis, kesin ve tekrar edilebilir

oldugu saptanmuistir.
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Yontem, atenolol, nifedipin, aspirin ve dipiridamol i¢in teshis araligin1 %2.5 te
siirlamig ve sirasiyla 1.53, 0.72, 1.30 ve 1.46 mg/ml oldugunu ortaya koymustur.

Antonio Ruiz-Medina ve ardaglari™®’. Saglam bir destek iizerine emilen tiirlerinin
absorbansinin dogrudan o6lgiildiigi kati faz spektrofotometri teknigini ve akis enjeksiyon
analizini salisilik asit tayini i¢in uygulanmistir. Asetil salisilik asit, uygun yogunluktaki
bir hiicreye yerlestirilen Sephadex QAE A-25 rezinin 297nm deki intrinsink emiliminin
izlenmesi ile belirlenmistir. Onerilen ydntem, karsilik gelen ¢ozelti fazli yontem ile
karsilastirildiginda duyarlilig1 artirmaktadir ve segiciligi 30 kat ve daha fazladir. Onerilen
sensor, enjekte Ornek hacmi degistirilerek ¢esitli kalibrasyonlarda c¢alismay1 saglar.
Boylece, 1 ila 20 ve 2-40 mg/ml dan dogrusal dinamik aralikta, 0.064 ve 0.135 ml™
oldugu tespit limitleri ile, sirastyla, 1000 ve 300 ml kullanilarak elde edilebilir. Sirasiyla
bagil standart sapmalar %0.52, 0.38 ve 6rneklem frekanslart da 18 ve 25 h™ bulundu.
Algilayict asetilsalisilik asidin hidloliz 6ncesi hali olan salisilik asidin indirekt olarak
belirlenmesini de saglar.

Asetilsalisilik asit i¢in, dogrusal dinamik aralik 5-120 mg ml™ ve 6rneklem
frekanst 25 h' (6rnek hacmi 300 ml) elde edilmistir. Onerilen sensor, farmasotik
preperatlarda her iki analitin belirlenmesi ile basari ile uygulanilmstir.

P. Ortega Barrales ve arkadaglar®®®

. Kati-faz spektrofotometresi (SPS) teknigini,
demir(Il) ferrozin selatin formasyonu ardindan rediikte olan demir(Ill) iyonu etkisiyle
olusan askorbik asidin spektrofotometrik belirlenmesinde kullandilar. Dextran tip anyon
degisim jeli ve paketlenmis 1 mm lik hiicrede absorbe edilen jele emdirilen selat 567 ve
800 nm de direk olarak olciilmiistiir. Ornegin 100 ml si kullanilarak goriiniir molar
absorplama 2,1107 | mol® cm-1 dir ve 5£90 ng ml™" arahiginda askorbik asidin

belirlenmesine izin verir. Saptama sinir1 askorbik asidin 50 ng ml™ luk bir konsantrasyon

icin 0.91 ng mI™* ve MSB% 0.91 dir (n.10)’dir.
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Onerilen ydntem, askorbik asidin herhangi bir prekonsantrasyonu olmadan son
derece duyarli ve segici belirlenmesine izin vermektedir ayrica meyve sulari, ilag, idrar ve
konservatif sivilardaki askorbik asidin belirlenmesinde tatmin edici bir sekilde
uygulanmustir.

Julio cesar ve arkadaslarllsg. bu calismalarinda asetil salisilik asit, parasetamol
kafeinin farmasotik formiilasyonlardaki determinasyonu igin solid-faz molekiiler
floresans ve ikinci dereceden degisken kalibrasyon tekniklerini kullanmislardir. Bu
method bilinmeyen karisimlarda, bilesenlerin spektral girisim yaptig1 karisimlarda bile
uygulanabilir. Paralel faktoér analizi PARAFAC model gelisimi i¢in kullanilmistir, bu
yolun etkinligi de ANOVA (¢oklu varyans analizi) ile gosterigmistir. % 10 un altindaki
hatalar dis gecerlilik kiimesi kullanilarak biitiin bilesiklerde elde edilmistir. Yeni
prosediiriin diisiik maliyet, 6rnek hazirlama gerektirmemesi, floresan spektrofotometre ile
hizli ve kolay analizi, atik olusturmamasi gibi yararlar1 referans metotlarinda yer
almamaktadir.

Bu metodu yararlar1 daha ¢ekici kilmakta, bilesiklerin dogru ve ¢ogaltilabilir bir
sekilde es zamanl1 belirlenebilmesine izin vermektedir.

Zenon Kokot™®, Aspirinin ve ‘zero crossing’ ikincil-tiirev uv spektrofotometri
yontemi ile formiile edilen ge¢ salinimli tablet formiilasyonlu aspirin igindeki salisilik
asitin es zamanli analizi i¢in hizli, kolay analiz yontemi gelistirmistir. Aspirin ve salisilik
asitin sifirinct dereceden absorbsiyon spektrumu ve ikincil tlirev spektrumu asetonitril-
formik asit sulandirici soliisyonunda kaydedilmistir. Methodun giivenilirligi 5 tablet
formulasyonlarinda (ayni1 partinin her bir 20 tabletinde) ASA ve SA nin belirlenmesiyle,
tanimlanan methodla, yiiksek performansli sivi kromatografik methodla gosterilmistir ve

sonuclar goris birligindedir.
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Altair ve Ark*®. Kismi en kii¢iik kare algoritmasinin degiskenini olan PLS-1’i
farmasotik formiillerdeki asetilsalisilikasit ve kafeinin kati-faz spectrofluorimetric
yontem kullanilarak belirlenmesi i¢in kullanmistir. Kullanilan bu method, sik ortiisen
spektral bantlarin etkin bir sekilde ¢oziilmesine imkan saglayarak, analitlerin es zamanl
Olclimiine izin vermektedir. Analiz Oncesi numune hazirlanmast gerekmemektedir.
Kalibrasyon seti 50-170 mg g™ ASA ve 5-20 mg g™ CF den olusan toplamda 83 Srnekten
olusmaktadir. 25 oOrnekten olusan diger set harici dogrulama icin kullanilmistir.
Ongoriilen deney konsantrasyonlardaki goriis dogrudur( r= 0.987 ve 0.974 ASA ve CF
modelleri i¢in). Biitlin modellerin 6ngorii performansi; degiskenlik katsayisi, goreceli
Ongorii tayini, oran hata aralifina gore degerlendirilmistir. Nihai PLS1 modelleri
farmasotik formiillerdeki ASA ve CF nin belirlenmesi i¢in kullanilmstir.

Airton Vicente ve arkadaslan™®. Akiskan enjeksiyon sistemi ile spektrofotometrik
aptama, farmasotik formiiller icinde L-askorbik asit in saptanmasinda tavsiye
edilmektedir.

Bu sistemde icinde polyester rezin siitun igeren, sabitleyici (FeOH); dedektdrden
once eklenmektedir. 510 nm de goriintiilenen Fe(IT)-1,10- phenanthroline kompleksini
tiretebilmek i¢in Fe (II1)-1,10 phenanthroline kompleksi L-askorbik asit ile azaltilmistir.
Uygun analitik sartlarda, kalibrasyon denkleminin dogrusalligi ilave miktarda L-askorbik
asit i¢in 5.0106 ile 6.0105 araligindadir. Saptanma limiti 5.0107 M’dir ve geri kazanimlar
98.5-102.0% olarak elde edilmektedir. Farmasotik formiillerin ortak yardimci
maddelerinden ve diger asetil salisilik asit, kafein ve tiamin gibi aktif maddelerden higbir

engel gozlenmemistir.
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Erdal Din¢'®®. double divisor-oran spektrum tiirevi (double divisior —ratio spectra
derivative) ve spectra-zero crossing methodlarini, her hangi bir kimyasal ayirma islemi
uygulanmadan askorbikasit, asetilsalisilik asit ve parasetamol i¢eren efervesan tabletlerin
analizlerinde uygulanmistir. Her iki methottada 3 bilesik i¢in kalibrasyon grafikleri 8-
28mg mi™ araliginda dogrusaldir. Her iki metodla elde edilen sonuglar karsilagtirildiginda

her ikisininde ¢ok iyi sonuglart verdigi goriilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.7 Kromatografik Yontem

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz

olmak {tizere birbirleriyle karigsmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflagtirilmasi

yontemidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz iizerinde, degisik

hizlarla hareket etmeleri veya stiriiklenmeleri esasina dayanur.

3.8 Kromatografi’nin Simflandirilmasi

A. Ayrilma Mekanizmalarina Gore

1.

2.

Adsorpsiyon Kromatografisi

Partisyon Kromatografisi

Iyon degistirme Kromatografisi

Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) Kromatografisi
Iyon ¢ifti Kromatografisi

Afinite Kromatografisi

B. Uygulama Bi¢imine Gore

1.

2.

6.

Diizlemsel kromatografi

Kagit Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (TLC)
Kolon Kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC)

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

HPLC teknigi son teknolojik ve mikroislemci gelismelerin sayesinde daha yiiksek

basing ve yeni kolon sistemleri ile UPLC seklinde kullanilmaktadir.
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Kromatografik caligmalarda Asir1 Basingli Sivi Kromatografisi (Ultra High-
Performance Liquid Chromatography-UPLC) UPLC’sinde fizikokimyasal 6zelliklerine
gore ayrilan molekiiller; UV “photo diode array” (PDA) ve floresans dedektor sistemi
kullanilarak analiz gergeklestirilir.

UPLC yontemi ¢ok cesitli alanlarda uygulanabilir. Bunlardan en yaygin olanlari;
farmakokinetik caligmalar, proteomiks/metabolomiks ve ilag gelistirme calismalaridir.
UPLC yaygin olarak farmasotiklerin farmakokinetik calismalarinda kullanilir ve bu
bakimdan biyolojik analizler agisindan ¢ok siklikla kullanilir. Bu ¢alismalar, 6rnek olarak
bir farmasotik maddenin hepatik kan akimindan ve organlardan ne kadar siirede ayrildigi
bilgisini verir. Ayrica kisa analiz siiresi ile biiylik bir saglar.

UPLC bir ayirma yontemidir. Bu yontem sayesinde kompleks bir karigimdaki
bilesenleri birbirinden ayirir. Soyle ki, her kompleks bir karisim i¢indeki kimyasal ve
fiziksel oOzellikleri farkli olan bilesiklerin hareketli ve sabit faz ile etkilesmeleri
birbirinden farkli oldugu igin kromatografik ayrim saglanir. UPLC yontemi ile bir
analizin 6zeti Sekil 3.2.1° de gosterilmistir. Bu karisimda A ve B maddesi X ¢oziiciisiinde
¢oziinmiistiir. Ornek numune UPLC cihazina enjekte edildiginde, pompa vasitasiyla
hareketli faz kolon boyunca tasmir ve bolmelere ayrilir. Hareketli faz Ornekteki
bilesenleri kolon boyunca hareket ettirir. Numunedeki A ve B bilesikleri siitunun i¢inden
gecerek hareket eder. Kolon igerisinde A sabit fazla B’ dan daha fazla etkilesim
halindedir. Boylece A kolonda B’ den daha uzun siire tutulur. Sonug itibariyla B,
kolondan A’ den Once ortaya ¢ikar ve B’ nin tutulma zamani A’ den daha kisadir.

Kolondan ¢ikan maddeler detektorler (algilayicilar) vasitasila kaydediciye
kromatogram olarak aktarilirlar (Sekil 3.1). Detektor tepkilerinin zamana gore kaydi

sonucu bir kromatogram olusur.
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Sekil 3.1 UPLC sisteminin basit semast

—

Zaman

Kromatogram

UPLC sisteminde kullanilan dedektor sayesinde ayrilan bilesikler dedekte edilerek
kromatogram olarak kayit edilirler.Giiniimiiziin artan niifusuyla beraber, tiikkenen
kaynaklar ve asir1 gelisen teknolojileri gevre kirliliginden sagliga kadar bir ¢ok alanda
kompleks bir hal alan analiz islemleri i¢in UPLC sisteminin kullanimi zorunlu hale
gelmistir.Bu UPLC teknolojisiyle analiz stiresi kisaltilmig ve yiiksek kromatografik ayrim

saglanmistir.

3.9 Kemometri

Glinlimiizde bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik alanlarindaki
gelismeler, kimya alaninda, 6zellikle de analitik kimya da kompleks sistemlerin ¢oziimii
icin kemometri adi1 verilen yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur. Bu gelismeler,
analitik kimya ve komsu branglardaki arastirmacilara, analitik problemlerin ¢6ziimiinde
yeni olanaklar saglayan ¢ok boyutlu ve ¢ok degiskenli parametrelerin kullanildig:
kemometrik yontemlerle yeni calisma alanlar1 dogurmustur. Kemometri, istatistik ve
matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir
kimya disiplinidir.

Kemometri, kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gergek bilginin
ektraksiyonunu veya sakli bilgilerin agiga c¢ikarilmasina olanak taniyan gii¢lii bir aractir.

Kemometrinin temel uygulama alanlarindan biri analitik kimyadir.
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Kemometri kelime olarak, 1970’1i yillarda istatistik ve matematiksel yontemler ile
birlikte bilgisayar ve yazilimlarin kullanildig1 kimyadaki uygulamalari i¢in s6zii edilmeye
baslanmistir. Kemometri kavrami, 1972 yilinda Isvecli Svante Wold ve Amerikali Bruce
R. Kowalski tarafindan ileri siiriildii ve 1974 yilinda uluslararasi kemometri dernegi
tarafindan bu disiplinin ilk resmi aciklamas1 yapildi. Izleyen yillarda, diinyada, ulusal ve
uluslararast kemometri konferanslarinin da organize edildigi gozlenmektedir. Bugiin
analitik kimyada kemometri disiplininin tanimi, konular1 ve ¢6ziim getirdigi problemler
icin artan yogunlukta ve ¢ok sayida kitabimin yaymlandigi goriilmektedir®?*’. Bu
disiplinin ortaya atildig1 giinden itibaren kemometrik yontemler ve uygulamalari ile ilgili

derleme makaleler ve 0gretici ders notlari yaylnlanrmstlrm‘16

. Bu kemometrik yontemlere
ragbet edilmesi, kimya ve de analitik kimyada kompleks numunelerin analizinde hizli,
dogru, kesin ve giivenilir sonuglara ulagsmak i¢in esnek ve ¢ok yonlii ¢ozlimler sunmasina
baglanabilir. Yapilan bilimsel ¢alismalarin sonucu yayinlanan makaleler gostermistir ki
son 15 yil iginde analitik problemlerin ¢ézlimii i¢in gelismis analitik cihazlardan elde
edilen ¢ok degiskenli ve c¢ok boyutlu 6l¢iim verilerinin islenmesi i¢in kemometrik
yontemlerin en biiylik kullanicis1 analitik kimyacilardir. Kemometri igerik olarak,
tanimlayict ve agiklayici istatistik (descriptive and inference statistics), sinyal isleme
(signal processing), deneysel tasarim (experimental design) , modelleme (modeling),
kalibrasyon (calibration), optimizasyon (optimization), yap1 tanima (pattern recognition),
siniflandirma (classification), yapay akil yontemleri (Artificial intelligence methods),
resim igleme (image processing), bilgi ve sistem kurami (information and system theory)
gibi kavram ve uygulamalar1 kemometrinin konularini olusturmaktadir.

Kemometri disiplininde temel olarak iizerinde vurgu yapilan istatistik-matematik

yontemler iizerindedir. Rastgele (diizensiz) veriler, sirasiyla istatistigin tanimlayici ve

aciklayic1 yontemleriyle karakterize ve test edilirler.
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Analitik verilerin islenmesinde, istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin
temel araglaridir. Sinyallerin islenmesi, diizlestirme (smoothing), filtreleme (filtering),
tiirev ve integrasyon i¢in kullanilan algoritmalar vasitasiyla gerceklestirilir. Fourier ve
dalgacik doniisiimii gibi yontemler sinyal islemek i¢in kullanilan yéntemlerdir16’19.

Yiiksek verimli deneysel ¢alismalar, deneysel tasarim ve kantitatif degerlendirme
yontemlerine dayanir. Deneysel tasarim ve Kantitatif degerlendirmeler matematiksel
modeller veya tasarimlar vasitasiyla basarilabilir. Deneysel tasarim ve optimizasyon
konusunda ¢ok sayida teknik bilgi notu ve kitap istatistikg¢iler tarafindan yazilmistir. Bu
konuda ilk analitik uygulamali kitaplardan biri Cornell tarafindan yazﬂmlstlrlo.Dogrusal
olmayan kompleks sistemlerde kalitatif ve kantitatif analizlerde yapay zeka yontemleri
olarak yapay sinir aglar1 yontemleri, kemometrik c¢alismalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Kemometrik yontemlerin en biiyiikk kullanicisi analitik kimyacilar olmakla
birlikte, laboratuvar ve analiz calismasi yapan komsu branglarda da kullanildig:

yayinlanan egitici notlardan ve yaymlanan bilimsel makalelerden gozlenmektedir.

Kemometrinin farkli disiplinler ile iliskileri Sekil 3.2°de sunulmaktadir®

Matematik

Istatistik

Organik Kimya A\
Biyoloji ve
Tip
Programlama ve Analitik Kimya Uygulama
Hesaplama alanlan
Sanayi
Miihen dislik LA T J

Sekil 3.2 Kemometrinin farkli disiplinler ile iliskileri
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Yukaridaki semadan da (sekil 2) goriildiigii gibi kemometrik ¢alismalarda, analitik
kimyacilarin ve diger ilgili disiplinlerin ihtiyaglar1 dlgiisiinde uygulamali matematik ve
istatistik bilgisine sahip olmalar1 gerektirdigi agiktir. Burada programlama ve hesaplama
cok onemlidir. Kemometrik uygulamalarin ¢ogu kompleks hesaplamalar icermektedir. Bu
hesaplamalar1 elle veya basit hesap makinlariyla gerceklestirmek miimkiin olmadigi i¢in
bilgisayar programlarina ihtiyag vardir. Kemometrikhesaplamalarda genellikle Excel,
Matlab ve diger paket programlar kullanilmaktadir.

Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢evre kimyasi,
arkeoloji gibi alanlarda kullanilmaktadir. Fizikokimyacilar ve madde bilimciler, sinyal
isleme ve ¢ok degiskenli verilerin analizinde kemometrik yontemleri uyguladiklart
goriilmektedir. Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar, reaksiyon kosullarinin
optimizasyonunda deneysel tasarim ve ila¢ tasariminda yapi etki iliskisi ¢aligmalarinda
kemometrinin araglarini kullanmaktadirlar.

3.9.1 Cok Degiskenli Kalibrasyon Algoritmalari. (Multivariate calibration

algorithms)

3.9.1.1 Kilasik En Kiigiik Kareler Yontemi. (Classical Least Squares (K-

matris) method)

Klasik en kiiciik kareler kalibrasyon yontemi, spektrofotometrik veya diger
analitik cihazlardan elde edilen 6l¢iim verilerinden olusan lineer denklem sistemlerine,
Beer—Lambert yasasina uygulanmasidir. Burada agiklamalar spektrofotometrik ¢aligsmalar
icin yapilmaktadir. A = K x C (Lambert-Beer yasasina gore)’dir. Bu denklem lineer

denklem sistemleri ile ifade edilecek olursa;

A; = K{1C1 + K{3Cy 4 -+ ov oo Ky o Cp
Ay = Ky C14 KypyCy + o vee oo Ko o Cp
Az = K3.C1 4 K3yCy + -+ vee oo Ka o Cp
Ay = Ky1C1 4 KyyCy + -+ oo ovv o Ky Cpo
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Burada A= olgiilen sinyal, K= 06l¢iim icin seg¢ilen noktalardaki katsayilar, C=
analiz edilen bilesigin konsantrasyon.Burada A= 0lgiilen sinyal, K= 6l¢lim i¢in segilen
noktalardaki katsayilar, C= analiz edilen bilesigin konsantrasyon.

Y O6ntemin basit algoritmast

Apxq = Kpxj- Cjxq

K= (APXJ'CJ'Xq) X (Aprchj)_l
K* = (I(jiprXj)_lKjap

ijP = K*-Asample

a) Yontemin avantajlari; i)  hesaplamalar hizlidir, ii) kalibrasyonlar- da dalga
boyu se¢imi gerektirmez, iii) dalga boylarinin sayisi bilesenlerin sayisindan fazla olsa da
kullanilabilir, iv) genis bir spektral alanda ¢ok sayida dalga boyunun absorbans 6l¢iimleri

kalibrasyonda kullanilabilir, v) PCR ve PLS’ye gore basit bir matematige sahiptir.

b) Yontemin dezavantajlari; i)bu kalibrasyonda kalibrasyon karigimlarinin her
bilesen i¢in tam olarak komposizyonunun bilinmesi gerekir, i1) spektrofotometride grafik
yontemlerin uygulanmasinda oldugu gibi CLS kalibrasyon i¢in de birbiriyle etkilesen
bilesenlerin bulundugu karisimlarin analizi i¢in uygun degildir.

3.9.1.2 Ters En Kiigiik Kareler (P-Matris) Yontemi. ( Inverse Least Squares

method)

ILS yontemi lineer denklemler sisteminin spektroskopide Beer-Lam- bert
yasasinin ters ifadesinin lineer denklem sistemine uygulanmasini igerir:

C=PxA

Bu 15 nolu denklem asagida verilen lineer denklem sistemi seklinde yazilabilir:

Ci = P11A1+ P Ay + oo ooe e Py Ay
Cy = Py Al + PyyAy + oo ooeoee oo Py Ay
CC = PClAl + PWZAZ + """"""PCWAW
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Bu yontemin basit algoritmasi:
Ckxq = kapAPxQ
-1
P = (CkquT(CkquT(Apqugxp)

Csample = kapApxq
a) Yontemin avantajlari; i) numune i¢in 6l¢iilen absorbans degerleri, formiilde

yerine kondugu zaman dogrudan konsantrasyonu hesaplamak miimkiindiir, bu da
hesaplamalarda zaman kaybini ortadan kaldirmaktadir, ii) analiz edilen bilesiklerin
bilinmesi sartiyla bu kalibrasyon modeli ¢ok kompleks karisimlarin analizine olanak
tanir, b) Yontemin dezavantajlari; i) kalibrasyon i¢in kullanilan dalga boyunun se¢imi
zor ve zaman alici olabilir, ii) dalga boylarinin sayisi kalibrasyon numunelerinin sayisi
ile sinirlanan modeller kullanilir, iii) genellikle ¢ok sayida numune kullanilmasi dogru
bir kalibrasyon i¢in gereklidir.

Ciinkii katsay1 matriksinin hesaplanmasinda matriks determinant degerinin “0”
cikmasi sonsuz ¢oziim gerektirmesi nedeniyle sakinca dogurur, bunu agmak i¢in de
kalibrasyon setindeki seri sayisini artirmak gerekir, iv) kalibrasyon numunelerinin
hazirlanmasi ve bir 6n kalibrasyon vasitasiyla 6l¢iim son derece zor ve sikintilidir.

3.9.2 Temel Bilesen Regresyon Yontemi (Principal Component Regression,

PCR)

Kemometrik kalibrasyon yontemlerden birisi olan temel bilesen regresyon
yontemi, konsantrasyon seti igin Olgiilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile
birbirine dik (ortogonal) dogrular elde edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular
kurulacak kalibrasyonun koordinat sistemidir. Burada agiklanan PCR algoritmas1 martens
ve Naes (1984) tarafindan verilen semaya gore agiklanmaktadir. PCR kalibrasyonu
kurulmasindaki ~ basamaklar  asagidaki  bigimdedirAnaliz  edilecek  maddenin

konsantrasyon ve absorbans verilerinin varyans-kovaryansi bulunur.
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Varyans-kovaryans sacgilma matriksinin 6z vektorleri ve 6z degerleri hesaplanir.
Secilen 6z degere (eigenvalue) karsilik gelen 6z vektor (eigen vector) kalibrasyonun
lineer bilesenidir.

PCR algoritmasinda genel lineer regresyon denklemi asagidaki bicimde
yazilabilir:

C=a+b A

Burada C analiz edilecek maddenin konsantrasyonudur, a sabit say1, b ise temel
bilesenlerin ve C—loading matriksinin (q) carpimindan elde edilir:
b=P-q
Burada P 6z vektorlerin matriksidir. 6z vektorler kolon matriksi en uygun 6z
degere (faktore) ya da 6z degerlere (faktorlere) karsilik gelmektedir.
Burada q vektorii C—-loadings olarak adlandirilir ve T (say1 matriksi) {izerinden
C’nin regresyonu ile tayin edilir:

q=D.T" .Yo

Burada D diagonal matriks olup herbir 6z degerin tersine esittir. sayr matriksi
asagidaki esitlikten elde edilebilir

t1= AoP1

Ortalanmig absorbans ve konsantrasyon, Ag ve Cy ile gosterilebilir. Burada a sabiti
genel lineer regresyon denklemi kullanilarak asagidaki esitlikten hesaplanabilir :
ag=Co—AT'b
Her bir asamada elde edilen degerler 16 no’lu denklemde yerine konarak
numunede bilinmeyen konsantrasyonu hesaplanabilir. Her bir asamada elde edilen
degerler 16 no’lu denklemde yerine konarak numunede bilinmeyen konsantrasyonu

hesaplanabilir.
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a) Yontemin avantajlari; i) dalga boyu se¢imi gerektirmez, genellikle biitiin
spektral alan ya da bu spektral alanin genis bir bolgesi kullanilabilir, ii)  ¢ok bilesen
analiz i¢in kullanilabilir, ii1)) PCR data islemleri i¢in ve kalibrasyondaki katsayilarinin
hesaplanmasinda ILS regresyon isleminin kullanilmasina olanak tanir. iv) analiz edilecek
bilesenlerin bilinmesi sartiyla ¢ok kompleks karigimlar igin kullanilabilir, v) bazen
orijinal Kalibrasyon karisimlarinda bulunan fakat numunede bulunmayan bilesenli
numunelerin miktar tayininde kullanilabilir, vi) kalibrasyon i¢in 6lgiilen absorbanslarin
dekomposizyon isleminden sonra uygun 0z vektorlere karsilik secilen 6z degerlerin
deneysel ortamdan ve 6l¢iim aletlerinden gelen giiriiltiinlin eliminasyonuna olanak tanir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) hesaplamalar klasik yontemlere gore daha yavastir,

i) yontemin optimizasyonu temel kalibrasyon komponentlerinin bazilarinin
bilinmesini gerektirir (anlasilmast ve yorumlanmasi ¢ok kompleks modeller igin),
iii)kalibrasyon i¢in temel alinan vektorler analiz edilecek bilesenlere karsilik
gelmeyebilir, iv) genellikle ¢ok sayida kalibrasyon numunesinin kullanilmasi dogru bir
kalibrasyon i¢in gereklidir, v) kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi bilesenlerin

konsantrasyonlari ile dogrusallikdan uzaklagsmalar1 nedeniyle zordur.

3.9.21 Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi (Partial Least Squares

Regression Method)

Kemometrik kalibrasyonlardan en yagin ve popiiler olan1 PLS yon- temidir. PLS
yonteminde kalibrasyonun kurulmasi i¢in kullanilan PLS algoritmalarina gore,
ortogonalize edilmis PLS algoritmasi (orthogonal-ized PLS algorithm) ve ortogonalize
olmayan PLS algoritmasi (non-orthog- onalized PLS algorithm) gibi sekilleri vardir.
ortogonalize PLS ve ortogonalize olmayan PLS algoritmasi arasindaki temel fark X den

faktorlerin ¢ikarilmasindadir.
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PLS kalibrasyonunun PLS1 ve PLS2 seklinde iki tipi s6z konusudur. PLS1 de bir
bilesik model igerisinde iken; PLS2 de biitiin bilesikler modele dahil edilmektedir. Wold
ve martens tarafindan verilen PLS algoritmasi en genel olanlardandir. PLS kalibrasyonu,
say1 vektorleri vasitasiyla X-ve Y-bloklar1 arasindaki iliskiye dayanir. PLS algoritmasina
gore sifir etrafinda merkezilestirilmis X-degiskeninin matrisi ve sifir etrafinda

merkezilestirilmis Y-degiskeninin pargcalanmasi asagidaki bi¢imde verilir.

J A J J
_ > — —_ > _ >
A P
/ X =17 + 1 E
N A N N
—_— — —_ —

Sekil 3.3 PLS2 kalibrasyonu

X=T P +E
Y=UQT +F
Y=XB+F
B=W (P'W)'QT
Burada X= bagimli degisken (6rnegin absorbans verileri), Y = bagimsiz degisken
( 6rnegin konsantrasyon), T = X i¢in say1 matrisi, U=Y i¢in say1 matrisi, P = X i¢in ylik
matrisi Q= Y i¢in yik matrisi, E = X-kalintt ma- trisi, F=Y-kalinti matrisi,W=
max(kovaryans( E, F))
PCR algoritmasinda oldugu gibi bu katsayilar (B) linear regresyon denkleminde

yerine konursa analiz edilecek numunenin absorbans degerleri bu esitlikte yerine

yazilarak hesaplanir.
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a) Yontemin avantajlari; i) PLS kalibrasyon islemi CLS ve ILS hesap tekniklerini
kapsamaktadir, ii) tek asamali bir dekomposizyon ve regresyon islemi gerektirir,
kalibrasyonda kullanilan 6z vektorler analiz edilen bilesenler ile en genis ortak spektral
degisimin oldugu bolgede dogrudan iliskilidir, iii) kalibrasyonlar genellikle kalibrasyon
setinin bilinmeyen numunelerden beklenen degisik konsantrasyonlarini1 yansitmasi daha
fazla giivenirlik saglayacaktir, iv) yalnizca analiz edilecek bilesenlerin bilinmesi sartiyla
kompleks karisimlar i¢in kullanilabilir, v) bazi durumlarda orijinal kalibrasyon
karigimlarinda bulunan fakat numunede olmayan bilesenli numunelerin miktar tayininde
kullanilabilir,

vi) bu tekniklerin hepsi spektral kantitatif analiz i¢in uygulanirken literatiirdeki
sebepler genellikle PLS’ nin tahmin giiclinlin yiiksek oldugunu gostermektedir. Birgcok
durumda PLS metodlart PCR’den daha iyi sonuglar verir.

b) Yontemin dezavantajlari; i) PLS hesaplamalari klasik metodlar- dan daha
yavagtir, i1) PLS modellerin anlasilmasi ve yorumlanmasi zor olup son derece soyuttur,
iii) genellikle ¢ok sayida numune igin dogru bir kalibrasyon gereklidir, iv) kalibrasyon
numunelerinin  hazirlanmas1  bilesenlerin ~ konsantrasyonlart  ile  dogrusalliktan
uzaklagmalari nedeniyle zordur.

3.9.2.2 Kalibrasyon (Konsantrasyon) Setinin Tasarim

Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) kalibrasyonlar igin Kkalibrasyon seti ya
rastgele (randomly) vyada analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin
konsantrasyonlarini igerecek sekilde kalibrasyon (konsantrasyon) setinin tasarimi yapilir.
Simetrik kalibrasyon setinin planlamasinda analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlari,
kalibrasyon setinin i¢inde ana kiimenin permiitasyonlar1 seklinde alt kiimeler

olusturmalidir.
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Kemometrik caligmalarda rastgele kalibrasyon setinin hazirlanmasindan ziyade,
analiz edilecek maddelerin konsantrasyonlarina gore simetrik bir kalibrasyon setinin
hazirlanmasi, elde edilecek sonuglarin dogrulugu ve hatalarin minimize edilmesi
acisindan tercih edilecek bir durumdur. Calismalarda konsantrasyon (derisim) seti
hazirlamasinda, ¢esitli tasarim sekilleri verilmekle birlikte rastgele hazirlanan
konsantrasyon setleride kullanilmaktadir.

3.10 Capraz Validasyon Islemi (Cross-Validation Procedure)

Kemometrik  kalibrasyonlarin ~ validasyonu i¢in kalibrasyonu ve tayin
basamaklarinda kalibrasyonun standart hatasi (standard error of calibration — SEC) ve
tayinin (tahminin) standart hatasi (standard error of prediction —SEP) gibi parametreler
kullanilmaktadir. SEC ve SEP degerlerinin minumum yapan kalibrasyon kosullar1 ve F-
istatistigi kullanilir. Kalibrasyon performanslarini degerlendirmek icin, kemometrik
kalibrasyonlarin SEC ve SEP degerleri yaninda, bilinen ve tahmin edilen konsantrasyon
degerlerinin lineer regresyon analizi yapilarak, korelasyon katsayisi (r), dogrunun egim

(m) ve kesim (n) degerleri kullamlir'®

. PCR ve PLS kalibrasyonlarinin kurulmasinda
faktor secimi icin ¢apraz validasyon islemi (cross-validation procedure) kullanilir. Bunun
icin karalerin tahmin (tayin) hatalarinin toplami (prediction error sum of squares —

PRESS) hesaplanir. optimal faktdr sayisini bulmak i¢in oner- ilen kriterler minumun

PRESS degeri ve F-istatistidir'®™".
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3.11 Kemometrik Kalibrasyon Yontemlerinin Uygulamalari

3.11.1 Kemometrik yontemlerin uygulama alanlari

Analitik kimyadaki miktar tayini ¢alismalarinda, kemometrik kalibrasyon
yontemleri yada ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri IR spektrofotometre, UV-goriiniir
alan spektrofotometre, spektroflorimetre, potansiyometre, elektrokimyasal analizor, kiitle
spektrometre, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez gibi
analitik cihazlardan elde edilen analitik veriler uygulanmaktadir. Analitik kimyanin
prensip ve yontemleri ¢ok degisik komsu disiplin tarafindan kullanilmaktadir. Bu da
analitik kimyanin biyoloji, tip, ziraat, gida ve eczacilik gibi alanlarda genis bir uygulama
alan1 oldugunu gostermektedir.

Analitik c¢aligmalarda kemometrik yontemlerin uygulamalar1 inorganik analiz,
organik analiz, ilag¢ analizi, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida ve su analizleri,
cevre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢6ziinme hiz1 testleri seklinde 6zetlenebilir.

3.11.2 Coklu Bilesen Analizi (Multicomponent Analysis)

Son yillarda, coklu bilesen analizi, analitik kimyacilar i¢in en énemli konulardan
birisi oldu. Bu baglamda, ayni anda miktar tayinlerinin klinik kimyasi, ila¢ analizi,
kirlilik kontrolii vb. gibi degisik disiplinler ile ilgili aktif bilesikleri i¢eren karigimlarin
kantitatif analizi i¢in olduk¢a kullanisli oldugu kanitlanmistir. Cok degiskenli
kalibrasyonlarin absorbans sinyallerine uygulanmasiyla ¢ok bilesen analizlerinden elde
edilen sonuglarin dogrulugu, yontem ve kullanilan analitik sinyallere bag11d1r21. Coklu
bilesen analizi i¢in kombine farmasotik preparatlardaki aktif bilesiklerin miktar
tayinlerine kemometrik kalibrasyon yontemlerinin uygulamasi, bu alanda ugrasan

arastirmacilar icin ilgi odag1 olmustur.
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Ornegin ii¢ farkli kombine farmasotik preparatta asetilsalisilik asit (ASA),
asetaminofen (ASE) ve kafeini (KAF) hi¢ bir ayirma islemi yapmaksizin ve ayni anda
kantitatif analizileri spetrofotometrik ¢oklu dogrusal regresyon ve PLS kalibrasyonlariyla
gergeklestilmistir. Bu ¢alismada kaibrasyonu kurulmasinda ASA, ASE ve KAF igeren
konsantrasyon matrisi, sirasiyla 4-12 ug/ml, 2.0-10 pg/ml ve 0.9-6.0 pg/ml
konsantrasyon araliginda hazirlanmistir. Calismada son derece basarili sonuglar elde
edilmistir21. Iki veya daha fazla aktif bilesigi iceren karisimlarda, coklu bilesen analizinde
kemometrik kalibrasyon ya da c¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri, dogrudan
absorbans sinyallerine uygulandigi gibi tiirev absorbans sinyallerine de uygulanabilir.
PLS kalibrasyon yoOnteminin tlirev yontemiyle kombine kullanimiyla ii¢ bilesenli bir
karisim i¢in iki farkli deneysel tasarim test edilmis ve sonuglar tartisilmistir. Bu kombine
yontem, 1wrmak  sularindaki  bilesiklerin  tayinine uygulanmlstlrzz. Normal
spektrofotometrik absorbans ve tiirev sinyalleri kullanimina dayanan iki kemometrik
yontemin (¢oklu dogrusal regresyon—mULTI3 ve PLS2) performansi, asetilsalisilik asit—
kafein—kodein ve asetaminofen—kafein—kodein igeren {iglii karisimlarin analizleri igin test
edilmistir ve yoOntemler farmasotik pereparatlara uygulanmlst1r23. Kemometrik
kalibrasyon yontemleriyle bazi veteriner preparatlarinin analizi i¢in normal ve tiirev
absorbans spektrumlar1 kullanilmigtir. Tiirev teknigi ile PLS yontemin kombine
kullaniminin anlamli avantajlar sagladig: belirtilmektedir®>. Bu sonug, zemin cizgisi
etkisinin iligkili oldugu Ol¢iim hatalar1 olarak karakterize edilen ve hata kovaryans
matrislerindeki kovaryans islemiyle indirgenmesi ve tiirevin filtre etkisinin bazi etkili
giiriiltiiyii kismen gideren Ongoriisiiyle acgiklanabilir. Bu yaklasim bir dereceye kadar
basarili olurken, tiirevin filtre etkisi, hata kovaryans matrisinin az da olsa islemler ile

diagonalize olabilmeleri nedeniyle optimal degerlerin elde edildigi diisiiniilebilir.
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Dort kemometrik kalibrasyon teknigi (CLS, ILS, PCR ve PLS) bir farmasotik
preparattaki  amilorid ve hidroklorotiyazitin, absorpsiyon ve birinci tlirev
spektrofotometrik tayinlerine uygulanm1§t1r25. Farkl1 farmasotik preparatlarda, krom (tris)
pikolinat [Cr(pic)3] ’in hizli, dogrudan ol¢iimii i¢in bir Fourier transform (FT-IR)
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Bu ¢alismada, Lambert-Beer yasasi ve iKi
kemometrik kalibrasyon (PLS ve PCR) verilerin islenmesinde kullanmislardir®®. Ticari
farmasotik preparatta teofilin anhidrit, guafenesin, difenhidr- amin hidrokloriir,
metilparaben, propilparaben, sodyum benzoatin miktar tayinleri i¢in PLS1 ve PCR
kalibrasyonlar1 uygulanmistir. Kalibrasyon yontemleri, 220-270 nm spektral dalga boyu
araliginda AA = 0.4 nm araliklar ile 6l¢iilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan
PLS1 ve PCR kalibrasonlar ile yapay ve ticari preparattaki 6 aktif bilesigin kantitatif
analizi yapilmistir. Kemometrik sonuglar, gelistrilen HPLC yontemiyle elde edilen
sonuglar ile karsilastirilmistir’. Cok kanalli deteksiyonlu spektrofotometrik verilerin
analizine uygulanan, ¢ok degiskenli kalibrasyon kullanarak idrarda iki fluorokinolin
(siprofloksasin ve ofloksasin) ve iki nonsteroit antienflamatuvar ilacin (diklofenak ve
mefenamik asit) kantitatif analizi gergeklestiriliyor. Yontemin esasi fluorimetrik
sinyallerin birinci ve ikinci tlireve verilerinin kullanimina dayanmaktadlrzg. Mebeverin
HCI (mB) ve siilprid (SU) kombinasyonundaki bu etken maddelerin analizi i¢in iki
yontem kullaniliyor. Bu yontemlerden birincisi, spektrum oranlar tiirev yontemi, ikincisi
klasik en kiiclik kareler (CLS) kalibrasyon yontemidir. Kemometrik yontemde iki aktif
bilesigi igeren bir konsantrasyon seti 0.1 M HCI igerisinde hazirlaniyor. Konsantrasyon
seti i¢in 200-300 nm dalga boyu araliginda, absorpsiyon spektrumlari ¢izdirilmektedir.

Konsantrasyon seti verileri ve 200-300 nm araliginda, Ol¢iilen absorbanslar
arasindaki elde edilen lineer denklemler sisteminden olusan kalibrasyon karisimlardaki

mB ve SU bilesiklerinin tayini i¢in kullanllmlgtlrzg'
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Ikili karisimdaki parasetamol (PAR) ve diklofenak (DIK) miktar tayinleri igin
herhangi bir ayirma islemi yapmaksizin PLS1 yontemi uygulanmistir. Kemometrik
kalibrasyon yoOntemiyle ii¢ farkli tablet preparatinda PAR ve DIK kantitatif analizi
basartyla gercgeklestirilmistir. Karsilastirma i¢in  HPLC ydntemi kullamlmlstlrgo.
Farmasotik numunelerdeki Fe(I) ve Fe(Ill) tayinleri i¢in 1,10-fenan-trolin and
tiyosiyanat karisimi kullanilarak spektral olarak PC-ANN, PCR ve PLS kalibrasyon
yontemleri gelistirmislerdir. PC-ANN ve PLS ile elde edilen sonuglarin kesinligi kismen
PCR nin sonucglarminkinden daha iyi oldugu bulunmustur®. Bir farmasotik
formiilasyondaki atenolol, amilorid ve klortalidonun miktar tayinleri i¢in {i¢ yontem
gelistiriliyor. Bu yontemler, HPLC, PCR ve PLS-1 dir. Kromatografik ayirim, ters faz Cyg
kolon kullanilarak, asetonitril, 5 mm heptansiilfonik asitinin sodyum tuzundan (20:80,
h/h, pH=4.4) olusan hareketli faz ile gergeklestirilmistir. Bu etken maddelerin analizi igin
240-290 nm dalga boyu araliginda AA= 0.2 nm araliklar ile Olciilen absorbans
degerlerinin Ol¢limiine dayanan, PCR ve PLS1 kemometrik yontemleri uygulanmistir 2
Perfenazin (PER), amitriptilin HCI (Aml) ve imipramin HCI (ImP) igeren ikili ve tglii
tabletlerde igerik tek diizeligi ve c¢oziinme testleri icin ¢ifte boliicii-spektrum oranlari
tirev spektrumu (CBSoT) ve PLS yontemleri gelistirilmistir. CBSoT yonteminin
sonuclar PLS yontemiyle elde edilen sonuglar ile istatistik olarak kar$11a§t1r11m1$t1r33.
Maltol (mAL), etil maltol (EmA), vanilin (VAN) ve etil vanilin (EVA) maddeleri, gida
katk1 maddeleridir. Bu maddelerin absorpsiyon spektrumlarimin girisim yapmasi
nedeniyle bir 6n ayirma islemi yapmaksizin karigimlardan onlarin klasik yontemlerle tek
tek miktar tayinleri oldukg¢a zordur. Kemometrik yontemler bu gida katki maddelerinin
hi¢ bir ayirma islemi yapmaksizin kantitatif analizlerine uygulanmistir. Bu mAL, EmA,
VAN ve EVA bilesiklerin degisik derisimlerde igeren iglem setinin 200-350 nm de

absorpsiyonlarindan olusan absobans veriler dizisi kullanilmistir.
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CLS, PCR, PLS ve yapay sinir aglan (artificial neural networks —ANNs) gibi
yedi farkli kemometrik yontem hesaplanmistir. Bu kemometrik yontemler, dort bilesigi
igeren karisimlarin analiziyle test edilmistir ve ticari gida numunelerine basariyla
uygulanm1§t1r34. Farkli kemometrik yontemler (CLS, PCR, PLS1) UV spektral veriler
(oD) ve birinci tlirevleri (1D), amilorid hidrokloriir, atenolol hidroklorotiyazid ve timol
maleatin karisimlarini igeren numunelerinin ayni anda analizi i¢in uygulanmistir.
Yontemlerin performanslart ANoVA testleri vasitasiyla karsilastirililmistir. oD-PCR,0D-
PLS1, 1D-PLS ve 1D-PLSI, tekrar edilebilir ve istatistiksel olarak benzer sonuclar
verdikleri ortaya konmustur. Yontemler valide edildikten sonra gergek numunelere (
ticari tablet preparatlarina) uygulanmlst1r35. Ikili karisimdaki atenolol (ATE) ve
klortalidonun (KTD) miktar tayinleri, UV spektrum verilerinin kullanimina dayanan
PLS1 yontemiyle basarilmigtir. PLS1 kalibrasyonlar1 ATE igin 255-300 nm dalga boyu
araliginda ve KTD icin 253-268 nm dalga boyu araliginda absorbans ol¢iimleri
kullanilarak olusturulmustur. Yapay karisimlarda, geri kazanim degerleri ATE ve KTD
i¢in sirasiyla 100.3£%1.0 ve 100.7+% 0.7 olarak bulunmugstur. Daha sonra yontem ATE
ve CTD igeren tablet preparatlarinin tek dizelik ve ¢oziinme testlerine uygulanmustir™.
Saf ve dozaj formlarda glafenin kantitatif analizi i¢in spektrofotometrik kararlilik
gosterme yontemleri gelistirilmistir. Bu calismada, spektrum oranlar tiirev ve
kemometrik yontemler kullanmilmigtir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
karsilastirilmistir. Yukaridaki calismalarin disinda CLS, ILS, PCR ve PLS kemometrik
kalibrasyon yoOntemlerinin, ¢esitli analitik cihazlardan elde edilen verlerin
kullanimmmimina dayali olarak, organik bilesiklerin analizinde, gida analizinde, cevre
analizindeki uygulamalarina ait 6zgilin ¢alismalar, asagidaki alt basliklar ve karsilik gelen

cizelgelerde sunulmaktadir.
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3.12

Organik Bilesiklerin Kantitatif Analizi

3.12.1 Farmasotik Analizdeki Uygulamalar

Farmasotik preparatlar, sabit matriks bilesimi ile nisbeten yliksek seviyede bir, iki

veya daha fazla aktif bilesigi igeren ticari formulasyonlardir. Farmasotik preparatlarin

kantitatif analizinde CLS, ILS, PCR ve PLS kalibrasyon yontemleri artan yogunlukta

kullanilmaktadir. Yardimci maddelerin varliginda girisim yapan bilesikleri iceren

kombine farmasotik preparatlarin analizi, hi¢ bir ayirma islemi yapmaksizin, klasik

analitik yontemlerle miimkiin degil iken kemometrik yontemlerle ¢éziimii son derece

basit bir islemdir. Bu nedenle kemometrik yontemler, farmasétik numunelerin analizi i¢in

potansiyel araclardir. Kemometrik yontemler, farmasoétiklerin kararlilik (stability) ve

bozunma iirlinlerinin miktar tayinlerinde de kullanilmaktadir. Baz1 ¢aligmalarda iki veya

daha fazla etkin maddeyi igeren tabletlerin ¢dziinme hizi tayinlerinde kemometrik

yontemlerin basariyla uygulandigi gozlenmistir.

3.13

3.13.1

Geregler

Kullanilan Cihaz ve Gerecler

Waters Acquity Series UPLC H Class Sistemi (Waters Corporation 34

Maple Street Milford, MA 01757 USA) (PDA sistemi ile birlikte).
Waters BEH® C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 p) UPLC Kolonu.

Empower UPLC Software programi.

Waters Vial

Spektrofotometre (UV/ VIS): Shimadzu UV- 1601
Spektrofotometre (IR): Jasco FT/IR 420

Kuvartz kiivet

Hassas terazi: Shimadzu Libror AEG-220

Manyetik karistirict: Ikamak RH Jonke & Kunkel IKA (Labortechnik)
Magnet

Pipet (1-10 mL)

Sartorius Minisart membran filtre (Gozenek ¢ap1 = 0,45 pum)
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3.14

3.14.1

Balon joje (25-250 mL)
Beher

Kullanilan Bilgisayar Yazilimlari

Microsoft Excel

Microsoft Word

E-power software (Waters, USA)
Matlab 7.0 software

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (Merck)
Asetik asit (Merck)
Aseto Nitril (Merck)
Kafein (KAF)
Parasetamol (PAR)
Asetik asit (AA)
Asprin (ASP)

Distile su

Analiz Edilen Bilesiklerin Ticari Preparatlar
AFEBRYL® Efervesan Tablet Smb Technology S.A. Belgika
Galepharma:

Parasetamol 200 mg

Asetilsalisilik asit 300 mg

Askorbik asit 300 mg

Sitrik asit 678 mg

Polividon 8 mg

Laktoz 94 mg

Sorbitol 83 mg

Sodyum hidrojen karbonat 1.170 mg
Sodyum sakkarin 15 mg

Limon tuzu esans1 15 mg
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3.14.2

3.15

THOMAPYRIN® Tablet, BOehringer INgelheim Phara GmbH ve Co/

KG:

ASP:....... 250 mg
PAR:....... 200 mg
KAF ........ 50 mg/tablet
Misir Nisastast,

Laktoz,

Stearik Asit,

Aritilmis Su

Askorbik Asit Parasetamol ve Aspirin Karisiminina ait Ortam sartlar

3.15.1.1 Standart Cozeltiler

1.

4.

Stok c¢ozeltiler: 20 pg/ml AA, PAR, ASP ve KAF cozeltileri 0.1 M
CH3;COOH ve metanol (75:25, h /h) igerisinde hazirlandi.

Internal standart olarak 20 pg /ml AA, PAR ve ASP bilesiklerini igeren
5.0-30.0 pg/ml konsantrasyon araligindaki 6 adet kalibrasyon set
¢ozeltisi 0.1 M CH3COOH ve metanol (75:25, h/h) igerisinde hazirlandi.
Internal standart olarak 20 mg/ml AA, PAR ve ASP bilesiklerini igeren
5.0-30.0 pg/ml AA, PAR ve ASP i¢in 5.0-30 ug/ml ¢aligma araliklar
icinde bu tig¢ bilesigi iceren 19 degisik konsantrasyonlarda validasyon set
¢ozeltisi 0.1 M CH3COOH ve metanol (75:25, h /h) igerisinde hazirlandi.
KAF varliginda giin i¢i ve giinler aras1 analiz ¢ozeltileri 10, 20 ve 30
pug/ml olarak ti¢ farkli konsantrasyon ile licer tekrar olmak iizere 0.1 M

CH3COOH ve CH30H (75:25, h /h) igerisinde hazirlandi.

3.15.1.2 UPLC Yonteminde Uygulanan Kromatografik Sartlar

Karigimlardaki AA, PAR ve ASP analizi icin UPLC yonteminin gelistirilmesinde

bulundu:

optimal kromatografik sartlarin bulunmasi amaciyla ¢esitli hareketli faz sistemleri, akis
hiz1, dalga boyu se¢imi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler test edildi. AA, PAR ve ASP

bilesiklerinin ayirimi ve tayini i¢in asagida verilen kromatografik sartlarin uygun oldugu
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Hareketli Faz: 0.1 M asetik asit ve metanol (75:25 h/h) karisimiyla olusan
¢Oziicii sistemi

Kolon Cinsi: Acquiting UPLC™ BEH fenil kolonu (100 mm x 1.0 mm, i.d.,
1.7 pm) kullanildi.

Kolon Sicakh@: Kolon sisteminde maddelerin ayirimi  35°C’de
gerceklestirildi.

Basin¢: Kolondan ¢o6zelti akisi sirasinda kolon basinci ortalama 467 bar
civarindadir.

Akis Hizi: Deneyde akis hizi 0,35 ml/dak. Olacak sekilde ayarlandi.
Enjeksiyon hacmi: Analiz siiresinde her bir vial’den 3,5 pl alinacak sekilde
enjeksiyon hacmi ayarlandi.

Dalga Boyu: Parasetamol ve Aspirin ve Askorbik Asit analizi igin dalga
boylar1 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm olarak seg¢ildi.

Coziicii: 0.1 M CH3COOH ve metanol (75:25, h/h) sisteminden olusan

karisim ¢ozeltisi

3.16 Parasetamol, Kafein ve Askorbik Asit Karisimina Ait Ortam Sartlar

3.16.1.1 Standart Cozeltiler

1.

Stok cozeltiler: 20 pg/ml PAR, KAF, ASP ve AA c¢ozeltileri 0.1 M
CH3;COOH ve metanol (75:25, h/h) igerisinde hazirlandi.

Internal standart olarak 20 mg/ml PAR, KAF ve ASP bilesiklerini igeren 5.0-
30.0 pg/ml konsantarasyon araligindaki 6 adet kalibrasyon set ¢ozeltisi 0.1 M
CH3;COOH ve metanol (75:25, h/h) igerisinde hazirlandi.

Internal standart olarak 20 ug/ml PAR, KAF ve ASP bilesiklerini iceren 5.0-
30.0 pg/ml PAR, KAF ve ASP igin 5.0-30.0 pg/ml ¢alisma araliklari i¢inde
bu ii¢ bilesigi iceren 19 degisik konsantrasonlarda validasyonu set ¢ozeltisi
0.1 M CH3COOH ve metanol (75:25, h/h) igerisinde hazirlandi.

AA varliginda giin i¢i ve gilinler arasi analiz ¢ozeltileri 10, 20 ve 30 pg/ml
olarak {i¢ varkli konsantrasyon ile liger tekrar olmak tizere 0.1 M CH3;COOH

ve metanol (75:25, h/h) igerisinde hazirlandi.
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3.16.1.2 Klasik UPLC Yonteminde Uygulanan Kromatografik Sartlar
Karisimlardaki PAR, KAF ve ASP analizi i¢gin UPLC yonteminin

gelistirilmesinde optimal kromatografik sartlarin bulunmasi i¢in hareketli faz sistemleri,
akis hizi, dalga boyu se¢imi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler test edildi. PAR, KAF
ve ASP bilesiklerinin ayirimi ve tayini i¢in asagida verilen kromatografik sartlarin uygun
oldugu bulundu.

1. Hareketli Faz: 0.1 M asetik asit ve metanol (75:25 h/h) karisimiyla olusan
¢Oziicl sistemi.

2. Kolon Cinsi: Acquiting UPLC™ BEH fenil kolonu (100mm x 1.0 mm, i.d.,
1.7 pm) kullanildz.

3. Kolon Sicakh@i: Kolon sisteminde maddelerin aymrm 35 °C’de
gerceklestirirldi.

4. Basin¢: Kolondan c¢ozelti akisi sirasinda kolon basinci ortalama 467 bar
civarindadir.

5. Akis Hizi: Deneyde akis hiz1 0,35 ml/dak. Olacak sekilde ayarlandi.

6. Enjeksiyon Hacmi: Analiz siiresinde her bir vial’den 3,5 ul alinacak sekilde
enjeksiyon hacmi ayarlandi.

7. Dalga Boyu: Parasetamol, Kafein ve Aspirinin analizi i¢in dalga boylar1 245,
250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm olarak seg¢ildi.

8. Cozici: 0.1 M CH3COOH ve metanol (75:25, h/h) sisteminden olusan

karisim ¢ozeltisi
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4. BULGULAR

Ayirma yontemlerinden biri olan, asir1 yiiksek basingli sivi kromatografisinin bir
karisim’in analizine uygulanmasindaki temel esas, bilesenlerin biri sabit (stasyoner) ve
digeri hareketli (mobil) olan iki faz arasindaki dagilim dengelerinin farklili§1 esasindan
faydalanarak ayirilmayr saglayan bir yontem olmasidir. Asirt yiiksek basingli sivi
kromatografisinde ayrismaya tabi tutulacak olan karisim, i¢ c¢eperinde sabit faz dolgu
materyali bulunan kolon sisteminden, degisik ¢o6ziicli sistemlerinin 6zel bir pompa
yardimiyla uygulanan asir1 yiiksek basing esliginde kolon sisteminden gecirilmesi
saglanir.

Enjeksiyon sistemiyle hareketli faz igine enjekte edilen numunede bulunan
maddeler kolon sisteminde sabit ve hareketli fazlarla etkilesimleri farkli oldugundan
kolon i¢inde farkl: hizlarla hareket ederler.

Sonugta maddelerin tutulma zamanlart farkli oldugu igin, kolonu terk etme
siralarina  gore dedektor sisteminde tespit edilerek, bilgisayarda kullanilan yazilim
yardimiyla elde edilen veriler kromatogram olarak kaydedilirler. Kullanilan bu UPLC
yontemi asir1 yiiksek basing ve daha kiigiik tanecik capli, boyutu ¢ok daha kiiciik yeni

nesil kolon teknolojisine dayanan bir ayirma yontemdir.
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4.1

411

Klasik UPLC Yontemi

Klasik UPLC Yontemiyle AA, PAR ve ASP Karisiminin Analizi

4.1.1.1 Klasik UPLC Yonteminde Dogrusal Regresyon Analizi ve

Kalibrasyon

Bu doktora tez galismasinda klasik UPLC yonteminin gelistirilmesinde, 15.0

ug/ml sabit konsantrasyonda internal standart (IS, kafein) eklenerek AA, PAR ve ASP

icin 5.0-30 pg/ml dogrusal ¢alisma araliginda hazirlanan 6 adet standart ¢ozeltiyi igeren

“konsantrasyon (derisim) seti adi1 verilen” kalibrasyon setinin 245, 250, 255, 260, 265,

270, 275 ve 280 nm’de photodiode array (PDA) dedektorii kullanilarak kromatogramlar

cizdirildi. Elde edilen bu kromatogramlarda AA, PAR ve ASP ile IS i¢in kolonda tutulma

stireleri sirasiyla ortalama 0.364, 0.552 ve 1.802 ile 0.892 dakika olarak gozlendi. (Sekil
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Sekil 4.1 Derisim set No. 4’c¢ karsilik gelen 20 pg/ml a) Askorbik asit (AA), b)
Parasetamol (PAR), c) Aspirin (ASP) bilesikleri ve d) IS Kafein (KAF) i¢in
sekiz farkli dalga boyunda dedeksiyon ile kaydedilen kromatogramlari.
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Kromatografik analizde AA, PAR ve ASP’in standart ¢6zeltilerden hazirlanan
konsantrasyon seti i¢in 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarinda
dedeksiyonu yapilan kromatogramlardan, integrasyonla bulunan alanlar EM-Power
UPLC programi yardimiyla hesaplandi. Klasik UPLC analiz yonteminin uygulamasinda
secilen herbir dalga boyu i¢in AA/IS, PAR/IS ve ASP/IS oranlar1 Tablo 4.1’de sunuldu.
Kromatogramlarin AA/IS, PAR/IS ve ASP/IS alanlarinin oranlari, konsantrasyona karsi
grafige gecirilerek bir dogru denklemi elde edildi. UPLC alanlar1 ile konsantrasyonlar
arasindaki dogrusal regresyon analizi ve buna bagli istatistiksel sonuglari, analizi

gerceklestirilen herbir bilesik i¢in Tablo 4.2°de sunulmustur.

114



Tablo 4.1 Konsantrasyon seti ve ilag ile IS pik alanlarma karsilik gelen kromatografik data seti

AA , Zaman (dakika) = 0.364

AA PAR ASP Alan/IS
(w/mL) 245 250 255 260 265 270 275 280
FK1 5 5 5 0.9200 0.8578 0.4978 0.2518 0.1433 0.1148 0.0703 0.0531
FK2 10 10 10 1.8391 1.6024 0.9743 0.5160 0.3163 0.2215 0.1502 0.1170
FK3 15 15 15 29509 2.3393 1.4106 0.8141 0.4947 0.3243 0.2438 0.1851
FK4 20 20 20 3.8138 3.1051 1.8874 1.0889 0.6702 0.4321 0.3083 0.2515
FK5 25 25 25 48878 3.7972 2.3663 1.3609 0.8440 0.5374 0.3962 0.3167
FK6 30 30 30 5.8096 45465 2.8266 1.6172 0.9971 0.6399 0.4952 0.3831
PAR, Zaman (dakika) = 0.552
Alan/IS
245 250 255 260 265 270 275 280
FK1 5 5 5 1.8347 1.4921 0.8726 0.4780 0.2478 0.1551 0.1028 0.1107
FK2 10 10 10 3.6531 2.8634 1.6246 0.8859 0.4750 0.2809 0.2141 0.2119
FK3 15 15 15 54177 43632 25425 1.3154 0.7028 0.4072 0.3092 0.3079
FK4 20 20 20 7.1124 57065 3.2537 1.7290 0.9199 0.5367 0.4099 0.4054
FK5 25 25 25 91119 7.1848 3.9771 21111 1.1529 0.6648 0.5110 0.5090
FK6 30 30 30 10.8775 85212 47780 2.5495 1.3961 0.8043 0.6389 0.6193
ASP, Zaman (dakika) =1.802
Alan/IS
245 250 255 260 265 270 275 280
FK1 5 5 5 0.2297 0.1060 0.0497 0.0328 0.0315 0.0372 0.0312 0.0280
FK2 10 10 10 0.4363 0.1970 0.0944 0.0627 0.0579 0.0626 0.0550 0.0563
FK3 15 15 15  0.6417 0.3032 0.1335 0.0917 0.0825 0.0867 0.0840 0.0897
FK4 20 20 20 0.8467 0.3890 0.1760 0.1195 0.1073 0.1103 0.1077 0.1126
FK5 25 25 25 1.0322 0.4875 0.2243 0.1487 0.1333 0.1371 0.1337 0.1470
FK6 30 30 30 12748 0.5854 0.2666 0.1804 0.1603 0.1614 0.1607 0.1763
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Tablo 4.2 Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar

AA , t(sn)=0.364

A(nm) m n r SE(m) SE(n) SE(r) LOD LOQ
245 0.1969 -0.0755 0.9996 2.72E-03 5.09E-02 5.68E-02 1.8988 6.3292
250 0.1474 0.1287 0.9999 8.15E-04 1.59E-02 1.71E-02 0.7915 2.6384
255 0.0931 0.0308 0.9999 5.54E-04 1.08E-02 1.16E-02 0.8507 2.8358
260 0.0551 -0.0222 0.9998 5.66E-04 1.10E-02 1.18E-02 1.4703 4.9010
265 0.0344 -0.0251 0.9997 3.88E-04 7.56E-03 8.12E-03 1.6123 5.3743
270  0.0210 0.0103 1.0000 6.91E-05 1.34E-03 1.44E-03 0.4698 1.5659
275 0.0166 -0.0130 0.9982 5.01E-04 4.66E-03 1.05E-02 2.0620 6.8734
280 0.0132 -0.0138 1.0000 4.45E-05 8.66E-04 9.30E-04 0.4808 1.6025

PAR, t (sn)=0.552
A

(nm) m n r SE(m) SE(n) SE(r) LOD LOQ

245 0.3616 0.0060 0.9998 3.56E-03 6.94E-02 7.45E-02 1.4100 4.7001
250 0.2826 0.0766 0.9999 2.04E-03 3.97E-02 4.27E-02 1.0332 3.4441
255 0.1560 0.1118 0.9994 2.69E-03 5.24E-02 5.63E-02 2.4707 8.2356
260 0.0826 0.0669 0.9999 6.30E-04 1.23E-02 1.32E-02 1.0917 3.6388
265 0.0457 0.0165 0.9999 3.65E-04 7.10E-03 7.63E-03 1.1429 3.8098
270  0.0259 0.0222 0.9999 2.19E-04 4.26E-03 4.58E-03 1.2102 4.0341
275 0.0210 -0.0029 0.9990 4.62E-04 6.99E-03 9.66E-03 2.4490 8.1632
280 0.0202 0.0076 0.9997 2.39E-04 4.65E-03 5.00E-03 1.6940 5.6467

ASP, t (sn)=1.802

A(n) m n r SE(m) SE(n) SE(r) LOD LOQ

245 0.0412 0.0217 0.9995 6.25E-04 1.22E-02 1.31E-02 2.1675 7.2249
250 0.0192 0.0093 0.9998 2.04E-04 3.97E-03 4.27E-03 1.5232 5.0774
255 0.0087 0.0057 0.9997 1.14E-04 1.52E-03 2.38E-03 1.2903 4.3010
260 0.0059 0.0036 0.9998 5.20E-05 1.01E-03 1.09E-03 1.2709 4.2364
265 0.0051 0.0062 0.9999 3.04E-05 5.92E-04 6.36E-04 0.8545 2.8485
270 0.0050 0.0125 0.9999 3.92E-05 7.63E-04 8.20E-04 1.1309 3.7697
275 0.0052 0.0046 0.9997 5.87E-05 1.14E-03 1.23E-03 1.6211 5.4036
280 0.0059 -0.0020 0.9992 1.19E-04 2.32E-03 2.49E-03 2.8815 9.6049
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4.1.1.2 Kilasik UPLC Yonteminin Validasyonu

Bu doktora tez kapsaminda gelistririlen UPLC yonteminin validasyonu igin 0.1M
CH3;COOH ve metanol (75:25, h/h) igerisinde AA, PAR ve ASP igin 5.0-30 pg/ml
dogrusal c¢aligma aralig1 i¢inde farkli konsantrasyonlarda 19 adet yapay karisim
¢ozeltisinden olusan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon setinin hazirlanmasinda
herbir karigim ¢ozeltisine 20 pg/ml sabit konsantrasyonda IS stok ¢ozeltisinden ilave
edildi. Bu validasyon seti kullanilarak klasik UPLC yonteminin kesinlik ve dogrulugu
test yapildi. Geri kazanim degerleri ASP i¢in % 98.5-101.8 araliginda, PAR i¢in % 99.0-
102.0 ve AA i¢in % 98.8-102.0 araliginda bulundu.

Bu geri kazanim ¢alismalarinin sonuglar1 Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5°de
sunulmustur. Bagil standart sapma degerleri ASP i¢in % 2.22-3.32 araliginda, PAR igin
% 2.15-3.16 ve AA i¢in % 2.16-2.60 araliginda hesaplandi. Geri kazanim g¢aligmasinda
UPLC yonteminin yapay karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar AA igin Tablo

6’da, PAR i¢in Tablo 7’de ve ASP i¢in Tablo 8’de sunulmaktadir.

117



Tablo 4.3 Klasik UPLC yonteminin AA, PAR ve ASP yapay karisiminin analizinde AA i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglari

Karisim ilave edilen
No: (ng/ml) AA, Bulunan (png/ml) AA, Geri kazanim (%)

AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR ASP

1 5 10 15 509 49 489 508 475 501 518 490 |1019 99.2 978 1016 950 100.1 103.6 98.0
2 10 10 15 1047 959 9.69 1045 1035 9.71 1049 952 | 1047 959 969 1045 1035 971 1049 952
3 15 10 15 1494 1474 1502 15.08 1498 1503 15.06 1440 | 99.6 983 100.1 1005 99.9 100.2 1004 96.0
4 20 10 15 19.74 1930 19.79 20.90 21.08 20.94 20.05 19.05| 98.7 965 989 1045 1054 104.7 100.2 953
5 25 10 15 2493 25.00 2480 2525 2599 26.01 26.28 2517 | 99.7 100.0 99.2 101.0 103.9 104.0 105.1 100.7
6 30 10 15 3137 29.70 31.05 30.80 30.10 31.12 30.81 30.40 | 1046 99.0 1035 102.7 100.3 103.7 102.7 101.3
7 15 5 15 1539 15.03 15.00 15.14 1516 14.92 1520 1459 |102.6 100.2 100.0 100.9 101.1 995 1013 973
8 15 10 15 1587 1475 1503 1494 1489 1487 1490 1521|1058 983 100.2 99.6 99.3 992 99.3 1014
9 15 15 15 1464 1515 1427 1494 1543 1524 1586 1492 | 976 1010 951 99.6 1028 101.6 1057 99.5
10 15 20 15 1510 1498 1540 1482 1489 1497 1598 1515|1006 99.9 1026 988 99.3 99.8 106.5 101.0
11 15 25 15 1499 1497 1458 1557 1473 1565 1498 1462 | 999 998 972 1038 982 1043 999 975
12 15 30 15 1534 15.08 1491 1442 1504 1524 1519 1571|1023 1005 994 96.1 1003 101.6 101.2 104.7
13 15 10 5 1558 1431 1535 1498 1514 1522 15.08 1495 |103.8 954 1023 99.8 1009 1015 1005 99.7
14 15 10 10 1563 15.06 14.26 15.10 1528 15.18 15.14 14.34 | 1042 1004 951 100.6 101.8 101.2 1009 95.6
15 15 10 15 1522 1438 1494 1478 1562 1504 1566 1445|1015 959 996 985 1041 100.2 1044 96.3
16 15 10 20 1552 1484 15.01 1573 1508 1513 1499 1503|1035 989 1001 1049 100.5 1009 99.9 100.2
17 15 10 25 1528 1508 1455 1499 1510 14.66 14.93 1497|1019 1005 970 999 100.7 97.7 995 99.8
18 15 10 30 1540 1569 14.85 1527 1526 15.03 15.03 15.08 | 102.7 104.6 99.0 101.8 101.7 100.2 100.2 100.5
19 15 10 15 1496 1453 1455 15.08 1575 1556 15.17 1464 | 99.7 96.8 970 100.5 1050 103.8 101.1 97.6
X = 1019 99.0 99.0 101.0 101.3 1011 1020 98.8

SS = 227 224 233 227 253 218 233 257

BSS = 222 226 236 224 250 216 228 260

X = Aritmetik ortalama, SS= Standart sapma, BSS= Bagil standart sapma
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Tablo 4.4 Klasik UPLC yonteminin AA, PAR ve ASP yapay karisiminin analizinde PAR ig¢in elde edilen % geri kazanim sonuglari

Karisim ilave edilen
No: (ng/ml) PAR, Bulunan (ug/ml)) PAR Geri kazanim (%)
AA PAR ASP 245 250 255 260 265 270 275 280 245 250 255 260 265 270 275 280

1 5 10 15 1040 10.23 10.10 1040 9.90 10.11 10.27 9.89 | 104.0 102.3 101.0 104.0 1010 101.1 102.7 98.9
2 10 10 15 10.39 10.24 10.02 10.30 10.34 10.19 10.27 10.08 | 103.9 102.4 100.2 103.0 96.7 101.9 102.7 100.8
3 15 10 15 10.26 10.37 9.78 10.00 10.01 10.08 10.19 10.34 |102.6 103.7 97.8 100.0 999 100.8 1019 103.4
4 20 10 15 1046 9.82 949 10.27 10.06 10.07 10.10 10.00 | 104.6 98.2 949 102.7 994 100.7 101.0 100.0
5 25 10 15 1022 967 980 972 1030 10.07 1041 10.18 | 102.2 96.7 980 972 97.1 100.7 104.1 101.8
6 30 10 15 1036 952 994 995 1010 9.99 10.17 9.78 |103.6 952 994 995 99.0 999 1017 978
7 15 5 15 521 472 506 511 539 501 496 538 |1042 0944 1011 1022 927 1001 99.2 1075
8 15 10 15 10.64 961 948 989 991 970 1047 10.00 | 1064 96.1 948 989 1009 97.0 104.7 100.0
9 15 15 15 1517 1531 1529 1577 1493 1430 15.16 14.88 |101.1 102.0 101.9 105.1 1004 953 1011 99.2
10 15 20 15 19.64 19.80 20.48 19.99 20.03 19.95 20.08 19.38 | 98.2 99.0 1024 999 999 99.7 1004 96.9
11 15 25 15 2406 2526 2552 2536 24.69 2497 2415 2440 | 96.2 1010 1021 1014 1013 999 96.6 97.6
12 15 30 15 29.74 28.82 30.16 31.26 29.45 28.88 2887 29.26 | 99.1 96.1 1005 104.2 1019 963 96.2 975
13 15 10 5 1034 1016 9.92 995 10.10 1001 1031 953 |1034 1016 99.2 995 99.0 100.1 103.1 953
14 15 10 10 10.19 10.11 9.77 1006 9.94 991 1033 9.92 |101.9 1011 977 100.6 100.6 99.1 1033 99.2
15 15 10 15 10.27 10.02 10.08 10.04 9.83 996 990 10.21 |102.7 100.2 100.8 100.4 1017 99.6 99.0 1021
16 15 10 20 1012 9.60 954 10.64 10.15 994 10.39 10.16 | 101.2 96.0 954 1064 985 994 1039 101.6
17 15 10 25 10.16 9.69 9.78 10.22 995 980 1042 947 |1016 969 978 1022 1005 98.0 1042 947
18 15 10 30 1013 9.97 978 10.28 10.13 10.15 10.12 954 |101.3 99.7 978 1028 987 1015 1012 954
19 15 10 15 10.05 9.82 1019 982 10.05 9.88 1045 10.16 | 1005 98.2 1019 982 995 988 1045 101.6

X = 1020 99.0 992 1015 994 995 1017 99.6

SS = 240 283 244 246 214 175 250 3.15

BSS = 235 286 246 242 215 176 246 3.16

X = Aritmetik ortalama, SS= Standart sapma, BSS= Bagl standart sapma
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Tablo 4.5 Klasik UPLC yonteminin AA, PAR ve ASP yapay karisiminin analizinde ASP i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglari

Karisim Ilave edilen
No: (ng/ml) ASP, Bulunan (ug/ml) ASP, Geri kazanim (%)

AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR ASP

1 5 10 15 1555 14.17 15.19 1535 1493 1496 1457 1461 |103.6 945 1013 1023 996 99.7 971 974
2 10 10 15 1496 1499 1588 1527 1483 1579 1464 1515| 998 999 1059 1018 98.8 1053 976 1010
3 15 10 15 1483 1496 1570 1553 14.69 1525 15.09 1470 | 989 100.1 106.5 1034 974 101.7 1004 97.6
4 20 10 15 15.04 1491 15.04 15.18 14.75 1507 1470 15.02 |100.3 994 1003 1012 983 1005 98.0 100.2
5 25 10 15 15.16 14.70 1470 15.00 15.05 14.18 1592 1532 |101.0 980 98.0 100.0 100.3 945 106.1 1021
6 30 10 15 1541 1494 15.01 1445 1492 1476 1512 1434|1027 99.6 1001 963 995 984 1008 956
7 15 5 15 1543 1487 15.27 1556 14.71 1538 15.12 1499|1029 99.2 1018 103.7 98.1 1025 1008 99.9
8 15 10 15 15.02 1498 1515 1524 14.09 1495 15.05 1429|1001 999 1010 1016 939 99.7 1004 953
9 15 15 15 1534 1517 15.64 1468 14.88 1537 1531 15.08 |102.3 101.1 1043 979 99.2 1025 102.0 1005
10 15 20 15 15.01 1440 1491 1572 1491 1531 1517 1517|1001 96.0 994 1048 994 1020 101.1 1011
11 15 25 15 1509 1438 1592 1516 1503 1515 1503 1490 | 1006 959 106.1 101.1 100.2 101.0 100.2 99.3
12 15 30 15 15.17 1511 1555 1477 1475 1520 1496 1487|1011 100.7 103.7 984 983 1014 99.7 991
13 15 10 5 550 470 507 525 507 507 510 508 |1100 940 1014 1049 1014 101.3 1020 1015
14 15 10 10 10.20 10.28 10.38 10.60 943 1024 996 9.52 |102.0 102.8 103.8 106.0 943 1024 996 952
15 15 10 15 1539 1503 1465 1527 1540 1587 15.00 15.17|102.6 100.2 976 101.8 102.7 1058 100.0 101.1
16 15 10 20 19.60 19.22 20.23 20.82 20.29 2124 2105 19.24| 98.0 96.1 1011 1041 1014 106.2 1053 96.2
17 15 10 25 25.00 2435 23.82 2535 25.04 2479 2527 2410|1000 974 953 1014 100.2 99.2 1011 964
18 15 10 30 2959 28.64 2841 3101 3035 29.67 3140 3038 | 986 955 947 1034 101.2 989 104.7 101.3
19 15 10 15 1536 15.17 15.27 15.06 1495 1524 1499 1478|1024 101.2 1018 1004 99.6 101.6 100.0 98.6
X = 1014 985 101.3 101.8 99.1 101.3 1009 989

SS = 260 253 336 252 220 275 239 234

BSS = 256 257 332 247 222 271 237 236

X = Aritmetik ortalama, SS= Standart sapma, BSS= Bagil standart sapma

120



Diger bir validasyon islemi olarak klasik UPLC yonteminin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek icin giin i¢i ve gilinler arast kesinlik ve dogruluk
caligmalarinda, dogrusal c¢alisma araligimin iginde olacak sekilde ii¢ farkh
konsantrasyonda (AA, PAR ve ASP) i¢in 10.0, 20 ve 30 pug/ml olarak her derisim i¢in 3
farkli ¢ozelti olmak iizere, aym giin icinde ve giinler arasinda hazirlanan ¢ozeltiler
kullanilarak gergeklestrildi. Giin i¢i elde edilen sonuglar AA igin Tablo 4.6’de, PAR
icin Tablo 4.7°de ve Tablo 4.8’da gosterilmistir. Ayn1 sekilde ve giinler arasi elde edilen
soonuglar AA ic¢in Tablo 4.9°de, PAR icin Tablo 4.10°de ve Tablo 4.11’da

gosterilmistir.
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Tablo 4.6 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina AA igin giin i¢i analiz sonuglari

AA
ilave edilen
(ug/ml) Bulunan (ng/ml)
AA PAR ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
10 10 10 9.70 10.25 10.12 9.85 10.14 9.74 9.88 10.01

20 20 20 19.64 20.40 19.93 20.18 20.24 20.58 20.27 20.12
30 30 30 31.19 31.09 30.40 30.61 30.49 30.77 30.20 29.82

AA
Geri kazamim (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
97.0 102.5 101.2 98.5 1014 97.4 98.8 100.1

98.2 102.0 99.6 100.9 101.2 102.9 101.4 100.6
104.0 103.6 101.3 102.0 101.6 102.6 100.7 99.4

AA
SS
245 250 255 260 265 270 275 280

0.194 0.215 0.205 0.277 0.143 0.306 0.074 0.181
0.179 0.441 0.199 0.586 0.505 0.630 0.232 0.404
0.682 0.434 0.650 0.388 0.823 0.103 0.308 0.291

AA
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

1.997 2.093 2.030 2.813 1.405 3.140 0.745 1.810
0.911 2.164 0.998 2.902 2.493 3.063 1.143 2.009
2.186 1.396 2.139 1.269 2.699 0.336 1.020 0.977

AA
Bagil Hata (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

-2.996 2.532 1.194 -1.535 1.420 -2.632 -1.222 0.148
-1.780 1.986 -0.359 0.924 1.206 2.888 1.363 0.577
3.977 3.641 1.349 2.035 1.628 2.563 0.682 -0.584

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
% BH = (llave edllen—Bulunan) x100 = % Bagll hata

[lave edilen
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Tablo 4.7 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina PAR i¢in giin i¢i analiz sonuglari

PAR
ilave edilen
(ng/ml) Bulunan (ng/ml)
AA PAR ASP 245 250 255 260 265 270 275 280

10 10 10 10.26 9.78 9.85 0.88 10.06 9.97 10.23 10.08
20 20 20 19.42 19.63 19.63 19.73 19.46 19.75 19.42 19.46
30 30 30 28.94 29.71 29.86 29.63 28.73 29.58 29.50 28.95

PAR
Geri Kazanim (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

102.6 97.8 98.5 98.8 100.6 99.7 102.3 100.8
97.1 98.1 98.1 98.6 97.3 98.7 97.1 97.3
96.5 99.0 99.5 98.8 95.8 98.6 98.3 96.5

PAR
SS
245 250 255 260 265 270 275 280

0.080 0.206 0.228 0.182 0.141 0.106 0.103 0.072
0.240 0.227 0.245 0.383 0.150 0.321 0.221 0.129
0.313 0.436 0.331 0.309 0.412 0.336 0.709 0.339

PAR
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

0.777 2.110 2.312 1.842 1.404 1.062 1.009 0.711
1.235 1.157 1.248 1.944 0.769 1.628 1.136 0.660
1.083 1.467 1.109 1.041 1.432 1.135 2.403 1.170

PAR
BH (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

2.620 -2.201 -1.461 -1.191 0.614 -0.343 2.336 0.755
-2.881 -1.863 -1.855 -1.374 -2.695 -1.261 -2.900 -2.694
-3.546 -0.950 -0.467 -1.232 -4.223 -1.406 -1.667 -3.513

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
9% BH = (FsClen ML) ¥100 = % Bagl hata

ilave edilen
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Tablo 4.8 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina ASP i¢in giin i¢i analiz sonuglari

ASP
ilave edilen
(ng/ml) Bulunan (png/ml)
AA PAR ASP 245 250 255 260 265 270 275 280

10 10 10 10.37 10.28 10.52 10.34 10.32 10.16 10.20 10.10
20 20 20 20.35 19.74 19.30 20.02 19.68 20.28 20.21 19.72
30 30 30 29.57 30.12 28.25 30.24 30.51 29.33 30.24 29.27

ASP
Geri Kazamim(%0)

245 250 255 260 265 270 275 280
103.7 102.8 105.2 103.4 103.2 101.6 102.0 101.0
101.7 98.7 96.5 100.1 98.4 101.4 101.1 98.6
98.6 100.4 94.2 100.8 101.7 97.8 100.8 97.6

ASP

SS
245 250 255 260 265 270 275 280

0.091 0.161 0.113 0.085 0.108 0.113 0.201 0.126
0.596 0.505 0.198 0.288 0.578 0.118 0.419 0.825
0.345 0.304 0.177 0.523 0.817 0.816 0.194 0.608

ASP
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

0.879 1.566 1.072 0.823 1.046 1.114 1.965 1.243
2.928 2.557 1.028 1.438 2.936 0.582 2.071 4.186
1.166 1.010 0.625 1.731 2.677 2.783 0.642 2.078

ASP
BH (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

3.683 2.781 5.169 3.361 3.164 1.573 2.032 1.003
1.729 -1.306 -3.493 0.121 -1.624 1.405 1.071 -1.406
-1.422 0.394 -5.834 0.788 1.692 -2.243 0.809 -2.417

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
9% BH = (MAsclenULIAT) ¥100 = % Bagl hata

ilave edilen
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Tablo 4.9 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina AA igin giinler arasi analiz sonuglari

) AA
Ilave edilen Bulunan
(ng/ml) (ng/ml)
AA PAR ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
10 10 10 9.84 10.19 9.86 9.90 10.12 10.14 10.16 9.83
20 20 20 20.27 19.58 20.33 20.32 20.47 20.52 20.22 20.49
30 30 30 30.64 30.54 29.56 30.02 30.49 30.74 30.70 30.89
AA
Geri Kazanim (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
98.4 101.9 98.6 99.0 101.2 101.4 101.6 98.3
101.4 97.9 101.6 101.6 102.3 102.6 101.1 102.4
102.1 101.8 98.5 100.1 101.6 102.5 102.3 103.0
AA
SS
245 250 255 260 265 270 275 280
0.166 0.196 0.132 0.171 0.145 0.220 0.207 0.153
0.312 0.302 0.328 0.070 0.753 0.448 0.407 0.618
0.538 0.814 0.558 0.321 0.727 0.557 0.744 0.518
AA
BSS(%)
245 250 255 260 265 270 275 280
1.684 1.927 1.337 1.729 1.438 2.175 2.039 1.551
1.538 1.540 1.613 0.346 3.679 2.185 2.011 3.019
1.757 2.667 1.886 1.069 2.383 1.811 2.423 1.677
AA
BH (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
-1.580 1.866 -1.409 -1.016 1.179 1.383 1.605 -1.664
1.358 -2.099 1.638 1.586 2.328 2.621 1.115 2.428
2.149 1.811 -1.450 0.064 1.645 2.463 2.322 2.954

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma

ilave edilen—Bulunan
% BH = (—
0 Ilave edilen

)x100 = % Bagl hata

125



Tablo 4.10 Klasik UPLC ydnteminin uygulanmasina PAR ig¢in giinler aras1 analiz sonuglari

PAR
ilave edilen
(ug/ml) Bulunan (png/ml)
AA PAR ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
10 10 10 10.26 9.77 9.95 9.90 10.15 9.89 10.30 10.19

20 20 20 20.36 19.81 19.68 19.86 19.54 19.60 19.32 19.41
30 30 30 30.47 29.64 29.43 29.32 28.98 29.21 30.61 29.52

PAR
Geri Kazanim

245 250 255 260 265 270 275 280
102.6 97.7 99.5 99.0 101.5 98.9 103.0 101.9
101.8 99.1 98.4 99.3 97.7 98.0 96.6 97.0
101.6 98.8 98.1 97.7 96.6 97.4 102.0 98.4

PAR

SS

245 250 255 260 265 270 275 280

0.214 0.158 0.170 0.073 0.218 0.142 0.142 0.130
0.175 0.572 0.230 0.306 0.192 0.419 0.143 0.289
0.543 0.413 0.319 0.133 0.486 0.187 0.787 0.608

PAR
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

2.082 1.622 1.713 0.733 2.149 1.435 1.375 1.272
0.858 2.885 1.171 1.541 0.981 2.138 0.737 1.489
1.781 1.394 1.084 0.454 1.677 0.641 2571 2.060

PAR
GK (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

2.637 -2.329 -0.530 -0.958 1.534 -1.077 2.964 1.913
1.787 -0.934 -1.581 -0.712 -2.299 -1.978 -3.377 -2.952
1.573 -1.209 -1.910 -2.256 -3.384 -2.632 2.024 -1.589

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
9% BH = (MAsclen ULIAT) ¥100 = % Bagl hata

ilave edilen
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Tablo 4.11 Klasik UPLC ydnteminin uygulanmasina ASP i¢in giinler aras1 analiz sonuglari

ASP
ilave edilen
(ug/ml) Bulunan (ng/ml)
AA PAR ASP 245 250 255 260 265 270 275 280

10 10 10 9.84 10.22 10.15 10.19 9.86 10.36 10.20 10.37
20 20 20 20.41 20.39 20.21 20.19 20.33 20.13 20.36 20.43
30 30 30 29.97 30.36 29.49 30.50 30.52 30.39 30.61 30.39

ASP
Geri Kazamim
245 250 255 260 265 270 275 280

98.4 102.2 101.5 101.9 98.6 103.6 102.0 103.7
102.0 102.0 101.0 101.0 101.7 100.7 101.8 102.2
99.9 101.2 98.3 101.7 101.7 101.3 102.0 101.3

ASP
SS
245 250 255 260 265 270 275 280

0.204 0.110 0.236 0.196 0.210 0.112 0.149 0.370
0.643 0.542 0.320 0.338 0.580 0.339 0.175 0.589
0.296 0.406 0.757 0.566 0.608 0.729 0.537 0.479

ASP
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

2.071 1.081 2.323 1.920 2.127 1.080 1.461 3.565
3.151 2.658 1.583 1.674 2.850 1.686 0.860 2.881
0.988 1.336 2.566 1.856 1.994 2.398 1.755 1.577

ASP
GK (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

-1.587 2.173 1.535 1.949 -1.415 3.586 2.031 3.706
2.045 1.973 1.034 0.968 1.669 0.672 1.816 2.166
-0.108 1.210 -1.701 1.652 1.722 1.302 2.045 1.316

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
% BH = (Ilave edllen—Bulunan) x100 = % Ba{;ll hata

ilave edilen
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UPLC yoOntemini ticari farmasotik preparat analizine uygulamadan once AA,
PAR ve ASP iceren farmasdtik preperatlarda, tablet yardimcr maddelerinin
“eksipiyenlerin” analiz ilizerinde bir etkisinin olup olmadigi arastirildi. Bunun igin de
standart ilavesi teknigi kullanildi.

Farmasotik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen igerik 100 mL metanol
coOzeltisi icinde hazirlandi. Bu preparat ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak,
preparatin tizerindeki etiket miktarlarina gore sirastyla yaklasik 6.00 pg/ml AA, 4.00
ug/ml PAR ve 6.00 ug/ml ASP ’e karsilik gelen numune igeriginin {izerine 5.00, 15.00
ve 25.00 ug/ml AA, PAR ve ASP olacak sekilde stok ¢ozeltilerden standart ilavesi
yapildi. AFEBRYL® tablet’e uygulanan bu islem neticesinde elde edilen analiz
sonucunda preparattan gelen AA, PAR ve ASP miktarlart dogrusal regresyon analizi ile
konsantrasyon eksenini (x kesenini) kestigi eksi kesim noktalarindan tayin edildi. Bu
denemeler ti¢ farkli konsantrasyon seviyesinde ii¢ tekrar yapilarak gergeklestirildi.

Klasik UPLC yonteminin tabletlere eklenen numunelere uygulamasinda 245,
250, 255, 260, 265, 270, 275, 280 nm dalga boylarinda kromatografik dedeksiyonu AA
icin 245 nm’de 5,75 pg/ml, 250 nm’de 6,29 pg/ml 255 nm’de 6,25 pg/ml 260 nme’de
5,72 pg/ml, 265 nm’de 5,75 pg/ml 270 nm’de 6,00 pg/ml 275 nm’de 5,72 pg/ml, PAR
icin 245 nm’de 4,03 pg/ml, 250 ml’de 4,15 pg/ml 255 nm’de 4,20 pg/ml 260 nm’de
4,23 pg/ml, 265 nm’de 4,18 pg/ml 270 nm’de 4,04 pg/ml 275 nm’de 3,87 pg/ml ve 280
nm’de 4,10 pg/ml ve ASP i¢in 245 nm’de 6,28 pg/ml, 250nm’de 6,27 pg/ml 255 nm’de
6,27 pg/ml 260 nm’de 6,23 pg/ml, 265 nm’de 6,26 pg/ml 270 nm’de 6,27 pg/ml 275

nm’de 6,22 pg/ml ve 280 nm’de 5,85 pg/ml olarak elde edildi.
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6 | y =0.1968x + 1.131
r=0.9999
2}
S~ .
c
o
< 4 -
2 -
9 AA (245 nm)
I T 'O T T T T T T T T T T T T 1
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.2 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi ( A — Caa=5.75 pg/ml)

6 -
iy y=0.1517x+ 0.954
r =0.9998
2 4
c
o
<
2
AA (250 nm)
T '0 T T T T T T T T T T T T 1
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24

Konsantrasyon (pug/mL)
Sekil 4.3 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azso — Caa= 6.29 pg/ml)
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2,5 A

y =0.0946x + 0.5911
r =0.9999

AA (255 nm)

4 8 12 16 20 24
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.4 Klasik UPLC yo6nteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azss — Caa= -6.25 pg/ml)

1,6 - y = 0.0544x + 0.3108
| r=0.9996
2 12 -
c
o
2 |
0,8 -
0,4 -
_ AA (260 nm)
) T O"O T T T T T T T T T T T
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.5 Klasik UPLC yo6nteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Ao —> Caa= -5.72 pg/ml)
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I y =0.0335x + 0.1924
1,0 - r=0.9998
©w 08 -
S~
c i
©
< 06 -
0,4 -
0,2 4 AA (265 nm)
I T O'O T T T T T T T T T T T T 1
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.6 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azes —> Caa=5.76 pug/ml)

0,8 -
7 y =0.0196x + 0.1177
06 - r =0.9997
2
~ -
C
©
< 04 -
0,2 -
- AA (270 nm)
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.7 Klasik UPLC yo6nteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (270 = Caa= 6.00 pg/ml)
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0,6 -

) y =0.0162x + 0.0921
r=0.9999
v 04 -
S~
c
o
< |
0,2 -
1 AA (275 nm)
I T O' O T T T T T T T T T T T T 1
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.8 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A5 — Caa= 5.70 pg/ml)

0,4 -
y=0.0127x + 0.0725
1 R2=0.9997
0,3 -
%2}
~ .
C
©
< 02 -
0,1 -
. (AA 280 nm)
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.9 Klasik UPLC yo6nteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda AA/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A0 — Caa=5.72 pg/ml)
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Alan/IS

y=0.3622x + 1.4613
RZ=1

PAR (245 nm)

6 10 14 18 22 26
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.10 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
karst konsantrasyon grafigi (Azs —> Cpar= -4.034pg/ml)

10 -
7 y =0.2856x + 1.1845
8 - R?=0.9999
<2, _
S~
g ¢ .
<
4 -
2 -
) PAR (250 nm)
IG T T T T T T T T T T T T 1
-6 -2 6 10 14 18 22 26

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.11 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS

karst konsantrasyon grafigi (Ayso — Cpar= -4.15 pug/ml)
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y =0.1598x + 0.6714

4 R2 = 0.9996
o
S 3
©
< ]
2 ]
1 .
PAR (255 nm)
IO T T T T T T T T T T T T T 1
-6 2 2 6 10 14 18 22 26

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.12 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
karst konsantrasyon grafigi (Azss — Cpar= -4.20 ug/ml)

3 —
2.4 - y = 0.0857x + 0.3599
] R? =0.9998

v 1,8 -
S~
C
g ]
<

1,2 -

0,6 1 PAR (260 nm)

-6 -2 2 6 10 14 18 22 26

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.13 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azs0 — Cpar= -4.23 ug/ml)
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Alan/IS

1,6 -

y =0.0459x + 0.1917

r=0.9999
1,2 -
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' PAR (265 nm)
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2 2 6 10 14 18 22 26

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.14 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Ass — Cpar=-4.18 ng/ml)

Alan/IS

0,8 -

0,6 -

y =0.0252x + 0.1019
R?=0.9999

PAR (270 nm)

2 6 10 14 18 22 26

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.15 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Ay70 = Cpar= -4.04 pg/ml)
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y =0.021x + 0.0813
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0,6 -
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o
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PAR (275 nm)
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-6 -2 2 6 10 14 18 22 26
Konsantrasyon(ug/mL)

Sekil 4.16 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (75 — Cpar= -3.86 pg/ml)

0,8 -
06 - y = 0.0205x + 0.0841
! R?=0.9998
” |
S~
% O 4 -
2 7
0,2 -
_ PAR (280 nm)
IG T T T T T T T T T T T T T
-6 -2 2 6 10 14 18 22 26

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.17 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda PAR/IS
karst konsantrasyon grafigi (Aygo — Cpar= -4.10 pug/ml)
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Alan/IS
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12 - '
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28
Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.18 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Ayss —> Casp= - 6.28 pg/ml)
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s 0,4 -
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Sekil 4.19 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azso — Casp= -6.28 pg/ml)
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y = 0.0088x + 0.0554
r=0.9999

Alan/IS

ASP (255 nm)

-8 -4 0 4 8 12 16 20 24 28
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.20 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Ass — Casp= -6.27 pug/ml)

0,2 -

y =0.006x + 0.0375
r=0.9998

Alan/IS

ASP (260 nm)

-8 -4 0 4 8 12 16 20 24 28
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.21 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Azs0 — Casp= -6.23 pg/ml)
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0,2 -

y =0.0054x + 0.034
r=0.9998

Alan/IS

ASP (265 nm)

-8 -4 0 4 8 12 16 20 24 28
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.22 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (Ayss — Casp= -6.26 pg/ml)
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r=0.9996
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Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.23 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
karg1 konsantrasyon grafigi (A7 — Casp= -6.27 pg/ml)
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Sekil 4.24 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
kars1 konsantrasyon grafigi (A5 — Casp= -6.22 png/ml)
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Sekil 4.25 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile uygulanmasinda ASP/IS
karst konsantrasyon grafigi (Azgo —> Casp= -5.85ug/ml)
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4.1.1.3 Klasik UPLC Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada klasik UPLC yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasinda, 20

adet AFEBRYL® tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten sonra

bir tablete karsilik gelen tablet miktar1 100 mL’lik balonjojede metanol igerisinde

¢oziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistirici ile 35 dakika karistirildi ve membran filtre

(Sartorius Minisart ¢= 0,45 pum) yardimi ile siiziildii. Hazirlanan tablet ¢ozeltileri 2

mL’lik “vial” lere konularak kalibrasyon basamagindaki kromatografik UPLC sartlarda

kromatogramlar1 ¢izdirildi. Kromatogramlardan AA/IS, PAR/IS, ve ASP/IS oranlari

hesaplanarak boliim 4.1.2.2°de elde edilen kalibrasyon grafiklerinde yerine konarak

tabletlerin icerisindeki AA, PAR ve ASP miktarlar1 hesapland1 Tablo 4.12. Elde edilen

kromatogram Sekil 4.26 de sunulmustur.

0.33 0.33
——1245nm
0.28 4 0.28 4
0.23 4 b 0.23
0.18 4 0.18 4
2 2
0.13 4 0.13 +
0.08 0.08
0.03 { @ d c 0.03 -
-0.02 -0.02
0.0 05 1.0 15 20 25
Time (min)
0.33 0.33
—265nm
0.28 4 0.28
0.23 4 0.23 4
0.18 4 0.18 4
= =
=< =<
0.13 4 0.13 4
0.08 0.08
0.03 0.03
-0.02 -0.02

0.0 05 1.0 15 20 25

Time (min)

0.33

—250nm

Al

-0.02

0.28 4

0.23 4

0.18 4

0.13 4

0.08

0.03 4

——255nm

0.0 05 1.0 15 20 25
Time {min)

0.33

0.0 05 10 15 20 2

Time (min)

——270nm

Al

-0.02

0.28 4

0.23 4

0.18 4

0.13 4

0.08 4

0.03

—275nm

0.0 05 1.0 1.5 20 25
Time (min)

0.0 05 1.0 15 20 25

Time (min)

Au

Al

0.33

0.28 4

0.23 4

0.18 4

0.13

0.08

0.03 4

-0.02

0.33

0.28

0.23 4

0.18 4

0.13 4

0.08

0.03

-0.02

— 260 nm

.0 05 10 15 20 2.5

Time {min)

——280nm

0.0 05 10 15 20 2.5

Time (min)

Sekil 4.26 Klasik UPLC yoOnteminin farmasotik preparatlara uygulanmasiyla
kalibrasyon basamaginda elde edilen UPLC kromatogramlari.
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Tablo 4.12 Tabletlerin igerisinde hesaplanan AA, PAR ve ASP miktarlart

pd
©

245

250

255

AA, t (sn)=0.364
mg/tablet
260 265

270

275

280

245

250

PAR, t (sn)= 0.552
mg/tablet
260 265

255 270

275

280

245

250

255

ASP, t (sn)=1.802
mg/tablet
260 265

270

275

280

L N o O B~ W DN -

©

3135
304.8
301.0
306.4
294.5
310.2
281.0
309.3
304.4

312.8
315.7
306.8
298.8
307.1
279.7
304.3
306.8
299.3

312.3
301.0
288.6
307.5
297.9
310.7
303.2
304.0
298.8

306.0 291.7
2889 301.3
305.7 3005
303.3 303.0
302.5 305.9
3084 313.6
302.6 289.8
310.8 306.1
301.2 3014

310.8
305.1
286.2
301.1
306.4
303.3
300.9
313.0
313.6

307.5
298.3
307.2
302.5
311.3
301.5
288.2
299.4
305.7

303.6
285.7
301.4
306.3
301.7
305.5
309.0
302.6
301.9

204.1
207.0
205.4
204.2
192.7
207.4
203.6
210.8
203.9

192.8
199.9
199.6
207.1
191.2
195.7
196.3
193.2
198.3

190.7
190.0
200.5
201.8
199.8
202.9
195.3
199.0
195.4

206.0 209.0
2110 196.2
2015 203.7
202.2 2035
202.1 203.6
205.6 2058
2053 1954
1915 208.0
202.2 209.2

205.5
210.7
201.9
198.1
193.6
205.0
203.7
204.8
201.6

206.5
204.1
192.7
206.9
209.0
206.0
203.8
204.2
202.4

206.1
205.9
209.8
192.3
209.3
200.7
193.7
205.8
203.8

315.6
307.3
312.0
307.4
307.0
308.7
285.7
307.5
309.3

301.8
302.5
286.2
316.1
309.0
310.5
308.2
308.3
300.5

288.6
312.6
301.1
303.4
301.8
3144
300.5
307.8
301.6

312.3 3035
3132 2851
299.4 309.7
301.7 316.2
296.3 301.7
299.9 300.6
310.6 307.0
299.6 300.3
317.9 290.8

314.7
306.9
302.9
307.3
283.2
316.5
302.1
305.5
285.6

305.3
309.5
317.8
302.8
302.3
305.7
301.7
284.8
299.3

284.9
288.6
302.8
303.0
283.7
310.1
297.4
289.5
304.4

Mean
SS
RSS

302.8
9.88
3.26

303.5
10.47
3.45

302.7
7.26
2.40

303.3 3015
6.22 7.27
205 241

304.5
8.38
2.75

302.4
6.77
2.24

302.0
6.62
2.19

204.4
4.95
242

197.1
4.82
2.44

197.3
4.69
2.38

203.0 20338
5.27  5.06
259 249

202.7
4.85
2.39

204.0
4.65
2.28

203.1
6.30
3.10

306.7
8.38
2.73

304.8
8.51
2.79

303.5
7.62
2.51

305.7 3017
780 9.38
255 311

302.8
11.49
3.79

303.2
8.81
291

296.0
9.60
3.24
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4.1.2 UPLC-Kemometrik Yontemlerinin AA-PAR-ASP Karisiminin
Analizine Uygulanmasi.

Klasik UPLC yonteminin sonuglarimi karsilastirmak amaciyla, UPLC-
Kemometrik yontemler olarak, UPLC-Temel Bilesen Regresyon (UPLC-Principal
Component Regression, UPLC-PCR) ve UPLC-Kismi En Kii¢iik Kareler (UPLC-Partial
Least Squres, UPLC-PLS) yontemleri Cizelge 4.1’de AA, PAR ve ASP bilesikleri i¢in
hazirlanan konsantrasyon seti Cgxs ve Olgiilen-hesaplanan (Alan/IS)exs Vveri setine
uygulanarak, UPLC-PCR ve UPLC-PLS kalibrasyonlari1 hesaplandi. Bu UPLC-PCR ve
UPLC-PLS yontemleri klasik UPLC yonteminin uygulamasindaki kromatografik
ayirma ve tayin sartlarindaki verilerin ¢ok bilesenli kullanimin dayanmaktadir.

Kromatografik analizlerden olan asir1 yiiksek basingli sivi kromatografisi (Ultra
Performance Liquid Chromatography, UPLC) ile analiz edilecek olan bir karisimda
gerceklesecek olan ayrilma, karisim icerisindeki bilesenlerin bir kisminin sabit
(stasyoner), digerinin ise hareketli (mobil) olan iki ayri faz sistemi arasindaki
dagilimlara ait dengelerin farkli olmasi esasina gore gergeklesmektedir.

Asint yiiksek basingli sivi kromatografi sisteminde kullanilan ve i¢ ¢eperinde sabit
faz dolgu materyali bulunan kolon sisteminden degisik ¢oziicii sistemleri, pompa
yardimiyla asir1 yiiksek basing esliginde gegirilir. Enjeksiyon sistemiyle hareketli faz
igine enjekte edilen numunede bulunan maddeler, kolon sisteminde sabit ve hareketli
fazlarla etkilesmeleri farkli oldugundan, kolon i¢inde farkli hizlarla hareket ederler.
Analiz edilen maddeler, tutulma zamanlar1 farkli oldugu i¢in kolonu terk etme siralarina
gore dedektor sisteminde yakalanarak, alinan sinyaller vasitasiyla kromatogram olarak
kaydedilir. Cok degiskenli kemometrik kalibrasyon algoritmalarin uygulamalari,
analizin kesinligi ve dogrulugu iizerine etkisi yaninda kromatografik dedeksiyonda

dalga boyu se¢iminide ortadan kaldirmaktadir .
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Bu ¢alismada parasetamol (PAR), asetilsalisilik asit (ASP) ve askorbik Asit (AA)
iceren farmasotik preparatin  kantitatif analizi i¢in UPLC-PCR ve UPLC-PLS

yontemleri gelistrildi.

4.1.2.1 UPLC-PCR ve UPLC-PLS Kalibrasyonlari

UPLC-PCR ve UPLC-PLS Kalibrasyonlar1 UPLC-PLS ve UPLC-PCR
kalibrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in 5-30 pg/ml konsantrasyon araliginda AA, PAR ve
ASP ile sabit konsantrasyonda internal standart olarak kafein i¢eren 6 farkli ¢ozeltiden
olusan bir konsantrasyon seti hazirlandi Cizelge 4.13. Bu hazirlanann konsantrasyon
setinin UPLC cihaz1 ile “photo diode array” (PDA) kullanilarak 245, 250, 255, 260,
265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki dedeksiyonla kromatogramlari ¢izdirildi
Sekil 4.27. Elde edilen bu kromatogramlarda AA, PAR ve ASP ile IS i¢in kolonda
tutulma stireleri sirasiyla ortalama 0.364, 0.552 ve 1.802 ile 0.892 dakika olarak

gbzlendi.
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Sekil 4.27 20 pg/ml a)AA, b) PAR, ¢)ASP bilesikleri ile d) IS KAF igin ¢oklu ve ii¢
boyutlu kromatogram

Konsantrasyon setinine karsilik gelen 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280
nm dalga boylarindaki dedeksiyon ile elde edilen kromatogramlardan hesaplanan
AA/IS, PAR/IS ve ASP/IS oranlari i¢in Tablo 4.13’deki sonuglara ulasildi. Bu islemden
sonra PLS ve PCR algoritmalar1 konsantrasyon seti ile AA/IS, PAR/IS ve ASP/IS oran

degerlerine uygulanarak UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyonlar1 elde edildi.

145



Tablo 4.13 Derisim Seti ve Kromatografik Analit/IS Oranlarina Karsilik Gelen Veriler.

AA, Al Konma Zamani (dakika) = 0.364

Derigim
Set No AA PAR ASP Alan/IS
(WmL) 245 250 255 260 265 270 275 280
1 5 5 5 0.9200 0.8578 0.4978 0.2518 0.1433 0.1148 0.0703 0.0531
2 10 10 10 1.8391 1.6024 0.9743 0.5160 0.3163 0.2215 0.1502 0.1170
3 15 15 15 29509 2.3393 14106 0.8141 0.4947 0.3243 0.2438 0.1851
4 20 20 20 3.8138 3.1051 1.8874 1.0889 0.6702 0.4321 0.3083 0.2515
5 25 25 25 48878  3.7972 2.3663 1.3609 0.8440 0.5374 0.3962 0.3167
6 30 30 30 58096 45465 2.8266 1.6172 0.9971 0.6399 0.4952 0.3831
Derisim PAR, Al Konma Zamani (dakika) = 0.552
Set No Alan/IS
245 250 255 260 265 270 275 280
1 5 5 5 1.8347 14921 0.8726 0.4780 0.2478 0.1551 0.1028 0.1107
2 10 10 10 3.6531 2.8634 1.6246 0.8859 0.4750 0.2809 0.2141 0.2119
3 15 15 15 54177 43632 25425 1.3154 0.7028 0.4072 0.3092 0.3079
4 20 20 20 7.1124 57065 3.2537 1.7290 0.9199 0.5367 0.4099 0.4054
5 25 25 25 9.1119  7.1848 3.9771 21111 1.1529 0.6648 0.5110 0.5090
6 30 30 30 10.8775 85212 47780 25495 1.3961 0.8043 0.6389 0.6193
Derisim ASP, Al Konma Zamam (dakika) =1.802
Set No Alan/IS
245 250 255 260 265 270 275 280
1 5 5 5 0.2297  0.1060 0.0497 0.0328 0.0315 0.0372 0.0312 0.0280
2 10 10 10 0.4363 0.1970 0.0944 0.0627 0.0579 0.0626 0.0550 0.0563
3 15 15 15 0.6417 0.3032 0.1335 0.0917 0.0825 0.0867 0.0840 0.0897
4 20 20 20 0.8467 0.3890 0.1760 0.1195 0.1073 0.1103 0.1077 0.1126
5 25 25 25 1.0322 0.4875 0.2243 0.1487 0.1333 0.1371 0.1337 0.1470
6 30 30 30 1.2748 0.5854 0.2666 0.1804 0.1603 0.1614 0.1607 0.1763
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UPLC-PCR kalibrasyonu, Tablo 4.13’de verilen derisim seti i¢in Ol¢iilen ve
hesaplanan AA/IS, PAR/IS, ve ASP/IS alanlarinin oranlarindan olusan veri setine PCR
algoritmasimin uygulanmasiyla elde edilen PULC-PCR kalibrasyon denklemlerinin
sirastyla AA, PAR ve ASP i¢in sunuldu.

4.1.2.2 UPLC-PCR Kalibrasyon Denklemleri :

. Can=-0.4489+0.8233A245+3.7149A250+2.2196 Aps5+0.8558 Aggo+0.6162 Agest 0.4761A270+0.1065A575+0.2612 A8
. Cpar=0.2854A+1.0543A45+1.2767 Apso+1.0788Azs5+0.7984 Agso+0.2651 Ages+0.2026 Az7g+0.17992A275+0.1243 Aggo

. Casp=0.5483+5.6514A25+25.7312A250+10.8491 Agss+4.422 Aggot+ 4.1591Ages +6.5604A70+6.3344A575 +11.2965A240

4.1.2.3 UPLC-PLS Kalibrasyon Denklemleri :

. Caa=0.4531+0.8067Azss+3.6332A250+2.4992 Agss+0.6844 Aggo+0.5137 Ages+0.4920 Agro+0.2184 As75+0.2653 Aggo
. Cpar=0.2854+1.0543A245+1.2767 Agspt+1.0788 Agss+0.7984 Ageo+0.2651 Ages+0.2026 Ag70+0.17992 As75+0.1243 Aggo

. Casp=0.6029+4.4361A45+25.2150A50+16.8868 Agss+5.1484A2eo+5.9158 Aggs+9.2010A570+6.0256 Ag7s+8.4289 Aggo

UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyonlarinda faktér secimide 2 faktor
kullaniminin uygun olacagi bulunmustur. UPLC-PLS kalibrasyonlarinda AA, PAR ve
ASP i¢in sirastyla SEC = 0.0331, SEP = 0.2495 ve PRESSS = 0.0066; SEC= 0.0924,
SEP = 0.1381 ve PRESS = 0.0512; SEC = 0.1279, SEP = 0.2681, PRESS = 0.0982
olarak bulunmustur (Sekil 4.2.24-29).UPLC-PCR kalibrasyonlarinda AA, PAR ve ASP
icin sirastyla SEC = 0.0381, SEP = 0.2895 ve PRESSS = 0.0087; SEC= 0.0924, SEP =
0.1381, PRESS = 0.0512; SEC = 0.1395, SEP = 0.2602, PRESS = 0.1677 olarak elde

edilmistir Sekil 4.28-33.
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Selection of PLS components for AA
T

100.002

100.000

99.998
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99.988
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99.986

99.984

99.982 ! ! !
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

Number of PLS components

Sekil 4.28 AA i¢in UPLC-PLS Kalibrasyonu I¢in Faktor Segim Egrisi

UPLC-PLS AA: Factor =2, SEC =0.0331, SEP =0.2495, PRESSS =0.00656
Chaa = -0.4531+0.8067Agss+3.6332A250+2.4992A55 +0.6844Agsg +0.5137 Ages+0.4920 Ag7o+0.2184Az75 +0.2653 A%

Selection of Principal Components for AA

100.000

99.995

99.990

99.985

99.980

99.975

Percent Variance Explained in X

99.970
P

99.965 . . .
1 2 3 4 5

Number of Principal Components

Sekil 4.29 AA I¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktdr Segim Egrisi

UPLC-PCR AA: Factor =2, SEC =0.0381, SEP =0.2895, PRESSS =0.0087
Chaa =-0.4489+0.8233 Apss+3.71497 Arsp+2.2196 Agss+0.8558 Aggpt0.6162 Aggst 0.4761 Ayz+0.1065 Azrs +0.2612A%0
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100.00

Selection of PLS components for PAR

99.998

99.996

99.994

99.992

99.990

Percent Variance Explained in y

99.988
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T

99'9841

Sekil 4.30 PAR icin UPLC-PLS Kalibrasyonu I¢in Faktor Segim Egrisi

UPLC-PLS PAR: Factor =2, SEC= 0.0924, SEP= 0.1381, PRESS = 0.0512

3
Number of PLS components

Crar = -0.2854 Agss+1.0543 Agspt1.2767 Agss+1.0788Azs0+0.7984Ax65+0.2651+0.2026 Agzo+0.17992 Ayzs+0.12432 Aggo

100.000

99.995

99.990

99.985

99.980

Percent Variance Explained in X

99.975
il

99.970
1

Sekil 4.31 PAR igin UPLC-PCR Kalibrasyonu igin Faktor Segim Egrisi

UPLC-PCR PAR: Factor =2,SEC= 0.0924,SEP= 0.1381,PRESS = 0.0512

Selection of Principal Components for PAR

T

T

T

U

c

c

c

2

3
Number of Principal Components

4

Crar = -0.2854 Agss+1.0543 Azsp+1.2767 Agss+1.0788Az60+0.7984Az65+0.2651+0.2026 Ag7o+0.17992 Agzs+0.12432 Asgo
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Selection of PLS components for ASP
100.01 T T T

100.00

99.99
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99.95

99.94 - - -
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Sekil 4.32 ASP i¢in UPLC-PLS Kalibrasyonu I¢in Faktor Secim Egrisi

UPLC-PLS ASP: Factor =2, SEC= 0.1279, SEP= 0.2681, PRESS = 0.0982
Casp=0.6029+4.4361A;45+25.2150A250+16.8868Agss+5.1484Az60+5.9158 Angs+9.2010A270+6.0256 Ag7s+8.4289 Asgo

Selection of Principal Components for ASP
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Sekil 4.33 ASP i¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktér Secim Egrisi

UPLC-PCR ASP: Factor =2, SEC= 0.1395, SEP= 0.2602, PRESS = 0.1677
Casp=0.5483+5.6514A245+25.7312A0s0+10.8491 Asss+4.4228 Asgo+4.1591 Asgs+6.5604 Ar70+6.3344 An75+11.2965A50
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4.1.2.4 UPLC-PCR ve UPLC-PLS Yontemlerinin Validasyonu

Bu doktora tez kapsaminda gelistririlen UPLC yoOnteminin validasyonu igin
0.1M CH3COOH ve metanol (75:25, h/h) igerisinde ASP, PAR ve AA igin 5.0-30 pg/ml
dogrusal ¢alisma araligi iginde farkli konsantrasyonlarda 19 adet yapay karisim
cOzeltisinden olusan bir validasyon seti hazirlandi. Bu validasyon setinin
hazirlanmasinda herbir karisim ¢6zeltisine 20 pg/ml sabit konsantrasyonda IS stok
coOzeltisinden ilave edildi. Bu validasyon seti kullanilarak UPLC-PLS ve UPLC-PCR
yontemlerinin kesinlik ve dogrulugu test yapildi.

Geri kazanim degerleri UPLC-PLS ile AA igin % 99.8, PAR i¢in % 100.2 ve
ASP i¢in % 100.5 ve UPLC-PCR ile AA igin % 100.9, PAR i¢in % 101.0 ve ASP i¢in
% 100.9 olarak bulundu Tablo 4.14. Bagil standart sapma degerleri UPLC-PLS ile AA
icin % 0.77, PAR i¢in % 0.86 ve ASP i¢in % 0.99 ve UPLC-PCR ile AA igin % 0.94,

PAR igin % 1.30 ve ASP i¢in % 1.23 olarak sonuglar elde edildi Tablo 4.14
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Tablo 4.14 UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyon yontemlerinin karisim analizine uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

Bulunan (pg/ml) Geri Kazanim (%)
ilave edilen (ug/ml) AA PAR ASP AA PAR ASP
Karigim UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC-

No. AA PAR ASP PLS PCR PLS PCR PLS PCR PLS PCR PLS PCR PLS PCR
1 5 10 15 4.98 4.98 10.03 10.15 15.19 15.20 99.7 99.6 100.3 101.5 101.3 101.3
2 10 10 15 9.82 9.81 10.26 10.27 15.00 15.00 98.2 98.1 102.6 102.7 100.0 100.0
3 15 10 15 14.97 14.97 10.11 10.14 14.94 14.94 99.8 99.8 101.1 101.4 99.6 99.8
4 20 10 15 20.09 20.10 9.98 10.08 14.96 14.96 100.4 100.5 99.8 100.8 99.7 99.7
5 25 10 15 25.01 25.01 9.98 10.03 14.86 14.88 100.0 100.1 99.8 100.3 99.0 99.2
6 30 10 15 30.63 30.65 10.02 9.97 15.04 15.06 102.1 102.2 100.2 99.7 100.2 100.4
7 15 5 15 15.09 15.09 5.09 5.10 15.09 15.09 100.6 100.6 101.9 102.1 100.6 100.6
8 15 10 15 14.90 14.90 10.17 10.31 15.04 15.04 99.3 99.3 101.7 103.1 100.3 100.3
9 15 15 15 15.04 15.03 15.25 15.24 15.26 15.24 100.2 100.2 101.7 101.6 101.7 101.6
10 15 20 15 15.18 15.18 19.95 19.97 15.02 15.02 101.2 101.2 99.8 99.9 100.1 100.1
11 15 25 15 14.97 14.97 25.13 25.17 15.24 15.24 99.8 99.8 100.5 100.7 101.6 101.6
12 15 30 15 15.07 15.08 29.91 29.85 15.08 15.08 100.5 100.5 99.7 99.5 100.5 100.6
13 15 10 5 15.34 15.35 10.12 10.19 5.09 5.09 102.3 102.3 101.2 101.9 101.8 101.8
14 15 10 10 15.59 15.60 10.09 10.09 10.28 10.26 103.9 104.0 100.9 100.9 102.8 102.6
15 15 10 15 14.78 14.77 10.06 10.13 15.07 15.11 98.5 98.5 100.6 101.3 100.5 100.7
16 15 10 20 15.00 15.00 9.92 9.93 19.62 19.58 100.0 100.0 99.2 99.3 98.1 97.9
17 15 10 25 15.20 15.21 9.98 9.95 24.98 25.06 101.3 101.4 99.8 99.5 99.9 100.2
18 15 10 30 15.33 15.34 9.99 10.00 29.06 29.12 102.2 102.3 99.9 100.0 96.9 97.1
19 15 10 15 14.87 14.87 9.96 10.02 15.20 15.20 99.1 99.1 99.6 100.2 101.3 101.3
X 100.5 100.5 100.5 100.9 100.3 100.4

SS 1.42 1.45 0.94 1.11 1.37 1.33

BSS 1.42 1.44 0.94 1.10 1.36 1.32
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Tablo 4.15 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yéntemiyle Giin I¢i Kesinlik ve Dogruluk I¢in Analiz Sonuglari
Bulunan (png/ml)

ilave edilen (ug/ml) AA PAR ASP
AA PAR ASP PLS PCR PLS PCR PLS PCR
10 10 10 10.11 10.11 10.06 10.07 10.31 10.30
20 20 20 19.96 19.96 19.55 19.54 19.89 19.92
30 30 30 30.90 30.91 29.42 29.39 29.57 29.65
Geri Kazanim (%)
AA PAR ASP
PLS PCR PLS PCR PLS PCR
101.1 101.1 100.6 100.7 103.1 103.0
99.8 99.8 97.8 97.7 99.4 99.6
103.0 103.0 98.1 98.0 98.6 98.8
SS
AA PAR ASP
PLS PCR PLS PCR PLS PCR
0.172 0.175 0.094 0.090 0.085 0.092
0.352 0.358 0.140 0.148 0.208 0.202
0.288 0.280 0.217 0.216 0.119 0.162
BSS (%)
AA PAR ASP
PLS PCR PLS PCR PLS PCR
1.701 1.727 0.925 1.047 0.828 0.895
1.761 1.793 0.900 0.950 1.047 1.016
0.932 0.904 0.603 0.646 0.402 0.545
BH (%)
AA PAR ASP
PLS PCR PLS PCR PLS PCR
1.123 1.121 0.571 0.727 3.091 3.001
-0.209 -0.196 -2.232 -2.286 -0.564 -0.385
2.996 3.034 -1.933 -2.024 -1.446 -1.170
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Tablo 4.16 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yéntemiyle Giinler Arasi Kesinlik ve Dogruluk Igin Analiz Sonuglart

Bulunan (ng/ml)

ilave edilen (ug/ml) AA PAR ASP
AA PAR ASP PLS PCR PLS PCR PLS PCR
10 10 10 10.00 10.01 10.00 10.02 10.16 10.22
20 20 20 20.18 20.18 20.00 20.02 20.13 20.14
30 30 30 30.09 30.09 29.89 29.94 30.19 30.36

Geri Kazanim (%)

AA PAR ASP

PLS PCR PLS PLS
100.0 100.1 100.0 100.2 101.6 102.2
100.9 100.9 100.0 100.1 100.7 100.7
100.3 100.3 99.6 99.8 100.6 101.2

SS

AA PAR ASP
PLS PCR PLS PCR PLS PCR
0.128 0.131 0.093 0.105 0.094 0.110
0.262 0.268 0.180 0.190 0.255 0.355
0.539 0.542 0.180 0.193 0.210 0.406

BSS (%0)

AA PAR ASP
PLS PCR PLS PCR PLS PCR
1.282 1.308 0.925 1.047 0.925 1.081
1.298 1.329 0.900 0.950 1.267 1.764
1.792 1.802 0.603 0.646 0.697 1.336

BH(%0)

AA PAR ASP
PLS PCR PLS PCR PLS PCR
0.046 0.081 0.035 0.161 1.602 2.173
0.900 0.881 -0.020 0.110 0.666 0.702
0.292 0.300 -0.376 -0.206 0.627 1.210
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4.1.2.5 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yontemlerinin Farmasotik Preparatlara
Uygulanmasi

Calismada UPLC-PLS ve UPLC-PCR yontemlerinin farmasotik preparatlara
uygulanmasinda, 20 adet AFEBRYL™ tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice
toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen tablet miktar1 100 mL’lik balonjojede
metanol igerisinde ¢oziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistiricr ile 35 dakika karistirildi
ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 um) yardimu ile siiziildii. Hazirlanan tablet
cozeltileri 2 mL’lik “vial” lere konularak kalibrasyon basamagindaki kromatografik
UPLC sartlarda 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki

dedeksiyon ile Sekil 4.34’de ki kromatogramlar alindi.

Tablet numunesi

0.25- :
0.20-. ;
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0.15-. :
2 010 :
0.05
0.00 \/J :
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05
Me, 15 e 275 280
oy J 270
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J 20 - S 260
e s 255
S 245 Waumen@'ﬂhi“'m

Sekil 4.34 Kalibrasyon basamagindaki tablet ¢ozeltilerinin kromatografik UPLC sartlarda
245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki dedeksiyon ile
elde edilen kromatogramlari.
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Elde edilen kromatogramlardan AA/IS, PAR/IS ve ASP/IS oranlar1 hesaplanip,

UPLC-PLS ve UPLC PCR kalibrasyon denklemlerinde yerine konarak tabletlerin

igerisindeki AA, PAR ve ASP miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.17°de

sunulmaktadir.

Tablo 4.17 UPLC-PLS ve UPCR Yo6ntemlerinden elde edilen miktar tayini

sonugclari
mg/tablet
AA PAR ASP

No. PLS PCR PLS PCR PLS PCR

1 303.8 303.9 198.8 198.8 302.1 302.7

2 303.7 303.8 202.9 202.9 303.1 303.4

3 303.1 303.9 202.2 202.3 302.2 303.3

4 302.3 302.5 204.7 204.8 302.6 303.0

5 302.7 302.9 196.6 196.3 306.1 306.6

6 304.2 304.0 202.2 202.3 300.1 301.2

7 302.5 302.5 199.8 199.7 304.4 304.6

8 306.3 306.9 1994 199.5 302.6 302.5

9 300.2 300.2 200.4 200.5 302.5 303.0

X 303.2 303.4 200.8 200.8 302.9 303.4
SS 1.65 1.78 247 2.56 1.65 1.50
BSS 0.54 0.59 1.23 1.27 0.54 0.50
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4.2 Klasik UPLC Yontemiyle PAR, KAF, ASP Karisiminin Analizi
4.2.1 Klasik UPLC Yontemi

4.2.1.1 Dogrusal Regresyon Analizi ve Kalibrasyon.

UPLC yo6nteminin gelistirilmesinde 15 pg/ml sabit konsantrasyonda ineternal
standart olarak (IS AA) eklenerek PAR, KAF ve ASP i¢in 5.0-30 pg/ml dogrusal
calisma araliginda hazirlanan 6 adet standart ¢ozletileri iceren konsantrasyon (derisim)
seti olarak adlandirilan kalibrasyon setinin 245, 250, 255, 260, 265, 270 ve 280 nm’de
photodiode array (PDA) dedektorii kullanilarak asagidaki kromatogram c¢izdirildi. Elde
edilen kromatogramlarda PAR, KAF ve ASP ile IS i¢in kolonda tutulma siireleri

sirastyla ortalma 0.552, 0.892, 1.802 sn olarak gozlemlendi. Sekil 4.35

157



Au

Au

Au

Au

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.e0
0.40
0.20
0.00
-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.e0
0.40
0.20
0.00
-0.20

i —245 nm
|

] d

Ah_l \

| C

1L JULA A

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Time (min)

i —255 nm

ARL S

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Time (min)

i ——265 nm

M N

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Time (min)

4 —275 nm

M A

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Time (min)

Au

Au

Au

Au

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.e0
0.40
0.20
0.00

-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.e0
0.40
0.20
0.00

-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.e0
0.40
0.20
0.00

-0.20

4 —250 nm
Y
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Time (min)
J —260 nm
A%
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Time (min)
4 —270 nm
i A
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Time (min)
4 ——280 nm
A
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Time (min)

Sekil 4.35 Derisim set No. 4’e karsilik gelen 20 pg/ml a) Parasetamol (PAR),
b) Kafein (KAF) c¢) Aspirin bilesikleri (ASP) ve d) IS Askorbik
asit (AA) icin sekiz farkli dalga boyunda dedeksiyon ile
kaydedilen kromatogramlarin dizisi
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Kromatografik analizde PAR, KAF ve ASP’nin standart c¢ozeltilerinden
hazirlanan konsantrasyon seti i¢in 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280 nm dalga
boylarinda dedeksiyonu yapilan kromatogramlarin integrasyonla bulunanlar EM-Power
UPLC programi yardimiyla hesaplandi. Klasik UPLC analiz yonteminin uygulamasinda
secilen her bir dalga boyu igin PAR/IS, KAF/IS ve ASP/IS oranlar1 Tablo 4.18’de

sunuldu
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Tablo 4.18 Konsantrasyon seti ve ilag ile IS pik alanlarina karsilik gelen kromatografik data seti

PAR, Zaman (dakika) = 0.552

Karisim No:  PAR CAF  ASP Alan/1S
(w/mL) 245 250 255 260 265 270 275 280
1 4 4 6 0.3155 0.3063 0.2897 0.2635 0.2317 0.2076 0.2194 0.2729
2 12 12 14 0.9405 0.9115 0.8642 0.7884 0.7686 0.6236 0.6577 0.8218
3 20 20 22 1.6164 15696 1.4855 1.3567 0.9249 1.0692 1.1277 1.4078
4 28 28 30 22974 22307 21096 1.9261 1.6865 1.5136 1.5940 2.0001
5 32 32 38 25769 25045 23736 2.2156 1.9109 1.7155 1.8100 2.2660
KAF, Zaman (dakika) = 0.892
Alan/1S
245 250 255 260 265 270 275 280
1 4 4 4 0.0644 0.0846 0.1388 0.2373 0.3898 0.5986 0.8302 1.0457
2 12 12 12 0.1859 0.2424 0.3996 0.6805 1.1229 1.7214 2.3914 3.0039
3 20 20 20 0.3186 0.4156 0.6824 1.1651 1.9150 2.9387 4.0700 5.1155
4 28 28 28 0.4477 0.5848 0.9575 1.6353 2.6850 4.1153 5.7123 7.1996
5 32 32 32 0.5052 0.6595 1.0838 1.8488 3.0395 4.6531 6.4578 8.1367
ASP, Zaman (dakika) = 1.802
Alan/1S
245 250 255 260 265 270 275 280
1 4 4 6 0.0680 0.0395 0.0322 0.0348 0.0509 0.0767 0.1085 0.1462
2 12 12 14 0.1468 0.0894 0.0751 0.0844 0.1121 0.1687 0.2361 0.3258
3 20 20 22 0.2355 0.1435 0.1166 0.1305 0.1840 0.2653 0.3915 0.5056
4 28 28 30 0.3224 0.1928 0.1596 0.1803 0.2415 0.3733 0.5381 0.6977
5 32 32 38 0.3969 0.2357 0.1935 0.2212 0.3064 0.4652 0.6728 0.8727

Kromatogramlarin PAR/IS, KAF/IS ve ASP/IS alanlarimin oranlarinin

konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek dogru denklemi elde edildi. UPLC alanlar ile

konsantrasyonlar arasindaki dogal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglar1 analiz

edilecek her bir bilesik i¢in Tablo 4.19 sunulmustur.
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Tablo 4.19 Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel sonuglari

PAR, t (sn)= 0.552

A (nm) m n r SE(m) SE(n) SE(r) LOD LOQ
245 0.0818 -0.0212 0.9998 0.0010 0.0103 0.0236 0.9228 3.0759
250 0.0795 -0.0220 0.9998 0.0010 0.0130 0.0227 1.2014 4.0045
255 0.0753 -0.0210 0.9998 0.0009 0.0122 0.0196 1.1953 3.9845
260 0.0689 -0.0215 0.9998 0.0007 0.0108 0.0167 1.1570 3.8565
265 0.0605 -0.0190 0.9999 0.0005 0.0092 0.0121 1.1167 3.7222
270 0.0543 -0.0163 0.9999 0.0004 0.0081 0.0101 1.0975 3.6583
275 0.0572 -0.0168 0.9999 0.0004 0.0090 0.0099 1.1569 3.856
280 0.0718 -0.0244 0.9999 0.0006 0.0105 0.0142 1.0720 3.5733

CAF, t (sn) =0.892

A (nm) m n r SE(m) SE(n) SE(r) LOD LOQ
245 0.0159 -0.0009 0.9998 0.0002 0.0025 0.0036 1.1391 3.7969
250 0.0207 -0.0010 0.9998 0.0002 0.0032 0.0050 1.1272 3.7575
255 0.0340 -0.0009 0.9999 0.0003 0.0043 0.0066 0.9224 3.0747
260 0.0581 -0.0018 0.9999 0.0005 0.0059 0.0125 0.7458 2.4859
265 0.0954 -0.0009 0.9999 0.0008 0.0169 0.0178 1.3055 4.3516
270 0.1460 0.0018 0.9999 0.0013 0.0178 0.0293 0.8982 2.9939
275 0.2026 0.0016 0.9999 0.0017 0.0267 0.0386 0.9686 3.2287
280 0.2555 -0.0049 0.9999 0.0020 0.0228 0.0514 0.6572 2.1907

ASP, t (sn)=1.802

A (nm) m n r SE(m) SE(n) SE(r) LOD LOQ
245 0.0104 0.0047 0.9996 0.0002 0.0023 0.0044 1.4807 4.9358
250 0.0062 0.0039 0.9992 0.0001 0.0014 0.0035 1.5626 5.2088
255 0.0051 0.0035 0.9992 0.0001 0.0011 0.0030 1.4246 4.7485
260 0.0059 0.0014 0.9995 0.0001 0.0015 0.0027 1.7344 5.7812
265 0.0080 0.0029 0.9996 0.0001 0.0021 0.0035 1.7714 5.9046
270 0.0123 -0.0001 0.9996 0.0002 0.0033 0.0048 1.8007 6.0024
275 0.0179 -0.0040 0.9996 0.0003 0.0045 0.0077 1.6871 5.6238
280 0.0228 0.0077 0.9999 0.0002 0.0038 0.0043 1.1162 3.7207
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4.2.1.2 Klasik UPLC Yonteminin Validasyonu

Gelistirilen yontemin validasyonu i¢in “UPLC” 0.1IM CH3COOH ve metanol
(75:25 h/h) igerisinde PAR, KAF ve ASP i¢in 4.0-38 pg/ml dogrusal ¢alisma araligi
icinde farkli konsantrasyonlarda 19 adet yapay karisim c¢ozeltisinden olusan bir
validasyonu seti hazirlandi. Bu validasyon setinin hazirlanmasinda her bir karisim
¢ozeltisine 15 pg/ml sabit konsantrasyonda IS stok ¢ozletisi ilave edildi.

Bu validasyonu seti kullanilarak klasik UPLC yonteminin kesinlik ve dogrulugu
test yapildi. Geri kazanim degerleri PAR i¢in % 98.1-99.5 araliginda, KAF i¢in % 100-
101.9 arasinda ve ASP i¢in % 99-99.4 araliginda bulunmustur.

Bu geri kazanim ¢alismalarinin sonuglar1 Tablo 4.20, Tablo 4.21, Tablo 4.22°de
sunulmustur. Standart sapma degerleri ise PAR i¢in %1.9-2.65 araliginda, KAF i¢in %
2.49-2.97 araliginda, ASP i¢cin %1.19-1.96 araliginda hesaplandi. Geri kazanim
calismasinda UPLC yonteminin yapay karigimlara uygulalnmasi ile elde edilen sonuglar

PAR igin Tablo 4.20, KAF i¢in Tablo 4.21, ASP i¢in Tablo 4.22’de sunulmaktadir.
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Tablo 4.20 Klasik UPLC yonteminin PAR,CAF ve ASP yapay karisiminin analizinde PAR igin elde edilen % geri kazanim sonuglari

Karisim Ilave edilen
No: (ng/ml)) PAR, Bulunan (pg/ml) PAR, Geri kazanim (%)
PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280 245 250 255 260 265 270 275 280
1 4 7 35 404 399 390 389 407 407 409 414 |101.0 99.7 976 973 1019 1018 1023 1035
2 12 7 35 1236 1241 1146 11.83 1212 1232 1243 1248 | 103.0 1034 955 986 101.0 102.6 1035 104.0
3 20 7 35 1980 19.79 19.78 19.76 19.48 20.14 1981 19.79|990 990 989 988 974 100.7 99.1 99.0
4 28 7 35 28.05 2790 26.90 29.20 2847 27.62 2835 27.86 | 100.2 996 96.1 1043 101.7 986 101.2 99.5
5 32 7 35 33.01 3298 33.01 3293 3294 3293 32.89 3289 | 103.2 103.0 103.2 1029 1029 1029 1028 102.8
6 28 4 35 2776 27775 27.72 27.67 2764 2764 2764 2761]99.2 991 990 988 987 987 987 98.6
7 28 12 35 28.26 28.23 28.20 28.13 28.10 28.06 28.07 28.03 | 100.9 100.8 100.7 100.5 1004 100.2 100.3 100.1
8 28 20 35 2726 2727 2732 2735 2742 2749 2754 2754|974 974 976 977 979 982 984 984
9 28 28 35 27.22 27.28 26.37 27.12 27.67 28.03 2827 2838|972 974 942 969 988 100.1 101.0 1014
10 28 32 35 26.46 2798 2838 26.66 27.23 2765 2789 28.02|945 999 1013 952 972 988 99.6 100.1
11 28 7 6 27.83 27.79 2779 2776 27.74 2780 2775 2773|1994 99.2 992 991 991 993 99.1 99.0
12 28 7 14 28.13 27.77 27.63 26.45 2658 26.69 26.74 26.79 | 1005 99.2 987 945 949 953 955 957
13 28 7 22 26.78 27.48 28.04 2722 2692 2723 2738 2747|957 981 1001 972 96.2 972 978 98.1
14 28 7 30 2742 2752 2788 26.73 26.66 26.74 2681 26.78 | 979 983 996 955 952 955 957 95.6
15 28 7 38 2750 26.99 2722 2741 26.64 26.71 26.73 2669|982 964 972 979 951 954 955 953
16 28 7 35 2745 2747 2765 2788 2790 28.06 28.07 2808|980 981 988 996 99.7 100.2 100.3 100.3
X 99.1 993 986 984 986 99.1 994 995
SS 237 188 225 261 253 240 248 262
BSS 239 190 229 265 256 242 250 2.63

X= Aritmetik ortalama, SS= Standart sapma, BSS= Bagil standart sapma
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Tablo 4.21 Klasik UPLC yonteminin PAR,KAF ve ASP yapay karisiminin analizinde KAF icin elde edilen % geri kazanim sonuglari

Karisim Ilave edilen
No: (ng/ml) KAF Bulunan (pg/ml) KAF, Geri kazanim (%)

PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280 245 250 255 260 265 270 275 280

1 4 7 35 706 709 711 724 715 715 717 718 991 987 984 981 979 979 97.7 975

2 12 7 35 662 666 670 676 683 689 696 7.01 | 1057 1051 104.4 1035 1025 1015 100.6 99.8

3 20 7 35 702 705 707 710 706 693 714 715 |998 993 989 986 991 101.0 98.0 98.0

4 28 7 35 700 703 7.06 709 696 7.04 713 7.15 |100.0 996 99.2 988 1006 994 982 979
5 32 7 35 691 692 6.9 697 698 697 697 698 |101.3 101.1 100.6 100.5 100.3 100.5 100.4 100.2

6 28 4 35 399 402 406 408 408 407 408 409 |100.3 995 986 980 981 983 981 978

7 28 12 35 12.27 1230 1233 1234 1236 1236 1235 1236|978 975 973 972 971 971 971 971
8 28 20 35 1958 19.61 19.65 19.69 19.73 19.79 19.81 19.84 | 102.2 102.0 101.8 1016 1014 1011 100.9 100.8
9 28 28 35 2719 2725 2735 2743 2738 27.17 2707 2755 103.0 102.7 1024 102.1 102.3 103.1 1034 101.6
10 28 32 35 30.95 31.04 3113 31.15 30.78 30.19 29.88 30.76 | 103.4 103.1 102.8 102.7 104.0 106.0 107.1 104.0
11 28 7 6 680 680 683 686 686 685 687 688 |102.9 1029 1025 102.0 102.1 102.1 1019 1018
12 28 7 14 656 658 659 663 665 666 669 671 |106.7 1063 106.2 105.6 1053 105.1 104.6 104.3

13 28 7 22 679 682 686 691 696 701 705 7.09 |103.1 1026 1021 101.3 1006 99.9 99.3 988

14 28 7 30 711 714 716 719 721 723 725 726 |984 980 977 973 970 968 96.6 964
15 28 7 38 689 691 6.92 694 695 696 698 698 |101.6 101.3 101.2 100.8 100.7 100.6 100.3 100.3
16 28 7 35 6.63 664 6.67 670 672 674 676 678 | 1056 1054 1050 1045 1042 103.8 103.6 103.3
X 1019 1016 101.2 100.8 100.8 100.9 100.5 100.0

SS 263 267 268 259 251 271 299 252

BSS 259 263 265 257 249 268 297 252

X=Aritmetik ortalama, SS= Standart sapma, BSS= Bagil standart sapma
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Tablo 4.22 Klasik UPLC yonteminin PAR,KAF ve ASP yapay karisiminin analizinde ASP i¢in elde edilen % geri kazanim sonuglari

Karisim Ilave edilen
No: (ng/ml) ASP Bulunan (pg/ml) ASP, Geri kazanim (%)
PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280 245 250 255 260 265 270 275 280
1 4 7 35 3440 3419 3428 3431 3473 3483 36.46 3464 983 99.4 100.3 100.1 101.2 100.3 104.7 95.0
2 12 7 35 35.01 3510 3548 3551 3447 3479 3495 3519 100.0 1003 101.1 100.1 97.1 1009 100.5 100.7
3 20 7 35 35.18 3494 3533 34.99 3567 35.02 3555 3542 1005 99.3 101.1 99.0 1019 982 1015 99.6
4 28 7 35 3434 3408 3413 3423 3476 3493 3484 3482 981 993 100.1 100.3 101.6 100.5 99.8 100.0
5 32 7 35 3483 3450 3480 3458 3495 3497 3484 3477 995 991 1009 994 101.1 100.1 99.6 99.8
6 28 4 35 3444 3416 3446 3417 3443 3462 3440 3445 984 99.2 1009 99.1 1008 1005 994 100.1
7 28 12 35 35.26 3492 3527 3498 3535 3528 3520 3524 100.7 99.0 101.0 992 1011 99.8 99.8 100.1
8 28 20 35 34.16 34.00 34.04 3410 3471 3478 34.67 3464 976 995 100.1 100.2 101.8 100.2 99.7 99.9
9 28 28 35 3414 3418 3452 3451 3567 3592 3500 3515 975 1001 101.0 100.0 1034 100.7 974 1005
10 28 32 35 3468 3480 3513 3519 3639 35.06 35.08 3486 99.1 1004 1009 100.2 1034 964 100.1 994
11 28 7 6 589 595 6.14 597 6.02 59 602 593 982 101.0 1031 974 1009 98.7 101.2 985
12 28 7 14 13.94 1335 13.26 13.68 1420 14.26 1444 14.02 995 958 99.3 103.2 103.8 1004 1012 97.1
13 28 7 22 21.99 2181 21.95 22.05 2269 23.01 23.08 2297 100.0 99.2 100.7 1004 1029 101.4 100.3 995
14 28 7 30 30.81 30.67 31.81 30.54 3125 3137 3229 30.38 102.7 99.6 103.7 96.0 1023 1004 1029 94.1
15 28 7 38 38.01 38.15 3791 3946 3864 3855 3858 3854 100.0 1004 994 1041 979 99.8 100.1 99.9
16 28 7 35 35.06 34.18 35.00 3545 3571 3586 3574 3578 100.2 975 1024 101.3 100.7 1004 99.7 100.1
X 99.4 993 101.0 100.0 1014 99.9 100.5 99.0
SS 136 123 120 191 182 123 163 1.94
BSS 137 124 119 191 179 123 162 196

X=Aritmetik ortalama, SS= Standart sapma, BSS= Bagil standart sapma
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Diger bir validasyon islemi olarak klasik UPLC yonteminin dogruluk ve
kesinligini degerlendirmek icin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk ¢alismalarinda
dogrusal ¢alisma araliginin i¢inde olacak sekilde {i¢ farkli konsantrasyonda PAR, ve KAF
icin 8.0, 20.0 ve 30.0 ug/ml, ASP i¢in ise 10.0, 20 ve 30 pg/ml olarak her derisim igin 3
farkl1 ¢oOzelti olmak ilizere ayni giin ig¢inde ve giinler arasinda hazirlanan c¢ozeltiler
kullanilarak gergeklestrildi. Giin i¢i elde edilen sonuglar PAR i¢in Tablo 4.23.’da, KAF igin
Tablo 4.24.’de ve ASP i¢in ise Tablo 4.25.’de gosterilmistir. Ayn1 sekilde ve giinler arasi
elde edilen soonuglar PAR i¢in Tablo 4.26’da, KAF igin Tablo 4.27°de ASP igin ise Tablo

4.28°de gosterilmistir.
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Tablo 4.23 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina PAR igin giin i¢i analiz sonuglari

) PAR
Ilave Edilen
(ng/ml) Bulunan (png/ml)
PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
8 8 10 7.78 7.82 7.86 7.91 7.97 8.02 8.06 8.11
20 20 20 20.08 20.12 20.17 20.22 20.30 20.38 20.41 20.44
30 30 30 30.37 30.53 30.44 30.59 30.72 30.79 30.79 30.78
PAR
Geri kazamim (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
97.3 97.8 98.2 98.9 99.6 100.3 100.7 101.3
100.4 100.6 100.9 101.1 101.5 101.9 102.1 102.2
101.2 101.8 101.5 102.0 102.4 102.6 102.6 102.6
PAR
SS
245 250 255 260 265 270 275 280
0.007 0.006 0.006 0.005 0.006 0.009 0.007 0.012
0.169 0.146 0.104 0.055 0.015 0.035 0.065 0.081
0.546 0.343 0.553 0.260 0.089 0.039 0.099 0.139
PAR
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
0.09 0.08 0.08 0.07 0.08 0.11 0.09 0.15
0.84 0.73 0.51 0.27 0.07 0.17 0.32 0.40
1.80 1.12 1.82 0.85 0.29 0.13 0.32 0.45
PAR
Bagil Hata (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
-2.69 -2.19 -1.80 -1.11 -0.36 0.26 0.71 1.33
0.42 0.58 0.86 1.12 1.50 1.88 2.07 2.18
1.23 1.75 1.47 1.98 2.39 2.64 2.65 2.59

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
)x100 = % Bagil hata

ilave edilen—Bulunan
% BH = (—————————————

ilave edilen
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Tablo 4.24 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina KAF i¢in giin i¢i analiz sonuglari

ilave edilen
(ng/ml)

KAF

Bulunan(ug/ml)

PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
8 8 10 7.70 7.60 7.64 7.70 7.76 7.83 7.88 7.93
20 20 24 19.56 19.58 19.63 19.68 19.75 19.81 19.86 19.90
30 30 30 30.75 31.17 29.87 30.80 30.10 30.76 31.14 29.87
KAF
Geri Kazamim(%)
245 250 255 260 265 270 275 280
96.2 94.9 95.4 96.2 97.0 97.8 98.5 99.1
97.8 97.9 98.2 98.4 98.8 99.1 99.3 99.5
102.5 103.9 99.6 102.7 100.3 102.5 103.8 99.6
KAF
SS
245 250 255 260 265 270 275 280
0.146 0.050 0.070 0.067 0.087 0.150 0.145 0.141
0.094 0.087 0.070 0.047 0.027 0.018 0.020 0.041
1.048 0.581 0.712 0.794 0.375 0.840 0.853 0.876
KAF
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
1.891 0.652 0.912 0.873 1.117 1.919 1.834 1.777
0.479 0.445 0.359 0.241 0.136 0.092 0.103 0.208
3.408 1.865 2.384 2.578 1.247 2.730 2.738 2.933
KAF
Bagil Hata (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
-3.804 -5.062 -4.556 -3.806 -2.983 -2.151 -1.457 -0.877
-2.222 -2.121 -1.838 -1.604 -1.245 -0.940 -0.692 -0.514
2.505 3.900 -0.428 2.671 0.337 2.533 3.809 -0.424

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma

ilave edilen—Bulunan
% BH = (—————————————

ilave edilen

)x100 = % Bagil hata
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Tablo 4.25 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina ASP i¢in giin i¢i analiz sonuglari

ilave edilen
(ng/mi)

ASP

Bulunan (png/ml)

PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
8 8 10 9.97 9.92 9.86 10.19 10.10 10.09 10.29 10.01
20 20 24 23.73 24.46 24.45 24.47 24.46 23.48 23.95 23.68
30 30 30 29.99 29.79 29.95 29.85 30.38 30.15 30.42 30.35

ASP
Geri Kazanim (%)

245 250 255 260 265 270 275 280
99.7 99.2 98.6 101.9 101.0 100.9 102.9 100.1
98.9 101.9 101.9 102.0 101.9 97.8 99.8 98.7
100.0 99.3 99.8 99.5 101.3 100.5 101.4 101.2

ASP
SS

245 250 255 260 265 270 275 280
2.376 0.483 0.338 0.535 0.453 0.107 0.305 0.277
1.176 0.610 0.614 0.663 1.412 0.502 1.968 0.901
0.672 0.406 0.556 0.302 0.491 0.613 0.866 0.993

ASP
BSS (%)

245 250 255 260 265 270 275 280
2.384 0.487 0.343 0.525 0.449 0.106 0.296 0.277
1.189 0.598 0.602 0.650 1.386 0.513 1.972 0.914
0.672 0.408 0.557 0.304 0.484 0.610 0.854 0.981

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
) x100 = % Bagl hata

ilave edilen—Bulunan
9% BH = (Mo Punon

ilave edilen
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Tablo 4.26 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina PAR igin giinler arasi analiz sonuglari

ilave edilen

PAR

(ng/ml) Bulunan(ug/ml)
PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
8 8 10 8.02 8.01 8.00 7.97 7.94 7.98 7.99 7.97
20 20 24 19.16 19.29 19.49 19.69 19.87 20.02 20.09 20.11
30 30 30 30.75 31.17 29.87 30.80 30.10 30.76 31.14 29.87
PAR
Geri kazamim (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
100.2 100.1 100.0 99.6 99.2 99.8 99.8 99.6
95.8 96.4 97.5 98.5 99.4 100.1 100.4 100.6
102.5 103.9 99.6 102.7 100.3 102.5 103.8 99.6
PAR
SS
245 250 255 260 265 270 275 280
0.094 0.004 0.004 0.001 0.039 0.064 0.089 0.134
0.021 0.021 0.015 0.016 0.028 0.030 0.025 0.045
1.048 0.581 0.712 0.794 0.375 0.840 0.853 0.876
PAR
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
1.178 0.047 0.048 0.018 0.495 0.804 1.116 1.685
0.108 0.106 0.076 0.083 0.143 0.150 0.127 0.224
3.408 1.865 2.384 2.578 1.247 2.730 2.738 2.933
PAR
Bagil Hata (%)
245 250 255 260 265 270 275 280
0.248 0.069 0.009 -0.375 -0.811 -0.203 -0.177 -0.392
-4.217 -3.559 -2.545 -1.533 -0.630 0.118 0.448 0.571
2.505 3.900 -0.428 2.671 0.337 2.533 3.809 -0.424

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma

% BH — (ilaveedilen—Bulunan

[lave edilen

)x100 = % Bagil hata
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Tablo 4.27 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina KAF i¢in giinler arasi analiz sonuglari

KAF
ilave edilen
(ng/ml) Bulunan (png/ml)
PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
8 8 10 7.56 7.60 7.64 7.70 7.76 7.83 7.88 7.93

20 20 24 19.56 19.58 19.63 19.68 19.75 19.81 19.86 19.90
30 30 30 29.81 29.82 29.85 29.83 29.83 29.75 29.74 29.82

KAF
Geri kazamim (%)

245 250 255 260 265 270 275 280
94.6 94.9 95.4 96.2 97.0 97.8 98.5 99.1
97.8 97.9 98.2 98.4 98.8 99.1 99.3 99.5
99.4 99.4 99.5 99.4 99.4 99.2 99.1 99.4

KAF

SS

245 250 255 260 265 270 275 280

0.006 0.004 0.006 0.005 0.007 0.012 0.012 0.011
0.094 0.087 0.070 0.047 0.027 0.018 0.020 0.041
0.219 0.203 0.178 0.155 0.166 0.258 0.247 0.117

KAF
BSS (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

0.078 0.052 0.073 0.070 0.089 0.154 0.147 0.142
0.479 0.445 0.359 0.241 0.136 0.092 0.103 0.208
0.733 0.681 0.596 0.520 0.556 0.866 0.830 0.392

KAF
Bagil Hata (%)
245 250 255 260 265 270 275 280

-5.446  -5.062 -4556 -3.806 -2.983 -2.151  -1.457 -0.877
-2.222 -2121  -1838 -1.604 -1.245 -0.940 -0.692 -0.514
-0.635 -0.612 -0508 -0582 -0.553 -0.842 -0.869 -0.602

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma
%BH = (w) x100 = % Bagl hata

ilave edilen
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Tablo 4.28 Klasik UPLC yonteminin uygulanmasina ASP i¢in giinler arasi analiz sonuglari

ilave edilen

ASP

(ng/ml) Bulunan (png/ml)

PAR KAF ASP 245 250 255 260 265 270 275 280
8 8 10.24 10.00 9.92 10.20 10.12 10.18 10.15 10.19
20 20 23.97 23.87 23.98 24.06 23.86 24.15 24.24 24.12
30 30 30.75 31.17 29.87 30.80 30.10 30.76 31.14 29.87

ASP
Geri Kazamim

245 250 255 260 265 270 275 280
102.4 100.0 99.2 102.0 101.2 101.8 101.5 101.9
99.9 99.4 99.9 100.2 99.4 100.6 101.0 100.5
102.5 103.9 99.6 102.7 100.3 102.5 103.8 99.6

ASP
SS

245 250 255 260 265 270 275 280
0.012 0.009 0.025 0.014 0.254 0.113 0.122 0.169
0.015 0.019 0.025 0.015 0.026 0.038 0.029 0.063
1.048 0.581 0.712 0.794 0.375 0.840 0.853 0.876

ASP
BSS (%)

245 250 255 260 265 270 275 280
0.121 0.092 0.251 0.141 2.511 1.112 1.199 1.654
0.061 0.079 0.103 0.060 0.108 0.159 0.118 0.260
3.408 1.865 2.384 2.578 1.247 2.730 2.738 2.933

ASP
Bagil Hata (%)

245 250 255 260 265 270 275 280
2.402 -0.026 -0.841 1.966 1.234 1.783 1.477 1.928
-0.119 -0.555 -0.077 0.235 -0.573 0.635 1.017 0.505
2.505 3.900 -0.428 2.671 0.337 2.533 3.809 -0.424

SS =Standart sapma, BSS = % Bagil standart sapma

%BH:(

ilave edilen—Bulunan
ilave edilen

) x100 = % Bagl hata
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UPLC yoOntemini ticari farmasotik preparat analizine uygulamadan once PAR,
KAF ve ASP iceren farmsotik preparatlarda, tablet yardimer maddelerin analiz lizerinde
bir etkisinin olup olmadig1 arastirildi.

Bunun i¢inde standart ilavesi teknigi kullanildi. Bunun igin de standart ilavesi
teknigi kullanildi. Farmasotik preparatlardaki bir tablete karsilik gelen icerigin 100 mL
metanol i¢inde c¢ozeltisi hazirlandi. Bu preparat cozeltisinden gerekli seyreltmeler
yapilarak, preparatin lizerindeki etiket miktarlarina gore sirasiyla yaklasik 6.00 ug/ml
PAR, 4.00 ug/ml KAF ve 6.00 pg/ml ASP ’e karsilik gelen numune igeriginin {izerine
5.00, 15.00 ve 25.00 pg/ml PAR, KAF ve ASP olacak sekilde stok ¢ozeltilerden
standart ilavesi yapildi. Bu islem THOMAPYRIN® Tablet’e uygulandi. Analiz
sonucunda preparattan gelen PAR KAF, ve ASP miktarlari dogrusal regresyon analizi
ile konsantrasyon eksenini (x kesenini) eksi kesim noktalarindan tayin edildi. Bu
denemeler {i¢ farkli konsantrasyon seviyesinde ii¢ tekrar yapilarak gerceklestirildi.

Klasik UPLC yonteminin tabletlere eklenen numunelere uygulamasinda 245,
250, 255, 260, 265, 270, 275, 280 nm dalga boylarinda kromatografik dedeksiyonu
PAR i¢in 245 nm’de 4.13 pg/ml, 250 nm’de 4.17 ug/ml, 255 nm’de 3.88 pg/ml, 260
nme’de 3.97 ug/ml, 265 nm’de 4.14 pg/ml, 270 nm’de 4.06 pg/ml, 275 nm’de 4.05
png/ml, 280 nm’de 4.02 KAF i¢in 245 nm’de 1.0 pg/ml, 250 mlI’de 5.22 pg/ml, 255
nm’de 5.24 pg/ml, 260 nm’de 4.91 pug/ml, 265 nm’de 5.19 pg/ml 270 nm’de 5.22
pug/ml, 275 nm’de 4.92 pg/ml ve 280 nm’de 5.27 pg/ml ve ASP i¢in 245 nm’de 5.25
ug/ml, 250nm’de 5.22 pg/ml, 255 nm’de 5.24 pg/ml, 260 nm’de 4.91 pg/ml, 265 nm’de
5.19 pg/ml, 270 nm’de 5.22 pg/ml, 275 nm’de 4.92 pg/ml ve 280 nm’de 5.27 pg/ml

olarak elde edildi.

173



. y =0,0787x + 0,3256
r=0,9984
1,5 -
2]
S~ -
©
e
<< 1,0 -
0,5
1 PAR (245 nm)
I i) 0'0 T T T T T T T T T T 1
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24
-0,5 -
Concentration (ug/mL)
Sekil 4.36 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda PAR/IS kars1 konsantrasyon grafigi
(7\,245 4 CPAR: 413 ;,Lg/ml)
2,0 -
y =0,0769x + 0,3215
i r=0,9977
1,5 -
2]
= |
©
e
< 1,0 -
0,5
/ PAR (250 nm)
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24
-0,5 -

Concentration (ug/mL)

Sekil 4.37 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda PAR/IS karst konsantrasyon grafigi
( 7»250 —> CPAR: 4.17 ug/ml)
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. y = 0,0754x + 0,2924
r=0,9958

Alan/IS

PAR (255 nm)

-4 0 4 8 12 16 20 24

0,5 - Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.38 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda PAR/IS karst konsantrasyon grafigi
( 7\.255 —> CPAR: 3.88 pg/ml)

2,0 -

y =0,0691x + 0,2742
r=0,9983

1,5 -

Area/IS

PAR (260 nm)

-4 0 4 8 12 16 20 24

05 - Concentration (pug/mL)

Sekil 4.39 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda PAR/IS karst konsantrasyon grafigi
( 7¥260 —> CPAR: 3.97 ug/ml)
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2,0 -

y =0,0601x + 0,2491
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-8 -4 0 4 8 12 16 20 24
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Sekil 4.40 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda PAR/IS karst konsantrasyon grafigi
(7\.255 —> CPAR: 4.14 pg/ml)
2,0 -
y = 0.0552x + 0.2245
L5 1 r =0.9984
Q |
S~
5 1,0 -
<
0,5
_ PAR (270 nm)
) % T T T T T T 1
-8 -4 0 4 8 12 16 20 24 28
Konsantrasyon (ug/mL)

0,5 -

Sekil 4.41 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda PAR/IS kars1 konsantrasyon grafigi
(n270 = Cpar= 4.06 pg/ml)
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2,0 ~

1 y =0,0574x + 0,2325
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-8 -4 0 4 8 12 16 20 24
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Sekil 4.42 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda PAR/IS karst konsantrasyon grafigi
(K275 —> CpAR: 4.05 ug/ml)
2,0
T y =0,0722x + 0,2904
2 _
15 - R*=0,9986
! _
S~
o
= 1,0 -
0,5 -
/ PAR (280 nm)
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Sekil 4.43 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda PAR/IS kars1 konsantrasyon grafigi
( 7\,230 —> CPAR: 4.02 j.Lg/l’Ill)
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Area/IS
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y =0.0157x + 0.0156
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Sekil 4.44 Klasik UPLC yoOnteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda KAF/IS kars1 konsantrasyon grafigi
(7\,245 —> CKAF: 1.0 ;,Lg/ml)

0,5 1 y =0,0202x + 0,019

R2=0,9991
03 -
01 - KAF (250 nm)
I Wr)/ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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0,1 -

Concentration (ug/mL)

Sekil 4.45 Klasik UPLC yoOnteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda KAF/IS kars1t konsantrasyon grafigi
( 7»250 —> CKAF: 0.96 ug/ml)

178



Area/IS

Alan/IS

1,0 -

y =0.0339x + 0.0351
07 - r=0.9997
0,4 -
01 - KAF (255 nm)
I \.‘!r}/ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
0,2 -

Concentration (ug/mL)

Sekil 4.46 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda KAF/IS kars1t konsantrasyon grafigi
( 7\,255 4 CKAF: 1.05 ;,Lg/ml)

1,3 ~

y =0.0579x + 0.0584
0,9 - r=0.9995
0,5 -

KAF (260 nm)

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.47 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda KAF/IS kars1 konsantrasyon grafigi
( 7¥260 —> CKAF: 0.95 ug/ml)
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Sekil 4.48 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

1.0 -

uygulanmasinda KAF/IS karsi
( 7\4265 —> CKAF: 0.99 ug/ml)

konsantrasyon grafigi

vy =0.1425x + 0.1354
R?=0.9988

CAF (270 nm)

-0.6 -

& 10 12 14 16 18 20

Concentration (pg/mL)

Sekil 4.49 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda KAF/IS karst
( 7\,270 —> CKAF: 0.96 ug/ml)

konsantrasyon grafigi
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Concentration (ug/mL)
Sekil 4.50 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda KAF/IS kars1t konsantrasyon grafigi

( 7\,275 4 CKAF: 0.97 ;,Lg/ml)

7,0 -
y = 0,2502x + 0,2494
50 - RZ=1
3,0
1,0 - CAF (280 nm)
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

-1,0 -
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.51 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda KAF/IS karsi konsantrasyon grafigi
( 7\,230 e d CKAF: 0.99 ;.Lg/ml)
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Sekil 4.52 Klasik UPLC yoOnteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi
( K245 4 CAsp: 5.25 ;,Lg/ml)
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y = 0.0063x + 0.0328
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~
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Y
<<
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Sekil 4.53 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile
uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi
( 7\,250 - CAsp: 5.22 ;,Lg/ml)
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Sekil 4.54 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi

( K255 4 CAsp: 2.24 ;,Lg/ml)
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Sekil 4.55 Klasik UPLC yoOnteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi

(7»260 —> CAsp: 491 ug/ml)
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Sekil 4.56 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi

0,50 +

( 7&2(55 —> CAsp: 5.19 ;,Lg/ml)

y =0.0122x + 0.064
r=0.9999

4]
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o
<
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30

Sekil 4.57 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi

(7»270 —> CAsp: 5.22 ug/ml)
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Sekil 4.58 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi

( K275 4 CAsp: 4.92 ug/ml)

30
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Sekil 4.59 Klasik UPLC yonteminin standart ilavesi teknigi ile

uygulanmasinda ASP/IS kars1 konsantrasyon grafigi

(7»280 —> CAsp: 5.27 ug/ml)
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4.2.1.3 Klasik UPLC Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

Calismada klasik UPLC yonteminin farmasétik preparatlara uygulanmasinda, 20
adet THOMAPYRIN ® tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda iyice toz edildikten
sonra bir tablete karsilik gelen tablet miktar1 100 mL’lik balonjojede metanol igerisinde
¢oOziildii. Balonjoje icerigi mekanik karistirict ile 35 dakika karistirildi ve membran filtre
(Sartorius Minisart ¢= 0,45 um) yardim ile siiziildii. Hazirlanan tablet ¢ozeltileri 2
mL’lik “vial” lere konularak kalibrasyon basamagindaki kromatografik UPLC sartlarda
Sekil 4.60°daki kromatogramlari ¢izdirildi.

Kromatogramlardan PAR/IS, KAF/IS, ve ASP/IS oranlar1 hesaplanarak Cizelge
4.36-59°de numaralar1 ile elde edilen kalibrasyon grafiklerinde yerine konarak

tabletlerin igerisindeki PAR, KAF ve ASP miktarlar1 hesaplandi Tablo 4.29

186



Au

2.00
180
180

1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.0:0
-0.20

180
160
1.40
120
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

180
160
140
120
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

180
160
140
120
1.00
0.0
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

—245 nm

Jl_,.'x_,ll. —r

0.0 05 10 15 20 25

Time {min)

4 — 255 nm

1

0.0 05 10 15 20 25

Time {min)
. ——265 nm
-
1 || ||
: Il .II'\. .I'— _J

0.0 05 10 15 20 25

Time {min)

—275 nm

0.0 05 10 15 20 25

Time {min)

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
-0.20

4 —— 250 nm

. | [

i o N

0.0 05 1.0 15 20 25
Time {min)

4 — 260 nm

1 |I |

.l. .|Il. | I\. _-I."\-_‘-

0.0 05 1.0 15 20 25
Time {min)

4 — 270 nm

4 III I

I

i Jui Jdwvw N

0.0 05 1.0 15 20 25
Time {min)

4 ‘ —— 280 nm

- |H |

- .lr' .II'_ || | N _.n"'l'«.

0.0 05 1.0 15 20 25

Time {min)

Sekil 4.60 Klasik UPLC yonteminin farmasétik preparatlara uygulanmasinda,
bir tablete karsilik gelen kalibrasyon basamagindaki kromatografik
UPLC sartlarina ait kromatogram dizisi.
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Tablo 4.29 Tabletlerin icerisinde hesaplanan PAR, KAF ve ASP miktarlari

PAR, t (sn)= 0.552 CAF, t (sn) =0.892 ASP, t (sn)= 1.802
mg/tablet mg/tablet mg/tablet
No. 245 250 255 260 265 270 275 280 245 250 255 260 265 270 275 280 245 250 255 260 265 270 275 280
1 201.05 201.60 202.22 203.21 204.93 198.76 199.76 204.01 | 50.28 50.63 49.95 5043 50.43 50.29 50.35 53.36 | 250.3 250.8 2519 250.8 256.7 253.8 2504 2482
2 199.99 200.83 201.90 204.26 198.00 199.92 200.18 200.62 | 50.15 50.59 49.72 4996 50.57 49.97 50.30 49.99 | 258.3 259.3 250.8 2495 2665 253.0 250.1 2493
3 201.93 20281 203.29 204.17 205.73 207.67 20851 199.87 | 49.43 47.77 49.05 48.64 49.15 4952 50.11 50.16 | 2457 2444 246.7 2444 2527 2511 2485 255.6
4 200.24 200.80 201.21 201.69 202.60 204.46 204.99 204.84 | 49.69 49.76 50.35 5059 51.00 50.03 50.22 51.92 | 247.7 248.0 2465 2483 2563 2551 254.6 2474
5 19406 194.88 19525 201.58 200.32 201.74 202.37 202.99 | 48.89 49.94 4981 4924 49.69 4738 4788 4811 | 2516 2514 251.1 2538 256.8 2543 2515 2515
6 19522 196.15 196.70 203.54 20532 199.09 207.66 208.20 | 46.84 49.93 50.76 50.35 49.84 4856 4899 49.40 | 253.3 250.6 250.3 253.8 261.1 2535 2528 2493
7 202.03 20296 203.60 200.00 201.22 202.95 204.16 199.24 | 46.50 47.02 47.12 4757 4810 4851 49.01 49.19 | 249.3 248.1 2486 2504 258.0 2499 2613 251.1
8 20352 204.17 19526 196.10 197.77 19956 200.57 200.41 | 47.66 50.29 4831 4852 49.06 49.37 49.64 50.35 | 260.7 259.1 256.1 250.1 270.8 252.7 2539 2540
9 198.36  199.58 201.03 195.07 197.39 199.98 20141 202.02 | 49.43 49.69 5041 49.75 50.50 49.88 49.79 51.85 | 248.2 248.7 250.7 2479 2549 2472 2511 250.0
X 199.6 2004 2001 2011 2015 2016 2033 2025 | 488 495 495 494 498 493 496 505 | 251.7 2512 250.3 2499 25903 2523 2527 2507
SS 3.18 3.11 3.37 341 3.35 2.98 3.24 2.88 1.41 1.26 1.16 1.03 0.92 0.95 0.82 1.62 4.99 5.00 2.89 2.92 5.84 2.50 3.76 2.68
BSS 1.59 1.55 1.68 1.69 1.66 1.48 1.59 142 | 290 254 234 209 18 193 166 321 | 198 199 116 117 225 099 149 1.07
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4.2.2 UPLC-Kemometrik Yontemlerinin PAR-KAF-ASP Karisiminin
Analizine Uygulanmasi.

Klasik UPLC yonteminin sonuglarini  karsilastirmak amaciyla UPLC-
Kemometrik yontemler olarak UPLC-Temel Bilesen Regresyon (UPLC-Principal
Component Regression, UPLC-PCR) ve UPLC-Kismi En Kiiciik Kareler (UPLC-Partial
Least Squres, UPLC-PLS) yontemleri Tablo 4.18’de PAR, KAF ve ASP bilesikleri igin
hazirlanan konsantrasyon seti C6x3 ve Olgiilen-hesaplanan (Alan/IS)6X8 veri setine
uygulanarak UPLC-PCR ve UPLC-PLS kalibrasyonlari hesaplandi.

Bu UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemleri klasik UPLC ydnteminin
uygulamasindaki kromatografik ayirma ve tayin sartlarindaki verilerin ¢ok bilesenli
kullanimin dayanmaktadir. Bu ¢alismada parasetamol (PAR), asetilsalisilik asit (ASP)
ve askorbik Asit (AA) igeren farmasotik preparatin kantitatif analizi i¢in UPLC-PCR ve
UPLC-PLS yontemleri gelistrildi.

4.2.2.1 UPLC-PCR ve UPLC-PLS Kalibrasyonlari

UPLC-PCR ve UPLC-PLS Kalibrasyonlart UPLC-PLS ve UPLC-PCR
kalibrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in 5-30 pg/ml konsantrasyon araliginda PAR, KAF ve
ASP ile sabit konsantrasyonda internal standart olarak askorbik asit igeren 5 farkl
¢ozeltiden olusan bir konsantrasyon seti hazirland1 Tablo 4.30

Bu hazirlanann konsantrasyon setinin UPLC cihaz1 ile “photo diode array”
(PDA) kullanilarak 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki
dedeksiyonla kromatogramlari ¢izdirildi Sekil 4.61 Elde edilen bu kromatogramlarda
PAR, KAF ve ASP, ve ile IS i¢in kolonda tutulma siireleri sirasiyla ortalama 0.552

0.892 ve 1.802 dakika olarak gozlendi.
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Sekil 4.61 20 pg/ml a)AA, b) PAR, c)ASP bilesikleri ile d) IS i¢in ¢oklu ii¢
boyutlu kromatogram

Konsantrasyon setinine karsilik gelen 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280
nm dalga boylarindaki dedeksiyon ile elde edilen kromatogramlardan hesaplanan
PAR/IS, KAF/IS ve ASP/IS oranlar i¢in Tablo 4.30’deki sonuglara ulasildi. Bu
islemden sonra PLS ve PCR algoritmalar1 konsantrasyon seti ile AA/IS, PAR/IS ve
ASP/IS oran degerlerine uygulanarak UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyonlar1 elde

edildi.
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Tablo 4.30 Derisim Seti ve Kromatografik Analit/IS Oranlarina Karsilik Gelen Veriler

Derisim
Set No: PAR, Al Konma Zamam t(dakika) 0.552
PAR CAF ASP Alan/1S
(w/mL) 245 250 255 260 265 270 275 280
1 4 4 6 0.3155 0.3063 0.2897 0.2635 0.2317 0.2076 0.2194 0.2729
2 12 12 14 0.9405 0.9115 0.8642 0.7884 0.7686 0.6236 0.6577 0.8218
3 20 20 22 16164 15696 1.4855 13567 0.9249 1.0692 1.1277 1.4078
4 28 28 30 22974 22307 2109 1.9261 1.6865 1.5136 1.5940 2.0001
5 32 32 38 25769 25045 2.3736 2.2156 19109 1.7155 1.8100 2.2660
Derigim
Set No: KAF, Al Konma Zamam t(dakika) =0.892
Alan/IS
245 250 255 260 265 270 275 280
1 FK1 4 4 0.0644 0.0846 0.1388 0.2373 0.3898 0.5986 0.8302 1.0457
2 FK2 12 12 0.1859 0.2424 0.3996 0.6805 1.1229 1.7214 2.3914 3.0039
3 FK3 20 20 0.3186 0.4156 0.6824 1.1651 1.9150 2.9387 4.0700 5.1155
4 FK4 28 28 0.4477 0.5848 0.9575 1.6353 2.6850 4.1153 5.7123 7.1996
5 FK5 32 32 05052 0.6595 1.0838 1.8488 3.0395 4.6531 6.4578 8.1367
Derigim
Set No: ASP, Ah Konma Zamani t(dakika) = 1.802
Alan/IS
245 250 255 260 265 270 275 280
1 4 4 6 0.0680 0.0395 0.0322 0.0348 0.0509 0.0767 0.1085 0.1462
2 12 12 14 0.1468 0.0894 0.0751 0.0844 0.1121 0.1687 0.2361 0.3258
3 20 20 22 0.2355 0.1435 0.1166 0.1305 0.1840 0.2653 0.3915 0.5056
4 28 28 30 0.3224 0.1928 0.1596 0.1803 0.2415 0.3733 0.5381 0.6977
5 32 32 38 0.3969 0.2357 0.1935 0.2212 0.3064 0.4652 0.6728 0.8727

UPLC-PCR kalibrasyonu, Tablo 4.30’da verilen derisim seti i¢in Ol¢iilen ve

hesaplanan PAR/IS, KAF/IS, ve ASP/IS alanlarinin oranlarindan olusan veri setine PCR

algoritmasiin uygulanmasiyla elde edilen UPLC-PCR Kkalibrasyon denklemlerinin

sirastyla PAR, KAF ve ASP i¢in sunuldu.
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4.2.2.2 UPLC-PCR Kalibrasyon Denklemleri :

. Cpar= 0.3398+2.1268A245+2.0673A250+1.9575A055+1.8188 Ango+1.5395A265+1.4112A270+1.4878 Agrs+1.8662 Asgo
. Cear= -0.1256-8.0011A45 -14.9425A750+2.1838 Agss -16.2109A60+16.841 A5 -2.9030A270+22.04673Az75 -13.0955A80
. Casp=-0.1721+8.2546A45 +4.9086A250+4.0309A 55 +4.6402A260+6.3406Az65 +9.7229A270+14.1684A75 +18.0699 A5

4.2.2.3 UPLC-PLS Kalibrasyon Denklemleri :

. Cpar=0.3219+2.2839A45+2.2201 Ags+2.1151 Ags5+2.0011 Aggo+2.2057 Ages+2.1582 Az70+1.6540A275+2.0313 Aggo
. Crar= 0.3219+2.2839 A5 +2.2201Az50+2.1151As5 +2.0011A260+0.2057 Ages +1.5558 Ap70+1.6540,75 +2.0313 Azso
. Casp= -0.4694-10.3541A245 -0.9658 A2s50-0.6645A255 +7.7140A260+28.26 74 Azgs +0.1125A570-14.6825,75 +48.5231 Asgo

UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyonlarinda faktér se¢imide 2 faktor
kullaniminin uygun olacagi bulunmustur. UPLC-PLS kalibrasyonlarinda PAR KAF, ve
ASP i¢in sirastyla SEC = 0.1702, SEP = 0.5009 ve PRESSS = 0.14489; SEC= 0.1100,
SEP = 1.3581 ve PRESS = 0.0606; SEC = 0.0750, SEP = 0.4401, PRESS = 0.0281
olarak bulunmustur (Sekil 4.2.24-29). UPLC-PCR kalibrasyonlarinda PAR, KAF ve
ASP i¢in sirasiyla SEC = 0.2302, SEP = 0.512 Ve PRESSS = 0.2650; SEC= 0.1524,
SEP = 0.4442, PRESS = 0.1162; SEC = 0.1983, SEP = 0.4451, PRESS = 0.1976 olarak

elde edilmistir (Sekil 4.62-67).
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Selection of Principal Components for PAR
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Sekil 4.62 PAR i¢in UPLC-PLS Kalibrasyonu i¢in Faktér Se¢im Egrisi

UPLC-PLS PAR: Factor = 2.0, SEC =0.2302, SEP = 0.512,PRESS = 0.2650,
Cpar=0.3398+2.1268A45+2.0673A250+1.9575A255+1.8188Az60+1.5395A065+1.4112 Ag70+1.4878 Ag75+1.8662 Asgo

Selection of PLS components for ASP
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Sekil 4.63 ASP icin UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktor Secim Egrisi

UPLC-PLS PAR: Factor = 2.0, SEC= 0.1702, SEP = 0.5009,PRESS= 0.14489,
Cpar=0.3219+2.2839A45+2.2201 A050+2.1151 Agss+2.0011Az60+0.2057 Aggst+1.5582 Az70+1.6540A275+2.0313 Aogo
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Selection of PLS components for CAF
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Sekil 4.64 CAF i¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu i¢in Faktor Secim Egrisi

UPLC-PCR CAF: Factor = 1.0 SEC = 0.1524, SEP = 0.4442, PRESS = 0.1162
Ccar= -0.1256-8.0011 A5 -14.9425A250+2.1838 Agss -16.2109A260+16.841Ages -2.9030A70+22.04673Ag75 -13.0955 A2
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Sekil 4.65 CAF i¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktor Segim Egrisi

UPLC-PLS CAF: Factor = 2.0 SEC = 0.1100, SEP = 1.3581, PRESS = 0.0606
Ccar=0.3219+2.2839A,45+2.2201 Ars0+2.1151 Apss+2.001 1 A260+0.2057 Asgs+1.5582 Ao+ 1.6540A075+2.0313 Asgg
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Selection of Principal Components for ASP
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Sekil 4.66 ASP i¢in UPLC-PCR Kalibrasyonu I¢in Faktdr Segim Egrisi

UPLC-PCR ASP: Factor = 1.0 SEC = 0.1983, SEP = 0.4451, PRESS = 0.1976
Casp=-0.1721+8.2546Az45 +4.9086A250+4.0309A 55 +4.6402A260+6.3406Ages +9.7229A270+14.1684Az75 +18.0699A50

Selection of PLS components for ASP
T T

100.005

T
1

100.000

99.995

99.990

99.985

99.980

99.975

Percent Variance Explained in y

99.970,

99.965 - -
1 2 3 4

Number of PLS components

Sekil 4.67 ASP I¢in UPLC-PLS Kalibrasyonu Igin Faktor Segim Egrisi

UPLC-PLS ASP: Factor = 2.0 SEC = 0.0750, SEP = 0.4401, PRESS = 0.0281
Casp= -0.4694-10.3541 A245-0.9658 Az50-0.6645A255+7. 7140 Az60+28.26 74 Azgs5+0.1125A270-14.6825A275+48.5231 Aggg
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4.2.2.4 UPLC-PCR ve UPLC-PLS Yontemlerinin Validasyonu

Bu doktora tez kapsaminda gelistririlen UPLC yoOnteminin validasyonu igin
0.1M CH3COOH ve metanol (75:25, h/h) igerisinde PAR, KAF ve ASP igin 5.0-30
ng/ml dogrusal caligma araligi i¢inde farkli konsantrasyonlarda 19 adet yapay karigim
¢oOzeltisinden olusan bir validasyon seti hazirlandi.

Bu validasyon setinin hazirlanmasinda herbir karisim ¢ozeltisine 15.0 pg/ml
sabit konsantrasyonda IS “AA” stok ¢ozeltisinden ilave edildi. Bu validasyon seti
kullanilarak UPLC-PLS ve UPLC-PCR yontemlerinin kesinlik ve dogrulugu test
yapildi.

Geri kazanim degerleri UPLC-PLS ile PAR igin % 99.7 KAF igin % 99.4 ve
ASP i¢in % 100.1 ve UPLC-PCR ile PAR igin % 99.3, KAF igin % 99.6 ve ASP i¢in %
100.3 olarak bulundu. Bagil standart sapma degerleri UPLC-PLS ile PAR i¢in % 0.97,
KAF igin % 1.64 ve ASP i¢in % 0.61 ve UPLC-PCR ile PAR i¢in % 1.27, KAF igin %

1.27 ve ASP igin % 0.87 olarak sonuglar edlde edildi Tablo 4.31.
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Tablo 4.31 UPLC-PLS ve UPLC-PCR kalibrasyon yontemlerinin karisim analizine uygulanmasiyla elde edilen geri kazanim sonuglari

Bulunan (ng/ml)

Geri Kazanim (%)

Karisim No Konulan (pg/ml) PAR KAF ASP PAR KAF ASP
UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- | UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC-
PAR KAF ASP PCR PLS PCR PLS PCR PLS | PCR. PLS PCR PLS PCR PLS
1 40 70 350 403 406 707 705 3507 3459 | 1008 1015 101.0 1007 1002  98.8
2 120 70 350 1217 1221 696 699 3504 3512 | 1015 1017  99.4 999 1001  100.3
3 200 70 350 1981 1983 705  7.00 3536 3525 | 99.0  99.2 1007 1000 101.0  100.7
4 280 70 350 2793 2805 701  6.89 3484 3483 | 99.8 1002 1002 984 995 995
5 320 70 350 3242 3200 698 697 3481 3478 | 1013 1000 997 996 995  99.4
6 280 40 350 27.67 2773 406 403 3463 3494 | 988  99.0 1014 1008  99.0  99.8
7 280 120 350 2813 2819 1206 12.04 3522 3527 | 1005 1007 1005 100.4  100.6  100.8
8 280 200 350 2735 2782 1981 19090 3458 3479 | 977 994 991 995 988  99.4
9 280 280 350 2740 2748 27.83 2765 3508 3530 | 978 981 994 988  100.2  100.9
10 280 320 350 2751 2755 3143 3166 3501 3519 | 983 984 982 989  100.0 1005
11 280 70 60 2775 2782 689 699 597 598 | 991 993 984 998  99.4  99.7
12 280 7.0 140 2727 2798 6589 667 1410 1395 | 974 999 985 953  100.7  99.6
13 280 7.0 220 27.94 2784 705  7.03 2232 2215 | 99.8 994 1007 1004 1015  100.7
14 280 70 300 2798 2792 705 711 3050 3003 | 99.9  99.7 1007 1015 1017 100.1
15 280 7.0 380 2756 2779 698 699 3851 3815 | 984 993 997  99.8 1013  100.4
16 280 70 350 2772 2788 676 673 3523 3515 | 990 996 966 962  100.7 100.4
X 993 997 996 994 1003  100.1
Ss 126 097 127 163 088 061
BSS 127 097 127 164 087 0.1
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Tablo 4.32 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yéntemiyle Giin I¢i Kesinlik ve Dogruluk I¢in Analiz Sonuglar
Bulunan (png/ml)

Konulan (ug/ml) PAR KAF ASP
PAR KAF ASP PCR PLS PCR PLS PCR PLS
8 8 10 7.94 7.98 7.88 7.89 10.10 9.97
20 20 20 20.22 20.25 19.86 19.89 20.40 20.35
30 30 30 30.35 30.35 29.78 29.70 30.27 30.36

Geri kazanim (%)

PAR KAF ASP
PCR PLS PCR PLS PCR PLS
99.2 99.8 98.5 98.6 101.0 99.7
101.1 101.2 99.3 99.4 85.0 84.8
101.2 101.2 99.3 99.0 100.9 101.2

SS

PAR KAF ASP
PCR PLS PCR PLS PCR PLS
0.013 0.015 0.010 0.033 0.032 0.029
0.062 0.103 0.022 0.029 0.450 0.368
0.300 0.191 0.179 0.480 0.192 0.315

BSS (%)

PAR KAF ASP
PCR PLS PCR PLS PCR PLS
0.17 0.18 0.13 0.41 0.32 0.29
0.31 0.51 0.11 0.14 2.21 1.81
0.99 0.63 0.60 1.61 0.63 1.04

BH (%)

PAR KAF ASP
-0.790 -0.233 -1.461 -1.431 0.951 -0.265
1.105 1.231 -0.722 -0.567 1.975 1.771
1.155 1.163 -0.719 -0.998 0.910 1.195
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Tablo 4.33 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yontemiyle Giinler Arasi Kesinlik ve Dogruluk I¢in
Analiz Sonuglari

Bulunan (ug/ml)

Konulan (ug/ml) PAR KAF ASP
PAR KAF ASP PCR PLS PCR PLS PCR PLS
8 8 10 8.01 8.03 7.89 7.94 10.17 10.19
20 20 24 19.78 19.87 19.86 19.90 24.12 24.05
30 30 30 30.30 30.27 29.84 29.69 30.27 30.46

Geri Kazanim (%)

PAR KAF ASP
PCR PLS PCR PLS PCR PLS
100.1 100.4 98.7 99.3 101.7 101.9
98.9 99.4 99.3 99.5 100.5 100.2
101.0 100.9 99.5 99.0 100.9 101.5

SS

PAR KAF ASP
PCR PLS PCR PLS PCR PLS
0.019 0.018 0.006 0.044 0.100 0.202
0.105 0.090 0.022 0.049 0.038 0.066
0.245 0.217 0.063 0.478 0.332 0.454

BSS (%0)

PAR KAF ASP
PCR PLS PCR PLS PCR PLS
0.232 0.220 0.079 0.553 0.988 1.980
0.529 0.452 0.108 0.244 0.156 0.276
0.809 0.717 0.210 1.608 1.097 1.490

BH (%0)

PAR KAF ASP
0.085 0.406 -1.347 -0.703 1.723 1.866
-1.113 -0.648 -0.722 -0.487 0.488 0.189
1.006 0.916 -0.545 -1.018 0.898 1.524
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4.2.2.5 UPLC-PLS ve UPLC-PCR Yontemlerinin Farmasotik Preparatlara
Uygulanmasi

Calismada UPLC-PLS ve UPLC-PCR yontemlerinin farmasotik preparatlara
uygulanmasinda, 20 adet THOMAPYRIN, tablet dogru bir sekilde tartildi ve havanda
lyice toz edildikten sonra bir tablete karsilik gelen tablet miktar1 100 mL’lik balonjojede
metanol igerisinde ¢6ziildii. Balonjoje igerigi mekanik karistirict ile 35 dakika karistirildi
ve membran filtre (Sartorius Minisart ¢= 0,45 um) yardimu ile siiziildii. Hazirlanan tablet
cozeltileri 2 mL’lik “vial” lere konularak kalibrasyon basamagindaki kromatografik
UPLC sartlarda 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki

dedeksiyon ile kromatogramlar1 alindi.

Tahblet numunesi

1

e - .._28[]
T T e - -
260
255

Ti A
e (i wavelength(nm)

Sekil 4.68 Kalibrasyon basamagindaki tablet ¢ozeltilerinin kromatografik UPLC
sartlarda 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarindaki
kromatogram serileri.
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Elde edilen kromatogramlardan hesaplanan PAR/IS, KAF/IS ve ASP/IS oranlari
hesaplanarak UPLC-PLS ve UPLC PCR Kkalibrasyon denklemlerinde yerine konarak
tabletlerin igerisindeki PAR, KAF ve ASP miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen sonuglar

Tablo 4.34’da sunulmaktadir.

Tablo 4.34 UPLC-PLS ve UPCR Yontemlerinin Ticari Farmasotik
Preparatlara Uygulanmasiyla Elde Edilen Miktar Tayini

Sonuglart
mg/tablet
PAR KAF ASP

UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC- UPLC-

No. PCR PLS PCR PLS PCR PLS

1 201.6 202.3 50.2 49.4 250.2 2494

2 200.9 201.1 50.1 50.0 251.9 251.9

3 203.3 203.9 50.0 49.3 251.4 257.5

4 202.0 202.5 50.3 49.6 250.6 2475

5 198.0 198.7 48.1 49.8 252.1 252.8

6 200.0 201.0 49.2 49.8 251.8 250.8

7 201.8 202.2 48.9 49.3 253.5 250.2

8 200.0 200.3 49.9 49.7 255.3 256.8

9 199.3 199.6 50.3 49.9 249.9 250.9

X 200.8 201.3 49.7 49.6 2519 252.0
SS 1.60 1.63 0.76 0.25 1.69 3.30
BSS 0.80 0.81 1.52 0.50 0.67 1.31

201



5. TARTISMA

Bu doktora tezinin konusu “Parasetamol Iceren Kombine Farmasétik Preparatlarin
UPLC Yontemi ile Kantitatif Analizi” olarak secilmistir. Bu doktora tez ¢aligmasinin
temel amaci, parasetamol igeren kombine farmasotik preparatlardaki aktif bilesiklerin
miktar tainleri ic¢in yeni, hizli, kolay ve giivenilir kromatografik ydntemlerin
gelistirilmesidir.  Ayrica tez ¢alismast kapsaminda, yeni gelistirilecek klasik
kromatografik yontemlerin kemometrik kalibrasyon yontemleriyle kombine kullanimina
dayal1 olarak, parasetamol igceren kombine ticari farmasdtik dozaj formlarinin kantitatif
analizlerinin gergeklestirilmesi hedeflenmistir.

Bu kapsamda, yeni gelistirilen klasik UPLC ve UPLC-Kemometrik kalibrasyon
tekniklerinin analitik validasyonlar1 gerceklestirilerek parasetamol igeren karigimlarin
analizine basariyla uygulamalart yapilmistir. Karigim analizlerinde klasik HPLC yontemi
analiz edilecek maddelerin fiziksel ve kimyasal yapilarinin yakin olmasi dolayisiyla
aymrima kapasitesi her zaman beklenildigi gibi iyi sonuglar vermedigi gibi, analiz
siiresinin uzun olmast asirt miktarda reaktif harcanmasina neden oldugu i¢in analiz
maliyetinide arttirmaktadir.

Son zamanlarda klasik HPLC yonteminin dezavantajlarini elimine etmek i¢in asiri
yiiksek basinca dayanabilen yeni, daha kisa, daha kii¢iik capli ve daha kiiciik tanecik
boyutlu kolon teknolojisi gelistirilerek, ayirma kapasitesi yiiksek olan Asirt Yiiksek
Basingli S1vi Kromatografisi (UPLC) yontemi gelistirilmistir.

Dolayisiyla doktora tezi ¢aligmasi kapsaminda yeni kolon teknolojisine dayanan
UPLC yontemiyle parasetamol iceren farmasotik karisimlarin analizleri optimal bir
kromatografik ayirma kapasitesi ile 2.5 dakika gibi kisa bir analiz siiresinde

gergeklestirildi.
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Buna ilaveten gelistirilen klasik UPLC yOnteminin analiz islemlerinde
kullanilmastyla birlikte bu yontemin kesinlik ve dogrulugunu arttirmak amaciyla, UPLC-
PCR ve UPLC-PLS kombine yontemleri parasetamol igeren tiglii karisimlarin analizlerine
basariyla uygulandi.

Tez ¢alismas1 kapsaminda, askorbikasit-parasetamol-aspirin (AA-PAR -ASP) ve
parasetamol-kafein-aspirin (PAR-KAF-ASP) karigimlarini igeren iki farkli kombine
farmasdtik ticari preparat olan AFEBRYL® Efervesan Tablet ve  THOMAPRYN®
Tabletin kantitatif analizine, klasik UPLC ve UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemleri
uygulanmistir. PAR-AA-ASP ve PAR-KAF-ASP karisimlardaki bilesiklerin ayirimi ve
tayini icin UPLC yoOntemiyle ayirma ve analizleri igin farkli kolonlarla farkli, kolon
sicakliklarinda, degisik pH’larda optimal kromatografik sartlarin saptanmasi amaciyla
cesitli hareketli faz sistemleri, akis hizi, dalga boyu secimi, enjeksiyon hacmi gibi
parametreler test edildi.

Bu test isleminde hareketli faz olarak 0.1 M asetik asit ve metanol (75:25 h/h)
karisimiyla olusan ¢oziicii sistemi, kolon olarak Acquiting UPLCTM BEH fenil kolonu
(100mm x 1.0 mm, i.d., 1.7 um) kullanild1, kolon sicaklhigi: 35 °C’ sicaklik, akis hiz1 0,35
ml/dak, enjeksiyon hacmi 3,5 ul, ¢alisma dalga boylar1 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275
ve 280 nm olarak bulundu. Yukarida agiklanan optimal kromatografik sartlar altinda
klasik UPLC yontemiyle Afebryl® Efervesan Tabletteki AA, PAR ve ASP bilesiklerinin
analizi i¢in internal standart (KAF) varliginda bilesiklerin standart ¢ozeltilerinin sekiz
farkli dalga boyunda 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm’deki DAT “PDA”
dedeksiyonu ile kromatogramlar elde edildi (Sekil 4.1).

Karigimdaki AA, PAR ve ASP i¢in ayr ayri her bir dalga boyunda elde edilen
kromatogramlar konsantrasyona kars1 grafige gegirildi, lineer regresyon analizi ile dogru

denklemleri ve karsilik gelen istatistiksel veriler hesaplandi (Tablo 4.2).
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Klasik UPLC uygulamasinda (Tablo 4.2)’den de goriildiigii gibi lineer regeresyon
analizi hesaplamalarindan elde edilen korelasyon katsayilari yontemin 245, 250, 255,
260, 265, 270, 275 ve 280 nm ¢alisma dalga boylar1 i¢in 5-30 pg/ml derisim araliginda
dogrusal oldugunu gostermistir. Ayni ¢izelge lizerinde klasik UPLC ydnteminin sekiz
farkli dalga boyunda AA, PAR, ASP, i¢in sirasiyla LOD ve LOQ degerleri hesaplanarak
sunulmustur. Bu sonuglar karisimdaki AA, PAR ve ASP’nin kromatografik ayirimi ve
tainleri i¢in uygun oldugu goriilmektedir. Klasik UPLC yonteminin analitik validasyonu
icin geri kazanim caligmalari, giin i¢i ve gilinler arasit ¢alismalar ile standart ekleme
yontemleri uygulandi.

Geri kazanim calismalarinda AA, PAR, ASP iceren 19 farkli konsantrasyonda
yapay karisimlar hazirlandi, bu karisimlarin yukarida belirlenen kromatografik kosullarda
UPLC kromatogramlar1 alinarak kalibrasyon grafiklerinde yerine konarak miktarlar
hesaplandi. Konulan-bulunan tizerinden % geri kazanim degerleri, standart sapmalar1 ve
bagil standart sapmalar1 hesaplandi. Sirasiyla AA, PAR ve ASP i¢in sonuglar Tablo 4.3,
Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 de sunuldu. Sonuglar gosterdiki klasik UPLC yonteminin yapay
Karigimlarin analizine uygulanmasinda son derece basarili sonuglar elde edildi.
Gelistirilen klasik UPLC yOnteminin giin i¢i ve giinler arasi analiz ¢aligmalarindaki
uygulamalarinda 20.0 pg/ml IS varliginda , AA, PAR ve ASP i¢in 10 pg/ml, 20 ng/ml ve
30 pg/ml olmak fiizere ii¢ farkli derisimde her bir konsantrasyon icin n=6 tekrarl
denemeler yapildi. Giin i¢i ve giinler aras1 ¢aligsmalarda % geri kazanim, standart sapma,
bagil standart sapma ve bagil hatalar hesaplandi.

Bu giin i¢i ve glinler arasi deneysel ¢aligsmalar i¢in klasik UPLC yontemi sonuglari
AA, PAR ve ASP igin sirasiyla giin i¢i Tablo 4.6, Tablo 4.7, Tablo 4.8, giinler aras1 Tablo

4.9, Tablo 4.10, Tablo 4.11 sunuldu.
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Bu sonuglar yontemlerin kesinligi ve dogrulugu hakkinda basarili sonuglar
verdigini ve yoOntemlerin ticari preparatlara basariyla uygulanabilecegini gostermisir.
Ayrica klasik UPLC yéntemi ile Afebryl® Efervesan Tabletlerdeki AA, PAR ve ASP’nin
analizi lizerine farmasotik tablet yardimci maddelerinin etkilerinin olup olmadigini
degerlendirmek icin standart ekeleme teknigi uygulandi bu uygulamada Afebryl®
Efervesan Tabletin etiketinde 300 mg ASP, 200 mg PAR ve 300 mg AA/tablet oldugu
belirtilen ticari numunelerde gerekli seyretlmeler yapildiginda yaklasik 6.0 pg/ml AA,
4.0 ng/ml PAR ve 6.0 pg/ml ASP olacak sekilde oldugu durumlarda iizerine 20.0 pg/ml
IS varliginda AA, PAR ve ASP i¢in {i¢ farkl1 derisimde sirasiyla 5 pg/ml, 15 pg/ml ve 25
png/ml eklemeler yapildi.

Her bir konsantrasyon i¢in n=3 denesel tekrarlar yapildi. Eklenen
konsantrasyonlar, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm’de AA/IS, PAR/IS ve
ASP/IS kromatogram oranlara kars1 grafige gegcirildiginde AA, PAR ve ASP i¢in
sirastyla sekiz farkli dalga boyunda elde edilen dogru denklemlerinin veya ¢izilen
grafiklerin kesim noktalarindan tablet numuneleri igerisindeki miktarlarlar hesaplandi.
Klasik UPLC yonteminin uygulamasinda standart ekleme teknigi ile elde edilen grafikler
AA igin Sekil 4.2-9, PAR 4.10-17, ve ASP i¢in 4.18-25 de sunuldu.

AA i¢in 245 nm’de 5,75 pg/ml, 250 nm’de 6,29 pug/ml, 255 nm’de 6,25 pg/ml,
260 nme’de 5,72 pg/ml, 265 nm’de 5,75 Mg/ml, 270 nm’de 6,00 mg/ml, 275 nm’de 5,72
pg/ml, PAR i¢in 245 nm’de 4,03 pg/ml, 250 ml’de 4,15 pg/ml, 255 nm’de 4,20 pg/ml,
260 nm’de 4,23 pg/ml, 265 nm’de 4,18 pg/ml 270 nm’de 4,04 ug/ml, 275 nm’de 3,87
w/ml ve 280 nm’de 4,10 pg/ml ve ASP i¢in 245 nm’de 6,28 pg/ml, 250nm’de 6,27 pg/ml,
255 nm’de 6,27 pg/ml, 260 nm’de 6,23 pg/ml, 265 nm’de 6,26 ug/ml, 270 nm’de 6,27

ug/ml, 275 nm’de 6,22 ug/ml ve 280 nm’de 5,85 pg/ml olarak elde edildi.

205



Standart ekleme teknigindeki AA, PAR ve ASP i¢in sirastyla 245, 250, 255, 260,
265, 270, 275 ve 280 nm’de ki kalibrasyon grafikleri, ayn1 dalga boylarinda elde edilen
klasik UPLS kalibrasyon grafiklerinin egimleri ile karsilastirildiginda egimlerin birbirine

son derece yakin oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.1 AA i¢in kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin
egimlerine karsilagtirmali tablo

A Kalibrasyon Denklemi m Standart Ekleme Grafigi m
245 0.1969 0.1968
250 0.1474 0.1517
255 0.0931 0.0946
260 0.0551 0.0544
265 0.0344 0.0335
270 0.0210 0.0196
275 0.0166 0.0162
280 0.0132 0.0127

Tablo 5.2 PAR igin kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin
egimlerine kargilagtirmali tablo

Am Kalibrasyon Denklemi m Standart Ekleme Grafigi m
245 0.3616 0.3622
250 0.2826 0.2856
255 0.1560 0.1598
260 0.0826 0.0857
265 0.0457 0.0459
270 0.0259 0.0252
275 0.0210 0.0210
280 0.0202 0.0205

Tablo 5.3 ASP i¢in kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin
egimlerine kargilagtirmali tablo

A Kalibrasyon Denklemi m Standart Ekleme Grafigi m
245 0.0412 0.0418
250 0.0192 0.0194
255 0.0087 0.0088
260 0.0059 0.0060
265 0.0051 0.0054
270 0.0050 0.0055
275 0.0052 0.0054
280 0.0059 0.0059
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Tablo 5.1, Tablo 5.2 ve Tablo 5.3’den de goriildiigii iizere farmasétik tablet
yardimc1 maddelerinin klasik UPLC yontemiyle AA, PAR ve ASP analizi iizerinde her
hangi bir etkisi yoktur.

UPLC-Kemometrik  yontemlerin ~ AA-PAR-ASP  ve  PAR-ASP-KAF
karsilagimlarinin  analizine uygulanmasinda iki farkli PCR ve PLS kalibrasyon
algoritmas1 kullanildi. Bu PCR ve PLS kalibrasyon algoritmalarinin UPLC yontemiyle
kombine kullanilmas1 UPLC-PCR ve UPLC-PLS algoritmalarinin AA-PAR-ASP
karisimlarina uygulanmasinda analiz edilen AA, PAR ve ASP bilesiklerinin kalibrasyon
konsantrasyonlarina kars1 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarinda
elde edilen AA/IS, PAR/IS ve ASP/IS degerleri kullanilarak PCR ve PLS kalibrasyonlari
hesaplandi. Hesaplanan PCR ve PLS kalibrasyon denklemleri AA-PAR-ASP icin
strastyla boliim 4.1.3.2°de UPLC-PCR, 4.1.3.3’de UPLC-PCL, denklemleri sunulmustur.
PCR ve PLS kalibrasyonlarinda optimal faktor sayisini belirlemek i¢in c¢apraz
validasyonu islemi uygulandi. PCR ve PLS kalibrasyonlarmi elde edilmesinde ilk iki
faktoriin uygun oldugu saptandi.

UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemlerinin analitik validasyonununda giin i¢i ve
glinler arasi ¢aligmalarinda AA, PAR ve ASP i¢in 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml olmak
tizere ii¢ farkli konsantrasyonlarda deneyler gergeklestirildi. Giin i¢i ve giinler arasi
denemelerden 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen
AAJ/IS, PAR/IS ve ASP/IS kromatografi UPLC alanlari, UPLC-PCR ve UPLC-PLS
kalibrasyon denklemlerinde yerine konarak, UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemlerinin
validasyonu isleminde geri kazanim ¢aligmalar1 yapilarak AA-PAR-ASP karisimlarindaki
bilesiklerin miktarlarinin kantitatif tahminleri yapildi. Sonuclar % geri kazanim, standart
sapma (SS) ve % bagil standart sapma (BSS) olarak sirasiyla AA, PAR ve ASP i¢in

hesaplanda.
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Hesaplanan sonuglar Tablo 4.14’de verildi. % geri kazanim ¢alismalarindaki SS
ve BSS degerleri klasik UPLC yontemlerinden elde edilen sapmalardan daha kiigiik
oldugu gozlemlendi. AA, PAR ve ASP icin sirasiyla 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 ug/ml
konsantrasyon degerlerine karsilik hesaplanan sonuclardan % geri kazanim, SS ve BSS
degerleri hesaplandi ve sonuglar Tablo 4.15 ve Tablo 4.16’de verildi. Giin i¢i ve
giinlerarasi ¢aligmalarda denemeler n=6 tekrarli olarak gergeklestirildi. UPLC-PCR ve
UPLC-PLS yontemiyle bulunan sonuglar kesinlik ve dogruluk agisindan klasik UPLC
yontemine gore daha basarili oldugu gozlemlendi.

Bu doktora tez ¢calismasi kapsaminda, AA-PAR-ASP karisimini igeren farmasotik
preparatlarin analizi i¢in gelistirilen klasik UPLC, UPLC-PCR ve UPLC-PLS
yontemlerinin analitik validasyonu isleminden sonra yontemler parasetamol igeren ticari
farmasotik preparatin analizine uygulandi. Sonuglar Tablo 4.2°de sirasiyla AA, PAR ve
ASP i¢in sunulmustur.

Elde edilen sonuglar ¢izelge Tablo 4.2°’de goriildigi gibi etiket degerleriyle
uyumlu oldugu UPLC-PCR ve UPLC-PLS yo6ntemlerinin sonuglarinin klasik UPLC’ye
gore daha kiiclik ve BSS degerlerinin var oldugu belirlendi. Dolayisiyla tez kapsaminda
gelistirilen klasik UPLC, UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemleri AA-PAR-ASP
karistmin1  igeren kombine preparatlarin  kalite kontrol ve rutin analizlerinde
uygulanabilecegi bu tez kapsaminda ortaya konulmustur.

Yukarida agiklanan optimal kromatografik sartlar altinda klasik UPLC yontemiyle
THOMAPYRIN® tabletteki PAR-KAF-ASP bilesiklerinin analizi i¢in internal standart
(AA) varliginda bilesiklerin standart ¢ozeltilerinin sekiz farkli dalga boyunda 245, 250,
255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm’deki DAT “PDA” dedeksiyonu ile kromatogramlar

elde edildi (Sekil 4.35).
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Karisimdaki PAR-KAF-ASP i¢in ayr1 ayri her bir dalga boyunda elde edilen
kromatogramlar konsantrasyona kars1 grafige gegirildi, lineer regresyon analizi ile dogru
denklemleri ve karsilik gelen istatistiksel veriler hesaplandi (Tablo 4.19).Klasik UPLC
uygulamasinda (Tablo 4.19)’den de goriildiigii gibi lineer regeresyon analizi
hesaplamalarindan elde edilen korelasyon katsayilari yontemin 245, 250, 255, 260, 265,
270, 275 ve 280 nm ¢alisma dalga boylari i¢in 4.0-38 pg/ml derisim araliginda dogrusal
oldugunu gostermistir. Ayni ¢izelge lizerinde klasik UPLC yonteminin sekiz farkli dalga
boyunda PAR-KAF-ASP i¢in sirastyla LOD ve LOQ degerleri hesaplanarak sunulmustur.
Bu sonugclar karisimdaki PAR-KAF-ASP’nin kromatografik ayirimi ve tainleri i¢in uygun
oldugu goriilmektedir.

Klasik UPLC yonteminin analitik validasyonu i¢in geri kazanim ¢aligmalari, giin
ici ve glinler arasi ¢aligmalar ile standart ekleme yontemleri uygulandi. Geri kazanim
calismalarinda PAR-KAF-ASP igeren 19 farkli konsantrasyonda yapay karigimlar
hazirlandi, bu karisimlarin  yukarida belirlenen kromatografik kosullarda UPLC
kromatogramlar1 alinarak kalibrasyon grafiklerinde yerine konarak miktarlar1 hesaplandi.
Konulan-bulunan iizerinden % geri kazamim degerleri, standart sapmalari ve bagil
standart sapmalar1 hesaplandi. Sirasiyla PAR-KAF-ASP i¢in sonuglar Tablo 4.20, Tablo
4.21 ve Tablo 4.22 de sunuldu.

Sonuglar gosterdi ki klasik UPLC yonteminin yapay karigimlarin analizine
uygulanmasinda son derece basarili sonuglar elde edildi. Gelistirilen klasik UPLC
yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 analiz ¢aligmalarindaki uygulamalarinda 15.0 pg/ml IS
varliginda, PAR-KAF-ASP i¢in PAR, ve KAF i¢in 8.0, 20.0 ve 30.0 ug/ml ASP 10.0, 20
ve 30 pg/ml olmak ftizere ii¢ farkli derisimde her bir konsantrasyon i¢in n=6 tekrarl
denemeler yapildi. Giin i¢i ve giinler arasi ¢alismalarda % geri kazanim, standart sapma,

bagil standart sapma ve bagil hatalar hesaplandi.
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Bu giin i¢i ve giinler aras1 deneysel ¢alismalar i¢in klasik UPLC ydntemi sonuglari
PAR-KAF-ASP i¢in sirasiyla giin i¢i Tablo 4.23, Tablo 4.24, Tablo 4.25, giinler arasi
Tablo 4.26, Tablo 4.27, Tablo 4.28 sunuldu. Bu sonuglar yontemlerin kesinligi ve
dogrulugu hakkinda basarili sonuglar verdigini ve yoOntemlerin ticari preparatlara
basariyla uygulanabilecegini gostermisir.

Ayrica klasik UPLC yo6ntemi ile Thomapyrin® tabletlerdeki PAR-KAF-ASP’nin
analizi lizerine farmasotik tablet yardimci maddelerinin etkilerinin olup olmadigini
degerlendirmek i¢cin standart ekeleme teknigi uygulandi bu uygulamada
Thomapyrin®Tabletin etiketinde 250.0 mg ASP, 200.0 mg PAR ve 50.0 mg KAF/tablet
oldugu belirtilen ticari numunelerde gerekli seyretlmeler yapildiginda yaklasik 1.0 pg/ml
PAR, 4.0 pg/ml KAF ve 5.0 pg/ml ASP olacak sekilde oldugu durumlarda tizerine 15.0
png/ml IS varliginda PAR, KAF ve ASP i¢in ii¢ farkli derisimde sirasiyla 4 pg/ml, 16
png/ml ve 28 pg/ml eklemeler yapildi.

Her bir konsantrasyon i¢in n=3 denesel tekrarlar yapildi. Eklenen
konsantrasyonlar, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm’de PAR/IS, KAF/IS ve
ASP/IS kromatogram oranlarmma kars1 grafige gecirildiginde PAR-KAF-ASP ig¢in
sirasiyla sekiz farkli dalga boyunda elde edilen dogru denklemlerinin veya c¢izilen
grafiklerin kesim noktalarindan tablet numuneleri igerisindeki miktarlarlar hesaplandi.
Klasik UPLC yonteminin uygulamasinda standart ekleme teknigi ile elde edilen grafikler
PAR igin Sekil 4.36 -43, KAF i¢in 4.44 -51, ve ASP i¢in 4.52-58 de sunuldu.

PAR i¢in 245 nm’de 4.13 pg/ml, 250 nm’de 4.17 pg/ml, 255 nm’de 3.88 pg/ml,
260 nme’de 3.97 pg/ml, 265 nm’de 4.14 pg/ml, 270 nm’de 4.06 pg/ml, 275 nm’de 4.05

pug/ml, 280 nm’de 4.02.
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KAF i¢in 245 nm’de 1.0 pg/ml, 250 ml’de 5.22 ug/ml, 255 nm’de 5.24 ug/ml,
260 nm’de 4.91 pg/ml, 265 nm’de 5.19 pg/ml, 270 nm’de 5.22 ug/ml, 275 nm’de 4.92
pg/ml ve 280 nm’de 5.27 pg/ml ve ASP i¢in 245 nm’de 5.25 pg/ml, 250nm’de 5.22
pug/ml, 255 nm’de 5.24 pg/ml, 260 nm’de 4.91 pg/ml, 265 nm’de 5.19 pg/ml, 270 nm’de
5.22 pg/ml, 275 nm’de 4.92 ng/ml ve 280 nm’de 5.27 pug/ml olarak elde edildi.

Standart ekleme teknigindeki PAR, KAF ve ASP igin sirasiyla 245, 250, 255, 260,
265, 270, 275 ve 280 nm’de ki kalibrasyon grafikleri, ayn1 dalga boylarinda elde edilen
klasik UPLS kalibrasyon grafiklerinin egimleri ile karsilastirildiginda egimlerin birbirine
son derece yakin oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.4 PAR i¢in kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin
egimlerine karsilastirmali tablo

A Kalibrasyon Denklemi m Standart Ekleme Grafigi m
245 0.0818 0.0787
250 0.0795 0.0769
255 0.0753 0.0754
260 0.0689 0.0691
265 0.0605 0.0601
270 0.0543 0.0552
275 0.0572 0.0574
280 0.0718 0.0722

Tablo 5.5 KAF i¢in kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin
egimlerine karsilastirmali tablo

A Kalibrasyon Denklemi m Standart Ekleme Grafigi m
245 0.0159 0.0157
250 0.0207 0.0202
255 0.0340 0.0339
260 0.0581 0.0579
265 0.0954 0.0936
270 0.1460 0.1425
275 0.2026 0.2022
280 0.2555 0.2502
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Tablo 5.6 ASP igin kalibrasyon grafikleri ile standart ekleme grafiklerinin
egimlerine karsilastirmali tablo

Am Kalibrasyon Denklemi m Standart Ekleme Grafigi m
245 0.0104 0.0105
250 0.0062 0.0063
255 0.0051 0.0052
260 0.0059 0.0060
265 0.0080 0.0081
270 0.0123 0.0122
275 0.0179 0.0178
280 0.0228 0.0229

Tablo 5.4, Tablo 5.5 ve Tablo 5.6’den de goriildiigii tizere farmasotik tablet
yardimc1 maddelerinin klasik UPLC yontemiyle PAR, KAF ve ASP analizi iizerinde her
hangi bir etkisi yoktur.

UPLC-Kemometrik yontemlerin PAR-KAF-ASP karsilagimlarinin  analizine
uygulanmasinda iki farkli PCR ve PLS kalibrasyon algoritmast kullanildi. Bu PCR ve
PLS kalibrasyon algoritmalariin UPLC yontemiyle kombine kullanilmasi UPLC-PCR
ve UPLC-PLS algoritmalarinin PAR-KAF-ASP karisimlarina uygulanmasinda analiz
edilen PAR, KAF ve ASP bilesiklerinin kalibrasyon konsantrasyonlarina karsi, 245, 250,
255, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen PAR/IS, KAF/IS ve
ASP/IS degerleri kullanilarak PCR ve PLS kalibrasyonlar1 hesaplandi. Hesaplanan PCR
ve PLS kalibrasyon denklemleri PAR-KAF-ASP igin sirastyla boliim 4.2.3.2°de UPLC-
PCR, 4.2.3.3°de UPLC-PCL, denklemleri sunulmustur. PCR ve PLS kalibrasyonlarinda
optimal faktor sayisin1 belirlemek i¢in ¢apraz validasyonu islemi uygulandi. PCR ve PLS
kalibrasyonlarini elde edilmesinde ilk iki faktoriin uygun oldugu saptandi.

UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemlerinin analitik validasyonununda giin ici ve
giinler arasi1 ¢alismalarinda PAR, KAF ve ASP i¢in 8 pug/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml olmak

tizere ii¢ farkli konsantrasyonlarda deneyler gergeklestirildi.
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Giin i¢i ve glinler aras1 denemelerden 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275 ve 280
nm dalga boylarinda elde edilen PAR/IS, KAF/IS ve ASP/IS kromatografi UPLC
alanlari, UPLC-PCR ve UPLC-PLS kalibrasyon denklemlerinde yerine konarak, UPLC-
PCR ve UPLC-PLS yontemlerinin validasyonu isleminde geri kazanim c¢aligmalari
yapilarak AA-PAR-ASP karisimlarindaki bilesiklerin miktarlarinin kantitatif tahminleri
yapildi.

Sonuglar % geri kazanim, standart sapma (SS) ve % bagil standart sapma (BSS)
olarak sirasiyla PAR, KAF ve ASP igin hesaplandi. Hesaplanan sonuglar Tablo 4.19°de
verildi. % geri kazanim ¢alismalarindaki SS ve BSS degerleri klasik UPLC
yontemlerinden elde edilen sapmalardan daha kiigiik oldugu gézlemlendi. PAR, KAF ve
ASP i¢in swrasiyla 12pg/ml, 20 pg/ml, 35 pg/ml konsantrasyon degerlerine karsilik
hesaplanan sonuglardan % geri kazanim, SS ve BSS degerleri hesaplandi ve sonuglar
PAR, KAF ve ASP igin Tablo 4.18, numarali ¢izelgede verildi.

Glin i¢i ve glinlerarasi ¢alismalarda denemeler n=6 tekrarli olarak gergeklestirildi.
UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemiyle bulunan sonuclar kesinlik ve dogruluk ac¢isindan
klasik UPLC yontemine gore daha basarili oldugu gozlemlendi. Bu doktora tez galigmasi
kapsaminda, PAR, KAF ve ASP karisimini igeren farmasotik preparatlarin analizi igin
gelistirilen klasik UPLC, UPLC-PCR ve UPLC-PLS yo6ntemlerinin analitik validasyonu
isleminden sonra yontemler parasetamol igeren ticari farmasotik preparatin analizine
uygulandi. Sonuglar Tablo 4.31’de sirasiyla PAR, KAF ve ASP i¢in sunulmustur. Elde
edilen sonuglar ¢izelge Tablo 4.31°de goriildiigii gibi etiket degerleriyle uyumlu oldugu
UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemlerinin sonuglarinin klasik UPLC’ye gore daha kiigiik

ve BSS degerlerinin var oldugu belirlendi.
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Dolayisiyla tez kapsaminda gelistirilen klasik UPLC, UPLC-PCR ve UPLC-PLS
yontemleri PAR, KAF ve ASP karisimini igeren kombine preparatlarin kalite kontrol ve
rutin analizlerinde uygulanabilecegi bu tez kapsaminda ortaya konulmustur.

Doktora tezi kapsaminda gelistirilen yeni yontemlerin sonuglari literatiir yontemi
ile karsllast1r11d1145. Bu karsilastirma isleminde AA, PAR, ASP karisimi i¢in sonuclar
tablo 5.7 sunuldu. Sonuglar analiz siiresi a¢isindan bakildiginda doktora tezi kapsaminda
gelistirilen yontemlerin daha avantajli oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla tez
kapsaminda gelistirilen yontemler analiz siliresinin daha kisa olmasi nedeniyle
ekonomiktir.

Tablo 5.7 Askorbik asit, parasetamol ve aspirin analizleri i¢in gelistirilen yontemler ile
literatlir yontemlerinin karsilastirilmasina ait sonuglar

Klasik UPLC 245-280 nm UPLC-PLS UPLC-PCR Literatiir Metot (HPLC)
Parametreler
AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR ASP AA PAR | ASP
Analiz
P 0,364 0,552 1,802 0,364 0,552 1,802 | 0,364 | 0,552 1,802 1,9 2,7 6,6
Siiresi/Dak

Tez kapsaminda analiz edilen PAR, KAF, ASP karisimi i¢in diger bir kasilastirma
islemide tablo 5.8 de verildi. Gelistirilen yontemlerin karigim analizlerine uygulanmasiyla
elde edilen sonucglar analiz siiresi ve % geri kazanim agisindan literatiir yontemi ile
karsilastirildiginda daha kisa analiz siiresinde karsilastirilabilir geri kazanim sonuglar

146

verdigi goriilmektedir ™.

Tablo 5.8 Parasetamol, kafein ve aspirin analizleri i¢in gelistirilen yontemler ile literatiir
yontemlerinin karsilastirilmasina ait sonuglar

Klasik UPLC 245-280 nm UPLC-PLS UPLC-PCR Literatiir Metot(HPLC)
Parametreler PAR KAF ASP PAR KAF ASP PAR KAF ASP PAR KAF ASP
Analiz 0552 0.892 1,802 | 0552 | 0.892 | 1,802 | 0.552 | 0.892 | 1,802 | 9.9 | 486 | 7,78
Siiresi/Dk

% G.K 99.5 100 994 | 99,7 | 994 | 1001 | 99,3 | 99,6 | 100,3 | 98,35 | 99,15 | 98,50

214



Tablet analizi bakimindan 200 mg PAR, 50 mg KAF ve 200 mg ASP tiirlerini

igeren (Thomapryn ) tablet ile literatiirde incelemesi yapilmis olan ve 250 mg PAR, 50

mg KAF ve 250 mg ASP tiirlerini iceren Malophenum karisimi igin elde edilen sonuglar

tablo 5.9 de goriilmektedir®®. Bu karsilastirma sonuclart gdstermektedirki, gelistirilen

yontemler analiz siiresi bakimindan literatiir yontemine goére daha avantajlidir.

Tablo 5.9 Tablet i¢esirindeki (Thomapryn) parasetamol, kafein ve aspirin’in analizinden

elde edilen sonuglar ile literatiir sonuglarinin karsilastirilmasina ait sonuglar

Klasik UPLC 245-280 nm UPLC-PLS UPLC-PCR Literatiir Metot (HPLC)
Parametreler

PAR KAF ASP PAR KAF ASP PAR KAF ASP PAR KAF ASP
Analiz 0552 | 0892 | 1,802 | 0552|0892 | 1,802 | 0552 | 0892 | 1802 | 99 | 48 | 7.78
Siiresi/Dak
Tablet 1996 1 5050 | 250,70 | 2013 | 49,6 | 2520 | 2008 | 49,7 | 2519 | 246,83 | 49,59 | 244,93
Miktarlar 0
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6. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez calismasi kapsami igerisinde AA, PAR, ASP ve PAR, KAF, ASP
karisimlarint igeren kombine farmasotik preparatlardaki aktif bilesiklerin miktar tayinleri
icin klasik UPLC ve kemometrik UPLC-PCR ve UPLC-PLC yontemleri gelistirildi.

Bu yontemlerin uygulamasindan elde edilen sonuglar, gelistirilen yontemlerin
kolay, hizli, giivenilir ve ekonomik oldugunu gostermektedir. UPLC yontemi klasik
HPLC yontemi ile karsilagtirildiginda dah hizli analiz siiresi ile ayirma kapasitesinin
yiiksek oldugu gozlemmistir. Dolayisiyla klasik UPLC yonteminin bu 6zelligi doktora tez
calismasindaki AA, PAR, ASP ve PAR, KAF, ASP karisimlarinin analizinde
uygulanmigtir.

Karigimlarda analiz edilen maddelerin farkli dalga boylarinda maksimum
absorbans vermeleri klasik kromatografik analizlerde, dalga boyu secimini
gerektirmesine ragmen UPLC-PCR ve UPLC-PLS kalibrasyon yontemleri belli bir dalga
boyu araliginda uygulandigi icin maddelerin dedeksiyonu i¢in spesifik dalga boyu
secimini  gerektirmemistir. Bu  kemometrik  kalibrasyonlarin  klasik ~ “single”
kalibrasyonlara olan istlinliigiidiir.

Gelistirilen yontemler, geri kazanim giin i¢in ve giinler arasi analiz ile standart
ekleme yontemleri kullanilarak valide edilmistir. Arkasindan gelistirilen ve valide edilen
klasik UPLC ile UPLC-PCR ve UPLC-PLS yontemleri AA, PAR, ASP ve PAR, KAF,
ASP karisimlarimi iceren multi komponentli farmasotik preparatlarin kalite ve rutin
analizlerinde basariyla uygulandi. Doktora tezi kapsaminda gelistirilen ve valide edilen
klasik UPLC ile UPLC-PCR ve UPLC-PLS yo6ntemleri sonraki AR-GE ¢alismalar1 ve

ila¢ endiistrisinde standart yontemler olarak kullanilabileceklerdir.
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