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OZET

Adatas C., Parasetamol Tablet Preparatlarindan Etkin Maddesinin Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi fle Belirlenmesi, Yakin Dogu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Programm Yiiksek Lisans Tezi, K.K.T.C.,
2010.

Parasetamol (asetaminofen), agr1 kesici ve ates disiiriicii etkisi olan nonsteroidal bir ilagtir.
Parasetamoliin tayini i¢in % 40 MeOH + % 60 H,O’ da hareketli faz kullanilarak Kuzey
Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde satilan sadece parasetamol iceren farmasotik preparatlardaki
parasetamol miktar tayini i¢in yiliksek basin¢li sivi kromatografisi (HPLC) yontemi
gelistirilmistir ve yontemin gecerliligi kanitlanmistir. HPLC yonteminde; i¢ standart kafein ile
birlikte Eclipse XDB-Cig, (5p m, 4,6 x150 mm) analitik kolon kullanilmistir. Maddeler
metanol : su (40:60, h/h) karisimi hareketli faz ile 0.8 mL dak.™ akis hizinda elue edilmistir.
Spektrofotometre dedektdrii 250 nm dalga boyuna ayarlanmistir. Segilen kromatografik
kosullarda parasetamoliin alikonma zamani 2.4-2.6 dak.’dir. Gelistirilen yontem, dogrusallik,
aralik, ozgilnlik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, kararlilik, tekrarlanabilirlik, saglamlik ve
tutarlilik paremetrelerine gore degerlendirilmistir. Parasetamol i¢in dogrusallilk HPLC
yonteminde 0.1- 40 ug mL™*"dir. Gézlenebilme simr1 (LOD) 0.03 ug mL™, Alt tayin siniri
(LOQ) ise, 0.07 pg mL™“dir. Ayrica HPLC yonteminin, kaynakta yer alan UV-
spektrofotometri yontemine gore daha gilivenli oldugunu ve parasetamol preparatlarindaki

analizlerinin gilivenirligini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, HPLC, UV- Spektrofotometrisi, tablet.
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ABSTRACT

Adatas C., Identification of the Drug Active Substance in Paracetamol Tablet Preparates
by High-Performance Liquid Chromatography Method, Near East University, Institute
of Health Sciences, Analytical Chemistry Program, Master Thesis, T.R.N.C., 2011.

Paracetamol (acetaminophen) is a non-steroid drug that has pain killer and fever reliever
indications. High-performance liquid chromatography (HPLC) method has been developed for
the determination of quantity of paracetamol in pharmaceutical preparates sold in T.R.N.C.
Caffeine was used as an internal standard and Eclipse XDB-Cjg, (5u m, 4,6x150 mm) was
used as an analytic column. Methanol:water (40:60 v/v) solvent mixture was used as the
mobile phase with 0.8 mL minute™ flow rate. Spectrophotometer detector was set to 250 nm
for optimal detection. Under these chromatographic conditions, retention time of paracetamol
was found to be 2.4-2.6 minutes. The validity of the HPLC method developed here has been
also studied. The HPLC method developed in this study was evaluated for its linearity,
originality, validity, certainty, sensitivity, stability, repeatability, robustness and consistency
parameters. Linearity of paracetamol was 0.1- 40 pg mL™, limit of detection (LOD) was 0.03
ng mL™ and limit of quantitation (LOQ) was 0.07ug mL™. Besides it has been shown that the
HPLC method discussed here for analysis of paracetamol preparates is more reliable than UV-

vis spectrophotometer method reported in the literature.

Keywords: Paracetamol, HPLC, UV-spectrophotometer, validation.
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1.GIRIS

Parasetamol (N-asetil-p-aminofenol veya p-asetaminofenol) non-steroidal anti-
inflamatuar bir ilagtir. Agri esigini yiikseltmek yoluyla analjezik, hipotalamustaki termo-
regililasyon merkezi tizerindeki etkisi yolu ile de antipiretik bir etki gosterir. Yaygin bir sekilde
agr1 kesici ve ates disiiriicii olarak kullanilir (Beaver ve Million, 1980; Mehlish, 2002).
Parasetamol uygun olmayan saklama kosullarinda 4-aminofenol ve asetik asite doniismektedir
(Mohamed ve digerleri, 1997).

Parasetamol agizdan alindiginda tamamen ve hizla mide ve bagirsaklarda emilir. Tlag
alindiktan 30-60 dak sonra maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir. Parasetamol biitiin
dokulara hizla dagilir ve % 90 oraninda karacigerde metabolize olur. Plazma proteinlerine
baglanmasi zayiftir. Plazma yar1 6mrii 2.4 saattir. Parasetamoliin ¢ok az bir miktar1, % 5’1 hig
degismeden bdobrekler vasitasi ile viicuttan atilmaktadir (HSDB-Hazardous, 2001).
Parasetamoliin farmakolojik olarak etkisiz ana metabolitleri glukoronid (% 55) ve siilfat (%
35) konjugatlaridir (Stadapharm GMBH, 2000).

Gilinimiize kadar, parasetamoliin nicel analizi igin titrimetrik (Jedrzejewsk, 1969),
spektrofluorimetrik (Milch ve Szabo, 1991), spektrofotometrik (Bloomfield, 2002; Milch ve
Szabo, 1991; Mohamed ve digerleri, 1997 ), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
(European pharmacopeia, 2005; Sena ve digerleri, 1979) gibi yontemler kullanilmistir. Bunlar
arasinda, kromatografik yontemler etkin ve cabuk olmasi, giivenilir sonu¢ alinmasi ve

0zgiinliik a¢isindan olduk¢a 6nem kazanmustir.

Bu tez kapsaminda, parasetamoliin miktar tayini i¢in metanol iceren hareketli faz
kullanilarak yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirilmesi, yoOntemin
gecerliliginin kanitlanmasi ve Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde satilan 500 mg parasetamol

iceren farmasotik preparatlarin analizlerinin yapilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Parasetamol (Asetaminofen)

Asetanilidin analjezik etkisinin 1886 yilinda tesadiifen bulunmasi dikkatleri p-
aminofenol tiirevleri lizerine ¢ekmistir. Takip eden yillarda asetanilidin toksisite gostermesi ve
organizmada etkiden sorumlu N-asetil-p-aminofenole doniismesiyle bu grup tizerinde ¢ok
sayida caligmalar yapilmis ve bu c¢alismalar sonucu toksik olmayan p-asetamidofenol

yapisinda bilesik gelistirilmistir.

2.1.1 Parasetamoliin Fiziksel Ozellikleri

Parasetamol (Sekil 2.1), kapali formiilii CgHgNO, (MA:151 g/mol) olan N-(4-
hidroksifenil)-asetamit veya 4-hidroksiasetanilit yapisinda beyaz, kristal, aci tatta bir
maddedir. Parasetamoliin erime noktas1 169-170°C’dir (Budari, 1996). Parasetamol, zayif bir
asittir. Doygun sulu ¢ozeltisinin pH’s1 5.5- 6.5 (25°C) arasinda degisir (Fairbrother, 1974).
Parasetamoliin pKa degeri ise 9.5’dir (Perez-Ruiz ve digerleri, 2005).

OH

Sekil.2.1. Parasetamoliin kristal goriiniisii ve molekiil yapisi



Parasetamoliin, ultraviyole spektrumu, su, asidik su, metanol, asidik metanol ve
sodyum metoksit igeren metanolde alinmistir (EI-Obeid ve Al-Badr, 1985). Sulu ortamda
spektrumda 242 nm dalga boyunda bir ana pik ve 280 nm dalga boyunda bir minor pik
gbzlenmistir. Ortama asit eklenmesi, her iki pikte degisiklige neden olmamustir. Metanollu
ortamda ise, 243 nm dalga boyunda ana pik gosterir ve bu pikin konumu ortama asit
eklenmesiyle etkilenmez. Ancak ortama, sodyum metoksit eklenmesi, 243 nm’den 262 nm
dalga boyuna batokromik bir kaymaya neden olmaktadir. Bu kirmiziya kayma parasetamoliin
p-asetamidofenolat iyonlarina iyonize olmasiyla aciklanmaktadir.

Parasetamol, sicak su, sodyum hidroksit ¢6zeltisi, metanol, etanol, dimetilformamit,
etilen dikloriir, aseton ve etil asetatta ¢Oziiniir; eter, petrol eteri, pentan ve benzende ise

¢oziinmez (EI-Obeid ve Al-Badr, 1985).

2.1.2 Parasetamol Sentezi

Parasetamol yaygin bir kullanima sahip olmasi sebebiyle biiyiik miktarda iiretilmekte
ve sentezinde c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Parasetamoliin ticari iiretimi igin siklikla
fenolden hareket edilmektedir. Fenolun nitrolanmasi sonucu olusan o-nitrofenol ve p-
nitrofenol karigimi, distilasyonla izomerlerine ayrilir. Kazanilan p-nitrofenol izomeri
indirgenerek p-aminofenol olusur ve bu bilesigin asetillenmesiyle parasetamole ulasilmaktadir
(Sekil 2.2) (Korolkovas, 1988).

OH OH OH NHCOCH,
HNO; H,/ Ni (CH5C0),0
—_— —_— —_—
NO, NH, OH
Fenol p-nitrofenol p-aminofenol p-asetaminofenol

Sekil 2.2. Fenolden hareket ile parasetamol sentezi



Diger bir yontemde, fenol ve asetik anhidrit reaksiyonuyla olusan p-asetilfenol 6nce
hidroksilaminle oksim tiirevine doniistiiriiliir. OkSim tiirevinin tiyoniil kloriir ve potasyum

iyodl'irle reaksiyonu sonucu parasetamol meydana gelmektedir (Sekil 2.3) (Tiiziin, 1975).

COCHj, H,C—C=NOH NHCOCH,
ij (CH;C0),0 <j H,NOH <j <j
Fenol p-asetilfenol p-metiliminofenol p-asetaminofenol

Sekil 2.3. Fenol ve asetik anhidrit reaksiyonu ile parasetamol sentezi

Parasetamol sentezinde baska bir yontem ise fenol ve diazonyum tuzunun reaksiyonuna
dayanmaktadir (Sekil 2.4) (Akgiin ve digerleri, 2004).

oH ne=n | NHCOCH,
H, / Ni (CH3CO)20
N _— N=N OH —  »
Fenol Fenildiazonyum p-Fenilazofenol p-Aminofenol p-Asetaminofenol

Sekil 2.4. Fenol ve diazonyum tuzunun reaksiyonu ile parasetamol sentezi

2.1.3. Parasetamoliin Kimyasal Ozellikleri

Kuru ve saf parasetamol, 45°C’ye kadar kararlidir. Parasetamol sentezinde; sentez
baslangi¢c maddeleri, reaktifler ve ¢oziiciilerin kalitesi, reaksiyon kosullari, saflagtirma islemi
ve uygun olmayan saklama kosullari (sicaklik, pH v.b.) gibi faktorler nedeniyle ¢esitli
safsizliklar ortaya ¢ikar. Bu safsizliklardan en Onemlisi 4-aminofenoldiir. 4-aminofenol,

parasetamol sentezi sirasinda hareket maddesi olarak kullanilir. (Bkz. Bolim 2.1.2). Ayrica



parasetamol nemli kosullarda saklandigi takdirde 4-aminofenole hidroliz olur. (Sekil 2.5).
Parasetamoliin 4-aminofenol hidrolizi hem asit hem baz katalizli ortamda ger¢eklesmektedir
(Fairbrother, 1974; Criado ve digerleri, 2000).

NHCOCH; NH,
H;O*
— i
OH OH
p-Asetaminofenol p-Aminofenol

Sekil 2.5. Parasetamoliin 4-aminofenole hidrolizi

Parasetamoliin oksidasyonunda, bilesigin oksidasyonunun yani sira safsizlik olarak
bilinen 4-aminofenoliin kinomin ve diger bilesiklere doniistiigii bildirilmistir (Sekil 2.6) (El-
Obeid ve Al-Badr, 1985). Bu olay, renk degisimiyle gozlenebilmektedir. Yapilan ¢aligmalar
sonucu, 4-aminofenoliin teratojenik ve norotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Medina ve
digerleri, 1999).

NH; NH
[o]
—_—
OH 0
p-Aminofenol Kinomin

Sekil 2.6. 4-Aminofenoliin kinomine doniistimii



2.1.4. Farmakolojik Ozellikleri

Parasetamol benzeri diger analjezik ilaglardan farkli olarak hipotalamus ve omurilik
gibi peroksidlerden az olan ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir ve etkisi erken
baslar; plazma diizeyi 30-60 dak iginde maksimuma erigir. Absorpsiyonu besinler tarafindan
azaltilir. Tk dozdan sonra analjezik etkisi 3-4 saat kadar devam eder. Parasetamoliin biiyiik
kismui karacigerde glukuronik asitle ve siilfatla konjiige edilir ve bobreklerden bu sekilde itrah
edilir. Mutad dozda eliminasyon yarilanma omrii 2.4 saattir, non-lineer eliminasyon kinetigi

gostermesi nedeniyle asir1 dozda 7.3 saate kadar ¢ikabilir (Kayaalp, 1995).

Parasetamoliin solunum, kardiyovaskiiler sistem ve asit-baz dengesi iizerinde belirgin
bir etkisi yoktur. Midede irritasyon yapmaz. Protrombin sentezini pek etkilemez. Plazma
proteinlerine fazla baglanmaz. Aspirinin aksine oral antikoagiilanlarla belirgin bir etkilesme
gostermez. Aspirinden farkli olarak {irik asit itrahini etkilemez ve {irikoziirik ilaglarin

etkinligini azaltmaz.

Parasetamolii sivi farmasotik sekiller i¢inde vermek miimkiindiir. Bundan dolayi,
parasetamol 6zellikle bebek ve ¢ocuklar i¢in hazirlanan eliksir, slispansiyon vb. sekillerdeki

stvi analjezik etkili miistahzarlarin yapiminda kullanilir.

Parasetamol oral yoldan 500-1000 mg dozda verilir. Gerekirse bu doz 4-6 saatte bir
tekrarlanir. Giinliik maksimum dozu genellikle 4 g olarak kabul edilir. Baz1 kaynaklarda 3 g
hatta 2.6 g olarak belirtilmistir. Bobrek yetmezligi olanlarda ve alkoliklerde bu doz
azaltilmalidir. Yukarida belirtilen dozda 5-10 giinden fazla kullanilmasi tavsiye edilmez.
Cocuklarda, hepatoksisite potansiyeli daha diisiik oldugu i¢in kg basina verilen doz daha
yiiksektir; bir defada 10 mg kg™ dozunda verilir (Kayaalp, 1995).



6-12 yaslar arasinda bir defalik dozun 20-30 mg kg™’a ¢ikartilabilecegi bildirilmistir.
Parasetamol, yemek sirasinda veya yemekten sonra alinirsa, biyoyararlanimi belirgin sekilde
azalir; onun i¢in a¢ karnina alinmasi tercih edilir. Parasetamol oral dozuna esit dozlarda rektal

yoldan da verilebilir.
2.1.5. Analiz yontemleri

Ramos ve arkadaslari, parasetamoliin tayini i¢in yeni bir akis enjeksiyonlu/ Fourier
Transform Infrared Spektroskopisi (FI/FTIR) ydntemi onermislerdir. Onerilen yontem,
analitin p-aminofenol olusturmak tizere alkali hidrolizine ve p-aminofenolun de p-benzokinon-
monoimin olusturmak {lizere potasyum ferrisiyaniir ile oksidasyon reaksiyonuna ve sonunda p-
benzokinon formuna oksidasyonu temeline dayanir. Reaksiyonun kimyasi, spektrumun hem
goriiniir hem de IR bolgesinde c¢alisilmig ve yontem akis enjeksiyon uygulamasiyla
gelistirilmistir. Reaksiyon oda sicakliginda sulu ortamda gergeklesmistir. Sulu ¢ozeltilere
uygun CIRCLE® IR aksesuarmin mikro-akis versiyonu kullanilmustir. Olgiimler fenolik OH
deformasyon (1274.1 cm™) ve hidroliz iiriinii p-aminofenoliin aromatik halka (1498.2 cm™)
titresimleri kullanilarak yapilmigtir. Yontem ticari tabletlerdeki parasetamol tayininde

kullanilmistir (Ramos ve digerleri, 1998).

Nagaraja ve arkadaslari, alkali ortamda parasetamol ve fenasetinin sodyum 1,2
naftakinon -4-sulfonat ve setiltrimetilamonyum bromiir ile hidroliz iirlinlerinin tayininde hizl,
duyarli ve basit bir spektrofotometrik yontem oOnermektedir. Parasetamol ve fenasetin igin
sirastyla 570 ve 500 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilmis ve molar absorbtiviteleri 1.118x10* ve
4.54x10° L mol™ cm™ olarak bulunmustur. Renkli tiirler parasetamol i¢in 1-20 pg mL™ ve
fenasetin igin 2-24 pg mL™ konsantrasyon araliginda Beer yasasina uymuslardir.
Setiltrimetilamonyum bromiir ilavesi ile duyarlilik artirilmistir. Yontem parasetamol ve
fenasetinin ¢esitli farmasotik preparatlarda ve laboratuvar yapimi tabletlerde tayini i¢in
kullanilmis ve istatistiksel olarak elde edilen sonuglar resmi ydntem sonuglariyla

karsilagtirilmistir (Nagaraja ve digerleri, 1998).



Medina ve arkadaslar salisilamid ve parasetamoliin kati faz UV spektrofotometre ile
tayini icin siirekli ve c¢ok parametreli bir sensor tanimlamiglardir. Bu bilesenleri igeren
numune, anyonik degistirici dolgulu bir sisteme enjekte edilmis ve 300 nm’de siirekli
absorbans 6l¢timii yapilmistir. 300 nm’deki kalibrasyon grafikleri parasetamol i¢in 2.5-40 pg
mL? araliginda, salisilamid i¢in ise 5-80 pg mL™ araliginda birbirlerinin varlhiginda
dogrusaldir; RSD degerleri parasetamol i¢in % 0.60 ve salisilamid i¢in % 0.36 ve 6rnekleme
hiz1 36 saat > dir. Salisilamid ve parasetamoliin 1:5 ve 5:1 oranlarindaki karisimlari oldukea iyi
derecede ayrilmiglardir. Onerilen bu ydntem, bir ayirma basamagi gerektirmemektedir ve bu

bilesenlerin farmasotik preparatlardan tayininde kullanilmistir (Medina ve digerleri, 1999).

Shervington ve Sakhnini, parasetamol ve p- siibstitiie tiirevlerinin tablet dozaj
formlarinda miktar tayini i¢in bir yiliksek performanshi sivi kromatografisi yontemi
gelistirmislerdir. Kolon, 10 pm oktadesilsilan sabit fazindan olugmaktadir. Mobil faz,
asetonitril ve su (7:3) karisimidir. Parasetamol, O-asetilasetaminofen, O-etilasitaminofen, O-
(2-nitrobenzenosiilfonil) asetaminofen, O-benzilase-taminofen ve O-(3,5dinitrobenzoil)
asetaminofen i¢in alikonma zamanlari sirastyla 2.83; 3.25; 3.56; 3.78; 4.37 ve 6.03 dak olarak
bulunmustur (Shervington ve Sakhnini, 2000).

Canada ve arkadaslari, parasetamol tayini i¢in, UV optik duyarli bir sistem
gelistirmislerdir. Sistem parasetamoliin uygun bir aktif kati destek doldurulmus (anyon
degistirici regine) akis hiicresindeki alikonma konsantrasyonuna bagli olarak kati faz tizerinde
264 nm’deki dogal absorbansinin siirekli izlenmesine dayanmaktadir. Numune, basit bir tek
kanalli FIA (akis enjeksiyon) manifoldu kullanilarak pH 11°de 0.08 M sodyum kloriir akigina
enjekte edilmistir. Analitik sinyal olustugunda parasetamol kati destek iizerinden tasiyici
¢ozelti yardimiyla kendiliginden desorbe olmustur. 0.5-8.0 pg mL™ konsantrasyon araliginda
ve 40 saat™ 6rnekleme hizi ile dogrusal bir cevap alinmistir. Mevcut akis enjeksiyon sistemleri
ile karsilastirildiginda duyarlilikta ve segicilikte dikkate deger bir iyilesme elde edilmistir.
Onerilen yontemin farmasétik tabletler icindeki parasetamol tayininde de basartyla

uygulandigi belirtilmistir (Canada ve digerleri, 2000).



Monser ve Darghouth, parasetamol ve bozunma iiriinleri 4-aminofenol ve 4-
klorasetanilitin eszamanli tayinine olanak saglayan, basit, hizli ve kullanigh bir yliksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayrim
poroz grafit karbon kolonda (PGC), asetonitril/0.05 M potasyum fosfat tamponu (pH 5.5)
80/20 (h/h) isokratik karigimi kullanilarak 244 nm’de UV dedeksiyonu ile yapilmistir. 1-50 pg
mL! parasetamol ve 5-40 pg mL™* 4-aminofenol ve 4-klorasetanilit konsantrasyon
araliklarinda hazirlanan kalibrasyon dogrularmin korelasyon katsayilar1 0.99°dan biiyiiktiir.
LOD degerleri, parasetamol i¢in 0.1 ug mL™, 4-aminofenol ve 4-klorasetanilit i¢in ise 0.5 pg
mL " dir. Onerilen sivi kromatografik yontem, ticari olarak kullanilan parasetamol dozaj
formlarinin analizlerinde % 98-103 geri kazanimla basariyla uygulanmistir (Monser ve
Darghouth, 2002).

British Pharmacopeia 2004, parasetamol miktar tayini i¢in bir yiiksek performansli sivi
kromatografisi yontemini dnermistir. Yontemde, kolon Cyg (4.6 mm x 25 cm, Sum), hareketli
faz 17.9 g L* disodyum hidrojen fosfat, 7.8 g L™ sodyum dihidrojen fosfat, 4.6 g L™
tetrabiitilamonyum hidroksit iceren metanol (375:375:250), akis hiz1 1.5 mL dak™, dedektor
245 nm ve enjeksiyon hacmi 20 pL’dir (BP, 2004).

Oliva ve arkadaglari, parasetamoliin tabletlerdeki tayini i¢in segici bir
spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Bu teknik, gecerli resmi yontemlerden duyarlilik,
basitlik, hiz ve daha diisiik maliyet agisindan dstiindiir. Kullanilan yontem siilflirik asit
katalizorliigiinde, parasetamol ile etil asetoasetat arasindaki reaksiyon ile kumarinik bilesen
olusumuna dayanir. 446 nm’de uyarilan reaksiyon iiriinii 478 nm’de yiiksek floresans 6zellik
gosterir. Calismada dogrusal konsantrasyon araligi 0.1-0.4 pg mL™ ve LOD 57 ng mL™"dir
(Oliva ve digerleri, 2005).

Kati formdaki parasetamoliin dogal floresansi, farmasotik preparatlardaki
parasetamoliin direkt analizleri i¢in hizli, gii¢lii ve basit yontemlerin gelistirilmesine olanak
vermektedir. Moeira ve arkadaslarinin Onerdikleri yontem her tiirlii spektroflorimetreye

kolayca uygulanabilmekte ve kimyasal bir 6n islem gerektirmemektedir. Floresans ol¢iimleri
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(hex=333 nm; Aen=382 nm), laktoz, nisasta, poli(vinilpirolidon), pudra ve stearik asit ile
seyreltilmis toz Orneklerden direkt olarak alinabilmektedir. Farmasotik preparatlardaki
parasetamol haricindeki diger bilesenlerin etkileri tartisilmistir. Floresans siddeti, 100-400 mg
g'1 parasetamol konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Olgiim hizi, 200 saat™’tir. Farkli
konsantrasyonlardaki orneklerin analizlerinden LOD 13.0 ve LOQ 43.1 — 55.7 mg g"
araliklarinda bulunmustur. Onerilen yontem farmasotik preparatlara uygulanmis ve RSD

(n=20) % 2.7’den kiigiik bulunmustur (Moreira ve digerleri, 2005).

Zhao ve arkadaslari, parasetamoliin indirekt tayini ig¢in, luminol-potasyum
hekzasiyanoferrat (I11) (Ks[Fe(CN)s]) kemiliiminesans reaksiyonuna parasetamoliin inhibe
edici etkisine dayali bir kapiler elektroforez-kemiliiminesans tayin yontemi Onermislerdir.
Kemiliiminesans sinyalinin bastirilmasi, parasetamol konsantrasyonu ile orantili olmaktadir.
Maksimum kemiliiminesans sinyali, 0.5 mM luminol i¢eren 30 mM sodyum borat tamponu
(pH=9.4) ve okside edici ¢ozelti olarak 0.8 mM K3[Fe(CN)g] igeren 100 mM sodyum hidroksit
cozeltisi kullanilarak elde edilmistir. Optimum kosullar altinda, dogrusal aralik 6.6 X 1010 -
6.6 x10° M (r=0.9999) ve LOQ 5.6 x10° M (S/N=3) parasetamol olarak elde edilmistir.
Yontem farmasotik preparatlarda ve biyolojik numunelerde parasetamol tayinine basariyla

uygulanmistir (Zhao ve digerleri, 2006).

Hanaee, parasetamol ve kodeinin eszamanli tayini igin birinci tirev UV
spektrofotometresi, yontemi kullanmistir. Parasetamol, 263.4 nm’deki birinci tiirev absorbans
degeri kullanilmistir. Onerilen ydntemle kodein ve parasetamoliin konsantrasyonlari
birbirlerine girisim etkileri olmadan hesaplanabilmistir. Islem basit ve hizlidir, dogru ve kesin

sonuglar sunmaktadir (Hanaee, 1997).

Ding, tablet formiilasyonlarda kafein ve parasetamoliin es zamanli analizleri igin
spektrofotometrik yontemler 6nermistir. Oransal tiirev spektrofotometrisi yontemi kafein igin
267.9 ve 291.0 nm ve parasetamol i¢in birinci tiirev spektrumlarinda 237.0 ve 251.8 nm’de
Ol¢iilen analitik sinyallerinin oranlarina dayanmaktadir. Kalibrasyon grafigi kafein icin 4-40

ng mL™ ve parasetamol icin 8-48 ug mL™ konsantrasyon araliginda hazirlanmustir. Vierordt
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yonteminde ise parasetamol ve kafeinin A;' (% 1.1 cm) degerleri sifirnci derece
spektrumlarda 242.9 ve 273.0 nm’lerde tayin edilmistir. A;* (% 1.1 cm) degerleri i¢in bir
matriks yazilmis ve her iki etken maddenin miktarlar1 Matlab yazilimi yardimiyla
hesaplanmistir. Bu spektrofotometrik yontemlerle elde edilen sonuglar, yiiksek performansh
stvi kromatografisi yontemi sonuglariyla karsilastirilmistir (Ding, 1999).

Franeta ve arkadagslari, asetilsalisilik asit, parasetamol, kafein ve fenobarbitalin
tabletlerde ayni anda tayini i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi sistemi ile tayin
onermislerdir. Ayirim, Bio Sil HL Cyg, 5 pm, 250x4.6 mm kolon ile yapilmistir. Asetonitril-su
(25:75 h/h) karisiminin pH’s1 fosforik asit ile 2.5’e ayarlanarak hareketli faz olarak 2.0 mL
dak™® akis hizinda kullanilmis ve 207 nm’de UV dedeksiyon yapilmistir. Alikonma zamani,
kapasite faktorii, pik asimetrisi, secicilik faktorii ve ayiricilik (rezoliisyon) gibi kromatografik
parametreler tayin edilmistir. parasetamol i¢in validasyon parametreleri; dogrusallik (r>0.998),
giin ici kesinlik (RSD: % 0.36-1.89), giinler arasi kesinlik (RSD: % 0.58-2.18), duyarlilik
(LOD: 9x10°-1.7x10* mg mL™ ve LOQ: 2.5x10%-5.6x10”" mg mL™), dogruluk (geri
kazanim: % 98.35-99.14) ve tekraredilebilirlik (geri kazanim) degerleri: % 99.93-102.11
olarak elde edilmistir. Onerilen yiiksek performansli stvi kromatografisi yontemi asetilsalisilik
asit, parasetamol, kafein ve fenobarbitalin farmasétik tabletlerde tayini igin uygulanmistir
(Franeta ve digerleri, 2002).

United States Pharmacopeia XXVI, parasetamol miktar tayini i¢in bir yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemini 6nermistir. Yontemde, kolon Cig (3.9 mm x 30
cm), mobil faz distile su: metanol (3:1), akis hiz1 1.5 mL dak™, dedektdr 243 nm ve enjeksiyon

hacmi 10 pL’dir (USP, 2003).

United States Pharmacopeia XXVI, parasetamol-kafein karisimi igin yiiksek
performansl sivi kromatografisi yontem 6nermistir. Y6ntemde, kolon Cig (4.6 mm x 10 cm),
mobil faz distile su: metanol: glasiyel asetik asit (69:28:3), akis hizi 2 mL dak™, dedektor 275
nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir (USP, 2003).
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United States Pharmacopeia XXVI, parasetamol-kodein karisimi igin yiiksek
performanslh sivi kromatografisi yontemini 6nermistir. Yontemde, kolon Cig (4.6 mm x 25
cm), mobil faz pH 2.35 fosfat tamponu: metanol (92:8), akis hiz1 1.5 mL dak™, dedektor 214
nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir (USP, 2003).

Sena ve Poppi, farmasotik formiilasyonlardaki asetilsalisilik asit, parasetamol ve kafein
tayini icin ¢oklu kalibrasyon ve UV spektrofotometrik 6l¢timlere 230-300 nm dayali basit ve
hizl bir analitik yontem 6nermislerdir. Salisilik asit ve parasetamol igin 10.0-15.0 pg mL™ ve
kafein igin 2.0-6.0 pg mL™ konsantrasyon araliginda dokuz farkli konsantrasyonda
kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Islem dort farkli pH degerinde (2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0) tekrar
edilmistir. Her bir pH degeri i¢in PLS modeli olusturulmus ve sentetik karisim setinin
tayininde kullanilmistir. En iyi model pH 5.0’te elde edilmistir. Ticari tabletler icindeki bu
etken maddelerin tayininde elde edilen sonuglar iiretici tarafindan belirtilen degerlere

uyumludur ve geri kazanim degerleri % 94.7 ve % 104.5 arasindadir (Sena ve Poppi, 2004).

Azhagvuel ve Sekar, tabletlerde, setirizin dihidrokloriir, parasetamol Ve
fenilpropanolamin hidrokloriiriin ayirimi ve miktar tayini i¢in basit, secici ve ekonomik bir
kapiler zone elektroforez yontemi Onermislerdir. Analitlerin ayirimi i¢in 10 mM sodyum
tetraborat (pH 9.0) cozeltisi elektrolit ¢ozelti olarak uygun bulunmustur. Ayirim i¢in 76 cm
uzunlugunda (etkin uzunluk 64.5 cm) erimis silika kapiler kullanilmistir. Analitler, 20 kV
(akim 21 pA) voltaj uygulanmasiyla 10 dak i¢inde tamamen ayrilmislar ve dedeksiyon 195
nm’ de UV dedektor ile yapilmistir. Analitlerin miktar tayininde i¢ standart olarak ibuprofen
kullanilmigtir. Setirizin dihidrokloriir, parasetamol ve fenilpropanolamin hidrokloriir igin
dogrusallik sirastyla 2-50 pg mL™ (r’= 0.9982), 10-1000 pg mL™ (r*=0.9978) ve 10-100 pg
mL™* (r2=0.9986) konsantrasyon araliklarinda saglanmistir. Onerilen ydntem, analitleri igeren
tablet halindeki preparatlara uygulanmis ve geri kazanim degerleri > % 98.60 bulunmustur.
Setirizin dihidrokloriir, parasetamol ve fenilpropanolamin hidrokloriir igin LOQ degerleri
sirastyla 2.0, 2.0 ve 4.0 pg mL™? olarak bulunmustur. Farmasotik tabletlerde katki
maddelerinden gelebilecek bir girisime rastlanmamugtir. Onerilen ydntem, bu analitleri iceren

tablet dozaj formundaki preparatlar i¢in basit ve uygulanabilirdir (Azhagvuel ve Sekar, 2007).
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Felix ve arkadaslari, parasetamoliin farmasotik formiilasyonlarda miktar tayini i¢in
karbon film resistor elektrot kullanarak amperometrik dedeksiyonlu bir akisa enjeksiyon analiz
yontemi gelistirmislerdir. Bu sensor, yiizeyinde kimyasal bir modifikasyona gerek kalmadan,
parasetamol igin keskin ve tekrarlanabilir akim pikleri olusumu saglamistir. Calismada fosfat
tamponu kullanilarak genis bir dogrusal ¢alisma aralifinda (8.0 x 107-5.0 x 10 mol L™
oldukea yitksek duyarlilik (0.143 A mol™ L cm™) ve diisiik bir dedeksiyon limiti degerine
(1.36 x 10" mol L'l) ulasilmistir. Onerilen yeni yontem ticari farmasétik iiriinlere uygulanmis
ve spektrofotometrik yontemlerle elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir (Felix ve

digerleri, 2007).

Zen ve Ting, kimyasal olarak modifiye edilmis Nafion®/rutenyum oksit piroklor
elektrot kullanarak kare-dalga voltametri ile farmasotik formiilasyonlardaki parasetamol ve
kafeinin ayn1 anda tayinini gerceklestirmislerdir. Camsi karbon elektrot kimyasal olarak
modifiye edilmis elektrotla kiyaslandiginda, kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot ile
oksidasyon potansiyellerinden katodik yonde belirgin bir kayma gozlenmistir ve hem kafein
hemde parasetamoliin akim cevaplarinda belirgin bir artis olmustur. 0.05 M perklorik asit
icinde elde edilen kalibrasyon egrileri, kafein ve parasetamol i¢in sirasiyla 10-250 ve 5-250
uM arasinda dogrusaldir. Kafein ve parasetamol i¢in LOD degerleri sirasiyla 2.2 ve 1.2
uM’dir. Yontemin kafein ve parasetamoliin mevcut farmasotik formlardaki segici olgtimleri
icin higbir 6n isleme gerek duymayan pratik analitik yontem oldugu gosterilmistir (Zen ve
Ting, 1997).

Kartal, parasetamol, kafein ve kodein fasfatin tayini igin dogru, basit, tekraredilebilir
ve duyarli bir yontem gelistirmis ve valide etmistir. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat,
ubondapak Cg kolon ile 1.0 mL dak™ akis hizinda isokratik eliisyonla ayrilmislardir. Hareketli
faz 0.01 M KH,PO4, metanol, asetonitril ve izopropil alkoliin 420/20/30/30 (h/h/h/h)
oranindaki karigimidir ve spektrofotometrik dedeksiyon 215 nm’de yapilmistir. Parasetamol,
kafein ve kodein fosfatin tayini i¢in dogrusal aralik sirasiyla 0.400-1500 pg mL™, 0.075-90 ug
mL* ve 0.300-0.30 ug mL ™V dir. Yéntemin, dogrusal, tekrar edilebilir, spesifik, duyarli ve
giiclii oldugu gosterilmistir (Kartal, 2001).
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Ding ve Baleanu, tabletlerdeki parasetamol ve kafeinin eszamanli analizi i¢in kimyasal
bir ayirim prosediirii kullanmadan CLS (Klasik En Kiigiik Kareler) ve PCR (Temel Bilesen
Regresyonu) teknikleri dnermislerdir. Kemometrik kalibrasyon, 0.1 M HCI i¢inde hazirlanan
ve her iki analiti de igeren numune setinin 215-285 nm araligindaki spektral bolgede 15 farkl
dalga boyunda absorbanslari Olgiilerek yapilmistir. Elde edilen kemometrik Kaliprasyon
numunelerdeki kafein ve parasetamol tayini i¢in kullanmilmistir. Rakamsal hesaplamalar
‘MAPLE V’ yazilimi kullamilarak yapilmistir. Bu iki tekniginin sentetik karigimlara
uygulanmasiyla CLS ve PCR tekniklerinde elde edilen ortalama geri kazanim parasetamol igin
% 99.5 olarak bulunmustur. Sonuglar, yiiksek basin¢li sivi kromatografisi yontemi ile
karsilastirilmis ve iki yontemin farmasotik tabletlere basariyla uygulanabilecegi belirtilmistir

(Ding¢ ve Baleanu, 2002).

Emre ve Ozaltin, parasetamol, kafein ve propifenazon iicli karisimlarmi igeren
farmasotik preparatlarda bu etken maddelerin analizi i¢in yeni bir miseller elektrokinetik
kapiler kromatografi yontemi gelistirmislerdir. En iyi sonuglar, 30 mM sodyum dodesil siilfat
iceren 20 mM pH 9.0 borat tamponu kullanilarak elde edilmistir. Calismada diflunisal i¢
standart olarak kullanilmistir. Ayirim, erimis silika kapilerde (50 pm i¢ ¢ap, 44 cm toplam
uzunluk, 35.5 cm efektif uzunluk), 25°C’de ve 50 mbar basing altinda 3 sn hidrodinamik
enjeksiyon ile 29 kV potansiyel uygulanarak ger¢eklestirilmistir. Dedeksiyon dalga boyu 200
nm’dir. Bu kosullar altinda go¢ zamanlar1 parasetamol i¢in 5.174 dak, kafein i¢in 5.513 dak,
diflunisal i¢in 7.195 dak ve propifenazon i¢in 9.366 dak olarak bulunmustur. Dogrusal
konsantrasyon araligi parasetamol ve kafein i¢in 2-200 pg mL? ve propifenazon i¢in 3-200 pug
mL* *dir. LOD degerleri parasetamol ve kafein igin 0.6 pg mL™ ve propifenazon i¢in 0.8 pg
mL"* olarak bulunmustur. Validasyon galismasi sonuglarina gére yontem dogru, kesin, saglam,
duyarli ve spesifiktir. Tirkiye’de farkli firmalar tarafindan iiretilen ii¢ farmasotik form,

onerilen yontemle analiz edilmistir (Emre ve Ozaltin, 2006).



15

2.2. Kromatografi

Kromatografi, kimyasal bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini igin yaygin olarak
kullanilan bir analitik yontemdir. Kromatografik ayirimda maddeler karismayan iki faz
arasinda dagilirlar. Bir kolon i¢inde veya diiz bir yiizeyde tutturulmus faza sabit faz, sabit
fazin iizerinden veya arasindan gecen analiti de igeren faza hareketli faz adi wverilir.
Kromatografi, gaz veya sivi haldeki bir hareketli fazla ilerleyen karisimdaki bilesenlerin, sabit
fazdan gegme hizlarina bagli olarak ayrildiklar: bir tekniktir. Karigimi olusturan bilesenlerin

birbirlerinden ayrilmasiyla nitel ve nicel analizleri miimkiin olur.

1892'de Reed tarafindan ortaya atilmis olan ilk kuramda, kolon yardimi ile bir
karisimin  ayrilabilecegi sOylenmistir. 1906 yilinda Tswett adli arastirmaci, kolon
kromatografisini kullanarak klorofili pigmentlerine ayirmistir. Adsorban olarak CaCO03°in
kullanildigr bu ayirim ile ilk kez kati-sivi kromatografisi kullanilmistir. Tiirk asilli Rus
arastirici olan Izmailov 1938'de ince tabaka kromatografisini kesfetmis ve bu yontem 1950
yilinda Stahl tarafindan pratikte kullanilis sekli ile tanitilmistir. Martin-Synge (1941) kolon
dagilma kromatografisi esaslarindan bahsetmis ve sivi-sivi kromatografisi ortaya ¢ikmistir.
Martin-James gaz-sivi kromatografisini gelistirmis ve diger yontemlerden farkli olarak
hareketli fazda gaz kullanilmis ve bu ¢alisma Nobel ddiiliine layik goriilmiistiir (1952). Huber
ve Hulsman adli arastiricilar kolon teknolojisini gelistirerek yiiksek performansli pompa
sistemleri ve duyarli dedektorlerin kullanilmas: ile yiiksek performansli sivi kromatografisinin

temellerini ortaya atmislardir (1967).

Kromatografik yontemler iki sekilde siniflandirilabilir. Birincisinde, hareketli ve sabit

fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettikleri esas alinir. Kolon kromatografisinde, sabit faz ince
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bir kolonda tutulur ve hareketli faz yercekim veya basing altinda bu sabit fazin arasindan
ge¢meye zorlanir. Diizlemsel kromatografide, sabit faz diiz bir plaka {izerine veya bir kagidin
gbzenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz arasindan kapiler etkisiyle
veya madde aktarimini saglayan yer ¢ekimi etkisiyle hareket eder. Her iki kromatografinin de
dayandigi ilkeler aynidir. Kromatografinin bir diger siiflandirilmasi, kullanilan hareketli
fazin tipine goredir; sivi kromatografi, gaz kromatografi ve siiper kritik akiskan kromatografi.
Kullanilan hareketli fazlar sirasiyla sivi, gaz ve siiperkritik akiskandir. Sadece sivi
kromatografi, hem kolonlarla hem de diizlemsel yiizeyler iizerinde gerceklestirilebilir; gaz

kromatografi ve siiperkritik akiskan kromatografi yalniz kolonlarda gerceklestirilebilir.

Eliisyon islemi bir kolondan siirekli taze ¢oziicii gegirerek ¢éziinmiis bilesenin sabit faz
boyunca hareket ettirilerek ayrilmasi ve kolon sonunda toplanmasidir. Kolona katilan hareketli
faz, numunenin bir bolimiinii i¢eren ¢ozliciiyii kolonda ilerlemeye zorlar ve bu arada hareketli
fazla sabit fazin yeni boliimleri arasinda numune tekrar bolisiiliir. Kolona siirekli ¢6ziiciliniin
verilmesi, hareketli ve sabit faz arasinda siirekli madde aktarimi yaparak, ¢éziinen madde
molekiillerini kolonda asagiya tasir. Fakat ¢oziinen madde hareketi sadece hareketli fazda
oldugu icin, ¢oziinen maddelerin kolonda goc¢ ettigi ortalama hizi, onun hareketli fazda
gecirdigl zaman ile orantilidir. Sabit fazin kuvvetle tuttugu maddeler kolondan daha geg eliie
olurlar. Hizlarda olusan bu fark sonucu, karigimdaki bilesenler kolon boyunca bant veya
bolgeler seklinde ayrilirlar. Ayrilan bilesenler kolondan yeterli miktarda hareketli faz
gecirilmesiyle izole edilirler (Sekil 2.7).



17

Harckectli taz

Dolgulu
kolon

fo hH

Sekil 2.7. Eliisyon kromatografi ile A ve B bilesenlerinin ayrilma diyagrami

Sekil 2.7°de goriilecegi gibi B, sabit faz tarafindan A'ya gore daha kuvvetli tutuldugu
icin go¢ sirasinda gecikmektedir. Kolondan asagiya hareketleri sirasinda aralarindaki uzakligin

arttig1 agikca goriilmektedir.

Coziinenin herhangi bir 6zelligine cevap veren bir dedektér kolonun sonuna konulur ve
sinyal zamana (veya eklenen hareketli faz hacmine) kars1 grafige gegirilirse, bir dizi pik elde
edilir (Sekil 2.8). Boyle bir grafige kromatogram adi verilir ve hem nitel hem de nicel analizde

kullanilir.
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Dedekidr
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w

i fy Iy Iy

Zaman

Sekil 2. 8. Eliisyonun ¢esitli basamaklarinda dedektor sinyali.

Kromatografik yontemlerde sabit faz, hareketli faz ve numune arasindaki etkilesimlere
bagli olarak cesitli mekanizmalar kullanilir. Bu mekanizmalara dayanarak kromatografi,
adsorpsiyon, dagilma, iyon degistirme, molekiiler eleme, iyon ¢ifti ve afinite kromatografisi

seklinde smiflandirilir (Hamilton ve Sewel, 1982).

2.2.1. Adsorbsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisinin esas1 ayrilacak olan molekiilleri tersinir olarak
adsorplayan bir kat1 faz ile sivi veya gaz hareketli faz arasindaki gerceklesen olaydir. Sabit
fazda bulunan tutunma gozenekleri i¢in madde ve hareketli faz molekiilleri yarigma halindedir.
Silika ve alumina gibi adsorban maddelerin ylizeyleri polar oldugundan, polar molekiiller bu
yiizeylere ilgi gosterirler ve dipol-dipol, dipol indirgenmis dipol ve hidrojen bagi gibi
etkilesmelerle tutulurlar. Polar maddeleri ayirmak igin polar sabit faz, apolar maddeleri
ayirmak i¢in apolar sabit faz kullanilir. Bir maddenin tutunma giicii, molekiiliindeki

fonksiyonel grup tiiriine ve sayisina bagldir.

2.2.2. Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatagrafisi eylemsiz (inert) bir destek malzemesine tutturulmus veya
destek katiya kimyasal olarak baglanmis sivi bir sabit faz ile sivi hareketli faz arasinda
maddelerin dagilmasi esasina dayanir. Ayrilacak maddeler sabit ve hareketli faz arasinda

dagilma katsayilarina gore dagilirlar. Bu dagilma sonucunda farkli hizlarda gocerler ve ayirma
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gerceklesir. Coziinen madde kolonda sadece hareketli fazla tasindigindan, ortalama gog hizi,
¢oziinen maddelerin hareketli fazda gegirdigi zamanin sabit fazda gegirdigi zamana oranina
baglidir. Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan tiirler i¢in bu oran kii¢iik, hareketli fazda tutulma

biiyiik ise ayni oran biiyiiktiir (Hamilton ve Sewel,1982).

Bu teknik sivi-sivi ve sivi-bagli faz kromatografi olmak tizere iki alt sinifa ayrilabilir.
Iki teknik arasindaki fark, kat1 parcaciklar yiizeyine sabit fazin tutturulmasindaki yontem
farkindan kaynaklanir. Sivi-siv1 tekniginde sabit faz kat1 yiizeyine fiziksel adsorpsiyonla; baglh
faz tekniginde ise kovalent kimyasal baglarla tutunur. Bagli faz dolgu maddeleri, fiziksel
olarak yilizeye tutturulmus dolgulara gore daha kararli olma gibi bir iistiinliige sahiptir. Yilizeye
fiziksel olarak tutturulan fonksiyonel gruplar zamanla hareketli fazda ¢6ziinerek siiriiklenebilir
ve etkisizlestirilebilir. Bagh faz dolgu maddelerinin sakincasi ise; biraz daha sinirli numune

kapasitesine sahip olmalaridir (Skoog ve digerleri, 1999).

Sabit faz ile hareketli fazin polaritelerine gore normal faz ve ters faz sivi

kromatografisi olmak tizere iki tip dagilma kromatografisinden soz edilir.

a) Normal Faz Sivi Kromatografisi

Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha yiiksek oldugu durumda sivi
kromatografisi normal faz olarak tanimlanir. Normal faz yiiksek performansl sivi
kromatografide siklikla kullanilan kolon dolgu maddeleri silika veya aliimina, kullanilan
hareketli fazlar, ise daha diisiik polariteli hekzan, i1zo-propil, metilen kloriir, metil biitil eter,
kloroform ve bunlarin karigimlari olabilir (Meyer, 1988). Silika iizerine farkli polaritelerdeki -
CN, -NO, ve -NH, gibi gruplar baglanarak farkli sabit fazlar elde edilebilir. Normal faz sivi
kromatografisi ile polarlig1 en az olan madde kolondan en 6nce eliie olur (Skoog ve digerleri,

1999).
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b) Ters Faz Sivi Kromatografisi

Sabit faz polaritesinin hareketli faz polaritesinden diisiik oldugu bu yontemde polarligi
en ¢ok olan madde kolondan once eliic olur. Bu yontem apolar sabit fazda tutunmayi tercih
eden maddeleri ayirmada basarilidir. Alkil zincirlerinin kimyasal olarak baglanmasiyla
olusturulan sabit fazlardan en sik kullanilan1 oktil veya oktadesil silan bagli dolgu
maddeleridir. Bu tiir dolgu maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon gruplari pargacik ylizeyine
dik ve birbirine paralel sekilde yerlestirilerek apolar bir yiizey elde edilmis olur. Cg veya daha
kisa zincirli hidrokarbonlar, siklohekzil ve fenil bagl sabit fazlar da kullanilmaktadir. Fenil
gruplar1 alkil gruplarina gore daha polardir (Meyer, 1988). Hareketli faz ise, metanol,
asetonitril veya terahidrofuran gibi ¢oziiciileri i¢eren sulu ¢ozeltilerdir (Skoog ve digerleri,

1999).
Ters-faz s1vi ve normal-faz sivi kromatografisinde madde, polaritesinin sabit faz
polaritesine yakinligina gore kolonda alikonulur ve hareketli faz polaritesine yakin olan

maddeler kolonu 6nce terk eder (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Normal faz ve ters faz sivi kromatografisi karsilastirilmasi

Normal-faz Ters-faz
Sabit Faz Polaritesi Yiiksek Diistik
Hareketli Faz Polaritesi Ortadan diistige Ortadan yiiksege
Eliisyon siras1 Az polar Polar 6nce

HPLC ile ilag analizi yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilma kromatografisi uygulanir.
Bu kromatografi tiirlinde uygun bir analiz yapabilmek i¢in maddenin belli bir ¢dziiciide
¢ozlinmiis olmas1 gerekir. Maddenin apolar veya polar olmasina gére maddenin polaritesine
yakin bir sabit faz segilir. Ornegi olusturan bilesenlerin iyi ayrilabilmesi icin sabit faz ile
hareketli faz polaritesi farkli olmalidir. Ilag analizlerinde ilaglarin genellikle kismen apolar

maddeler olmalarindan dolayi ters faz sivi kromatagrafisi tercih edilir.
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2.2.3. Iyon Cifti Kromatografisi

Iyon ¢ifti (veya eslesmis iyon) kromatografisi, iyonik tiirlerin ayrilmasi ve tayini i¢in
kullanilan bir tiir ters faz dagilma kromatografisidir. Hareketli faz metanol, asetonitril gibi bir
organik ¢oziicli i¢eren sulu tampon ve tayin edilecek bilesik ile zit yiiklii karsit iyon i¢eren bir
Iyonik bilesikten meydana gelmistir (Skoog ve digerleri, 1998). Karsit iyon analitle birleserek
ters faz dolgu maddesi ile alikonulabilen nétral iyon ¢ifti olusturan bir iyondur. Kars1 iyonlar
numune iyonlarinin polar olamayan sabit fazda alikonmasini arttiracak alkil gruplar igerirler.
Iyonize olabilen maddelerin dagilma kromatografisiyle iyi bir ayirimi genellikle sorunludur.
Hareketli faz pH'sinin denetlenmesiyle sulu ortamda iyonlasabilen bu maddelerin ters faz
kolonla ayrimi saglanabilir. Bu isleme iyon bastirma denir ve hareketli faz pH's1 analitin pKa
degerine yakin oldugunda pH'da yapilan kiiciik degisiklikler alikonma siiresinde biiyiik
degisikliklere yol acabilir. Iyon bastirma teknigi, analitin kuvvetli asidik (pKa<3) ve kuvvetli
bazik (pKa> 8) oldugu kosullarda uygulanir. Ancak asir1 pH degerleri celik kolonda
korozyona, baglanmis sabit fazin ayrilmasina veya silika destek maddesinin ¢6ziilmesine
neden olabilir. Boyle durumlarda, hareketli faza, kars1 iyon adi verilen maddeler eklenerek
aymrim iyilestirebilirler. Hareketli faza eklenen iyon, ya iyon gifti olusturarak ya da ayrilan
madde ile kromatografik etkilesme icin yarisarak veya dolgu maddesindeki silanol uglarinin

dinamik olarak kapatarak kromatografik ayrimi gerceklestirebilirler (Tablo 2.2).

Iyon ¢ifti olusumuna etki eden faktorler;
1. Kars1 iyon tipi ve ayrilan maddeyle etkilesme derecesi,
2. Kars1 iyonun boyutu,
3. Kars1 iyon derigimi,
4. Ortamin pH's1,
5. Hareketli fazdaki organik ¢6ziicii tipi ve miktari,
6. Sicaklik,

7. Sabit faz yiizeyinin kars1 iyonla kaplanma derecesidir.
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Tablo 2.2. Zit faz kars1 iyon tipleri ve uygulamalari

Kars1 iyon tipi Uygulamasi
Kuvaterner aminler (tetraetil, tetrametil, | Kuvvetli asitler, siilfolanmis boyalar,
trimetilamonyum) karboksilik asitler, hidrokortizon ve tuzlar
Bis-(2-etilhegzil) fosfat Fenoller
Tersiyer aminler (trietilamin) Siilfonatlar, karboksilik asitler

Alkil stilfonik asitler (metan, pentan, | Kuvvetli ve zayif bazlar, benzalkonyum

hegzan, heptan veya hegzan siilfonik asit) | tuzlari, katekolaminler, peptidler, opium

alkaloidleri
Perklorik asit Aminler, peptidler
Alkil siilfonatlar (oktil, desil, dodesil) Siilfonik asit benzeri etki

Iyon cifti olusturucu maddenin derisimi, hareketli fazda yeterli miktarda karsit iyon
bulunabilmesi ve sabit faz yiizeyindeki artik silanol gruplarinin tamamen kaplanabilmesi igin
onemlidir. Ozellikle pik simetrisi bozuk olan maddeler i¢in sabit fazin tamamen kaplanmasi
istenir. Karsit iyonun zincir uzunlugu ve hareketli fazdaki derisimi yeterliyse bagh fazin ¢ok
yiiksek oranda kaplanmasi beklenir. Kars1 iyon derisimindeki degisim, alikonma siiresini ve
buna bagl olarak kapasite faktoriinii degistirirken segicilik bu degisimden belirgin olarak

etkilenmez.

Iyonize olmayip yiik kazanmayan maddeler kisa zincirli (Cs—Cg) iyon ¢ifti olusturucu
maddelerle etkilesmeye girmez. Bunlarin alikonma siireleri ve pik simetrileri degismez. Bu
nedenle hareketli fazin pH's1 hem ayrilan maddenin hem de kars1 iyonun en fazla iyonlastigi
degerde tutulmalidir. En yiiksek alikonma siiresi ayrilan madde ve iyon ¢ifti olusturucu madde
tamamen iyonlastiginda elde edilir. Iyon cifti olusturucu maddenin iyonlasma hiz1 yiiksekse
alikonmay1 maddenin iyonlagma hizi denetler. Ayrilan madde tipine gore uygun hareketli faz

pH araliklar1 Tablo 2.3'te verilmistir (Krstulovic ve Brown, 1982; Basc: ve digerleri, 1998).
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Tablo 2.3. Ayrilan madde tipine gore hareketli faz pH se¢imi

Ayrilan madde tipi Hareketli faz Sonug
pH aralig
Kuvvetli asitler (pKa < 2) 2.0-7.4 Bu pH araliginda madde iyonlasir.
Zayi1f asitler (pKa > 2) 6.0-7.4 Bu pH araliginda madde iyonlasir.
2.0-5.0 Maddenin iyonlagmasi bastirilir.
Kuvvetli bazlar (pKa > 8) 2.0-8.0 Bu pH araliginda madde iyonlasir.
Zayif bazlar (pKa< 8 ) 2.0-5.0 Bu pH araliginda madde iyonlasir.
6.0-7.4 Maddenin iyonlasmasi bastirilir.

Hareketli faza ilave edilen iyon c¢iftleri polaritesi diisiik olan sabit faz tarafindan
absorplanir. Iyonize olmus maddeler bu iyon ciftleri ile iyonik etkilesime girerek kolonda
tutunurlar. Maddelerin alikonmalar1 ilave edilen iyon ¢ifti reaktifinin derisimi ile degisir. Iyon
cifti reaktiflerinin Cg ve Cig sabit fazlari ile etkilesimi gii¢lii oldugundan bu teknikle en ¢ok

kullanilan sabit fazlardir.

2.2.4. iyon Degistirme Kromatografisi

Iyonlarm (katyon-anyon) yer degistirmesine dayanan bu kromatografide, sabit fazda
bulunan iyonlarla numunedeki aym yiiklii iyonlar yer degistirir. Iyonik halde veya
iyonlagabilen madde ya da pH'ya baglh olarak iyonlasabilen molekiillerin ayrimi igin
kullanilan bir ydntemdir. Iyon degistirici dolgu maddeleri silika {izerine iyonik fonksiyonel
gruplarin baglanmasiyla elde edilir. Iyon degistirme mekanizmasinda hareketli fazin pH's1 ve
iyonik giicli alikonma siiresi iizerinde, hareketli fazin organik ¢6ziicii icerigine oranla daha
fazla etkilidir. Ayrilacak madde ile sabit faz arasinda ne kadar kuvvetli bag ve elektrostatik

¢ekim olusursa alikonma o kadar gii¢lii olur (Meyer, 1988; Snyder ve digerleri, 1988).
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2.2.5. Eleme Kromatografisi

Eleme kromatografisi, molekiil agirlik farki ¢ok biiyilk olan bilesikleri igeren
karisimlar1 ayirmak igin kullanilir (Skoog ve digerleri, 1998). Eleme kromatografisinde esas
olarak sabit faz ile fizikokimyasal etkilesim olmaktadir. Dolgu maddesinin gbézenek
biiyiikliigii ve numunede bulunan molekiillerin boyutu alikonma siiresini etkiler. Biiyiik
molekiiller dolgu maddesinin gozeneklerine (porlarina) girmeyerek hareketli faz ile birlikte
hizla siiriiklenir ve kolonu dnce terkederler. Kiigiik molekiiller porlar1 dolduran hareketli faza
difiize olurlar. Bunlarin ortalama hizlar1 porlarda gecirdikleri zamana baghdir. Orta
biiyiikliikteki molekiiller ise sadece bazi porlara difiize olurlar, bu nedenle ortalama bir hizla
hareket ederler. Eleme kromatografisi genellikle polimerleri ayirmak i¢in kullanilir. Alikonma
zamant ile molekiil agirlig1 arasinda ¢izilen grafikten bir polimerin molekiil agirlik dagilimi

bulunabilir.

2.2.6. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi sabit faz olarak modifiye edilen ligant bagli jel matriks ile
protein molekiilii arasindaki spesifik etkilesime dayanir. Sabit faz bir antikor gibi davranarak
sadece etkilesen antijen ylizeyi olan protein molekiiliiniin baglanmasina izin verir. Hareketli
faz bilesimi veya pH degistirilerek bu proteinin kolonda eliie olmasi saglanir (Skoog ve
digerleri, 1998).

2.2.7. Kromatografide Temel Parametreler

I Alikonma Zamani ve Kapasite Faktorii

Numunenin enjeksiyonundan sonra dedektore ulasmasi i¢in gegen zamana alikonma
zamant denir (tr). Alikonma zamani terimi yerine alikonma hacmi de kullanilir. Bir maddenin

alikonma hacmi (VR) bir bilesenin sabit fazdan eliie olmasi icin gerekli olan hareketli faz

hacmi olup alikonma zamani ve hacimsel akis hizindan (F) hesaplanabilir.
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Vs =1tgrF (2.1)

Alikonma hacmi temel kromatografik parametre olan dagilim katsayisi (K) ile asagidaki

esitlik geregi dogrudan iliskilidir.

Vs =Vm +KVs (22)

Vn: Kolondaki hareketli faz hacmi

V,: Kolondaki sabit faz hacmidir.

Dagilim katsayis1 (K) ise; analitin sabit fazdaki molar derisiminin (Cs) hareketli fazdaki

derisimine (Cpy) oranidir.

K = Cs/Cm (2.3)

Bir maddenin alikonma hacmi, 6li hacim (V,) terimini icerecek bi¢cimde de tanimlanabilir.

Kapasite faktorii (k') olarak bilinen bu kavram esitlik 2.4'de verilmistir.

K’ =(Vr-Vo)/Vo (2.4)

Eliisyon sirasinda hacimsel akis hiz1 (F) sabitse esitlik;

K’ =(tr-to)/to (2.5)

biciminde yazilabilir. Kolon ile herhangi bir etkilesmeye girmeyen maddeler 6lii zamanda eliie

edilirler. Esitlik 2.5'te tp sirasi ile 6lii hacim ve 6lii zaman olarak tanimlanmistir (Sekil 2.9).
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Sekil 2. 9. Kapasite faktoriiniin hesaplanmast
Kapasite faktorii dagilimdaki derisimlere bagli olup dagilim katsayisi ile iliskilidir.
k' = KxVs/V (2.6)
Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir ve uygun bir hareketli faz-sabit faz
cifti se¢ildiginde belirli bir karisimdaki her bir bilesen icin farkl kapasite faktorii degerleri
elde edilir. Iyi bir ayrim igin kapasite faktdriiniin 1-10 arasinda olmasi beklenir. Hesaplanan k'

<1 ise maddenin kolonda ¢ok az tutundugu, k' > 10 ise maddenin kolonda c¢ok fazla tutunarak

analiz siiresini asir1 uzattig diistintiliir.

ii. Segcicilik

Iki maddeye ait kapasite faktdrlerinin orani segicilik (o) veya aymrim faktorii olarak

adlandirilir ve agagidaki esitlikle verilir.

A= k’z / k’l = (tRz - to) / (tRl - to) (27)
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Bu esitlikte, k'y kisa alikonma zamanli maddenin, k', ise daha uzun alikonma zamanl
maddenin kapasite faktorii olarak tanimlanmistir. Segicilik, esas olarak sabit faz 6zelliklerine
baghdir ancak hareketli faz bilesimi de segiciligi etkiler. Deneysel calismada iki pikin

seciciliginin 1'den biiyiik olmas1 beklenir.

iii. Kolon Etkinligi

Kolon etkinligi, pik genisligi ile ilgilidir. Etkinligi yiiksek olan kolonlar, dar pikler
verirler ve bu kolonlarla maddeleri ayirmak daha kolaydir. Basarili bir kromatografinin asil
amact dar bir kromatografik bant dolayisiyla yiiksek bir ayiricilik elde etmektir.
Kromatografik kolon etkinliginin nicel bir oOlgiisii olarak, birbiriyle ilgili iki terim

kullanilmaktadir. Bunlar, teorik tabaka yiiksekligi (H) ve teorik tabaka sayisi (N)'dir. Bu iKi

terim arasinda esitlik 2.8'deki bagint1 da vardir.

N=L/H (2.8)
L: Kolon dolgu uzunlugu

Kromatografik kolonun etkinligi teorik tabaka sayisi arttikga ve teorik tabaka
yiiksekligi azaldik¢a artar. Kolon tipi ve boyutu, hareketli faz bilesimi ve akis hizina bagh
olarak kolon etkinligi degigsmektedir.

Teorik tabaka sayisini elde edebilmek i¢in asagidaki formiil kullanilabilir.

N= 16 / (tr/w)? (2.9)

tr: Alikonma zamani

w: Pik zemin genisligi
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Pik genisliginin Ol¢lilmesinde karsilasilacak hatalardan kaginmak icin N degeri
hesaplamada baska bir secenek, wip, yani yar yiikseklikteki pik genisligi degeri

kullanilmasidir.

N= 5.54 (tr/W1y) (2.10)

Kromatografik kolondaki ayirma olaylarina matematiksel yaklagim, 1950'li yillarda
Hollandali kimya miihendisi Van Deemter'in kendi adi ile anilan esitligin bulunmas ile

sonuclanan incelemeleri ile baglamistir.

H=A+B/u+Cu (2.11)

H: Teorik tabaka yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyonu
B: Boyuna difiizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi1

u: Cizgisel hiz

Bir kromatografi kolonunun etkinliginin saglanmasi i¢in Once bu kolon igin
kullanilacak optimum akis hizinin saptanmas1 gerekir. H degerinin kiigiiltiilmesi i¢in bir dizi

Onlem alinarak kolonun etkinligi arttirilabilir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Van Deemter egrisi

Esitlik 2.11'deki akis hizindan bagimsiz olan A degeri, madde molekiillerinin kolonda
ilerlerken farkli yollar izlemesi nedeniyle biiylir. Farkli uzunluktaki yollar1 izleyen madde
molekiillerinin kolonda kalis siireleri de farkli olur. Biitliin molekiillerin kolon boyunca
ilerlemesi sirasinda kromatografik bantta genisleme gozlenir. Bu olaya Eddy difiizyonu denir.

Kolon dolgu maddesinin ¢ok kii¢iik tanecikli olarak alinmasi ile A' nin degeri kiiciiltiilebilir.

Formiildeki ikinci terim boyuna diflizyon terimi olup ozellikle diisiik akis hizlarinda
onem kazanir. Bu terimin katkis1 bilesenlerin hareketli faz icindeki difiizyon katsayilarinin
degerleri ile dogru orantili olarak artar. B'nin degeri kolon sicakliginin azaltilmasi ile kiigtiliir.

Kolona basin¢ uygulayarak da B'nin degerinin kii¢iiltiilmesi miimkiindiir.

Formiiliin {igiincii terimi yliksek akis hizlarinda 6nem kazanan kiitle aktarimi terimidir.
Akis hiz1 arttikca bilesenlerin iki faz arasinda dagilma dengelerine ulasabilmeleri igin gereken
siire azalir ve dolayisi ile dagilma dengesine tam olarak erisilemez. Bu terimdeki C degerinin

kiigiiltiilebilmesi i¢in hareketli sivi fazin viskozitesinin az olmasi, kolon sicakliginin
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arttirtlmasi, sabit faz ince bir siv1 film ile kapliysa bu filmin kalinligiin ¢ok kii¢lik bir degere

sahip olmasi gerekir.
iv. Ayiricilik

Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicli etkinliginin ortak etkisi ayiricilik

kavramiyla ifade edilir. Ayiricilik (R), genel olarak asagidaki esitlikle verilmektedir:
R=2 (tRZ - tRl) / (W]_ + W2) (212)

tr1=Birinci numunenin alikonma zamani
tro=Ikinci numunenin alikonma zamani
wi=Birinci numunenin olusan pik araliginin genisligi

w,=Ikinci numunenin olusan pik araligmin genisligi

Ayiriciligin; kapasite faktorii (k'), secicilik (o) ve kolon etkinligi (N) terimleriyle
iliskisi agsagidaki esitlikle ifade edilebilir

R = (1/4) [(a-1) / o] [K' /(k'+1)] N¥2 (2.13)

Nicel kromatografik analizler igin iki pikin birbirinden tamamen ayrildigit R > 1.5

degeri en uygundur.

Genel olarak se¢icilik arttik¢a ayiriciligin da artmasi beklenir. Fakat belli bir segicilik
degerinden sonra toplam ayiricilikta gergek bir iyilesme olmadan farkli alikonma siirelerine
sahip madde pikleri elde edilebilir. Secicilik digsinda kalan terimler sabit kabul edilerek
secicilige kars1 ayiricilik grafige isaretlendiginde bu davranis agikga goriilmektedir (Sekil
2.11). Kromatografik ayirimin basari ile gerceklesmesi i¢in o > 1 olmalidir, o = 1 oldugunda
iki bilesik ayrilamaz. Secicilik, hareketli ve sabit fazin bilesimi ile degisir. Birbirine yakin

piklerde seg¢icilik 1'e yakindir.
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Sekil 2. 11. Ayiriciligin segicilikle ve kapasite faktorii ile degisimi

Etkinlik faktorii olarak da tamimlanan N, akis hizi, kolon uzunlugu veya dolgu
maddesinin tanecik boyutu ile degisir. Etkinlik faktorii, pik genisligi ile ilgilidir. Ayiricilik,
N'in karekokiiniin bir fonksiyonu oldugu i¢in N'deki biiyiik artislar ayiricilikta kiiclik
degisiklikler meydana getirir.

Kapasite faktoriiniin ayiricilik iizerine etkisi bu kavramdan tiiretilmis olan segiciligin
etkisine benzer. Kapasite faktorii disindaki biitiin terimler sabit kabul edildiginde kapasite
faktoriiniin toplam ayiriciliga etkisi Sekil 2.11'de goriilmektedir. k* =0 oldugunda herhangi bir
ayirma islemi gergeklesmez. Ayrica k' degeri arttikga k'/(k'+1) degeri bire yaklasir ve kapasite
faktoriindeki artisin toplam ayiriciliga etkisi kalmaz. Kapasite faktorii icin en uygun degerler 1

ile 10 arasindadir ve daha ¢ok hareketli faz 6zelliklerine gore degisir.
V. Pik Simetrisi

Analitin hareketli faz denge derisimi (Cp,) sabit fazdaki denge derisimine (Cg) karsi
grafige gegirildiginde bir dizi iliski elde edilir. Sekil 2.12'deki iliski dogrusal olup egimi
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dagilim katsayisini verir. Biitiin Cry degerlerinde K sabit oldugu i¢in kromatografik bant biitiin

derisimlerde ayn1 hizda hareket eder ve simetrik bir eliisyon piki elde edilir.

Sahit Faz Derisimi

Dedektir Cevah

(a) (h) (c)

Dogrusal Anti-langmanr T angrmuair

Hareketli Far Derisimi

iGauss

Kuayruklanma

1
|
s

7

Faman R

Sekil 2.12. Eliisyon izotermleri ve pik sekilleri

I¢ biikey iliski (Sekil 2.12-b), kolonda fazla miktarda madde oldugunu gosterir. Bu

durumda sabit fazdaki madde-madde etkilesmeleri madde c¢oziicii etkilesmelerinden daha

baskindir. Bu durum K degerinin artmasina ve dogrusal olmayan iliski elde edilmesine neden

olur. Eliisyon egrisinin Oniinde bir alan olusur. Bu duruma 6n kuyruklanma ya da yiiklenme

denir ve ayrilan maddenin alikonma siiresi derisimle artar.

Eger molekiiller aras1 kuvvetler maddeyi sabit faz ylizeyinde bir katman olusturacak

bicimde tutuyorsa iliski digbiikey olur (Sekil 2.12-c) ve eliisyon egrisinde pik kuyruklanmasi

gortliir, boylece artan madde derisimiyle alikonma zamani azalir. Dogrusalliktan sapma nicel

analizi giiclestirdigi ve alikonma siirelerinin nitel analizde kullanimin1 engelledigi i¢in

kromatografik kosullar simetrik eliisyon piki saglanacak sekilde diizenlenir.
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Pik simetrisinin belirlenmesinde; pik asimetri oran1 (PAQO) Sekil 2.13'te tanimlanan CB

ve CA uzunluklari kullanilarak esitlik 2.14 yardimiyla hesaplanir.

PAO = CB /CA (2.14)

Iyi bir ayirma isleminde, PAO < 1.5 olmast istenir (Sena MM ve digerleri, 2004)

Pik yiiksekliginin
% 10'u

-_—ee mm Em Em Em Em Em s s == = o= w

Dedektor Cevah

Hacim veva Zaman

Sekil 2.13. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi

2.2.8. Hareketli Faz Bilesiminin Ayirima Etkisi

Stvi kromatografisinde iyi bir ayirim i¢in uygun ¢Ozilicii ¢ifti secilerek ayrilan
maddenin kapasite faktorii degistirilebilir. 1ki veya daha fazla sayida madde aym kapasite
faktorli ile eliie edilirse hareketli faz seciciligi yeterli degildir ve degistirilmesi gerekir.
Hareketli faz c¢oOzeltilerine ayirim kalitesini arttirmak amaciyla ilave edilen maddeler
diizenleyici olarak adlandirilir. Ters faz sivi kromatografisi hareketli fazlar1 genellikle su ve

organik ¢Ozilicii karisimlarindan olusmaktadir. Organik diizenleyici olarak kismen diisiik
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polariteli metanol, asetonitril ve tetrahidrofuran gibi ¢oziiciiler kullanilir. Seciciligin
lyilestirilmesi i¢in kullanilabilecek ¢Oziicli sayist smirli olmasina ragmen bazi kosullarda
organik diizenleyici tipi degistirilerek yeterli secicilik elde edilebilir. Ters faz tekniginde
diizenleyici olarak tamponlarda kullanilir. Hareketli fazin pH's1 dikkatlice ayarlanarak zayif
asit ve bazlarin segiciligi optimize edilebilir. Bazik numunelerde piklerdeki kuyruklanmay1
azaltmak amaciyla hareketli faza iyon g¢ifti reaktifi trietilamin, siilfonik asit tiirevleri asit ilave

edilerek ikincil mekanizmalar yardimiyla diizenleyici olarak kullanilabilirler.

2.2.9. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi  hareketli fazin basing yardimiyla kolona gonderildigi sistemlere yiiksek
performanslh sivi kromatografisi (HPLC) denir. Yiiksek performans; yiiksek hiz ve yiiksek
ayiriciligr ifade eder. Yiiksek performans g¢ok kiiciik capli (< 20 mikron) kolon dolgu
maddeleri kullanilarak bant genislemesinin azaltilmasi ve daha dar piklerin elde edilmesi ile
saglanir. Kolon boyunca hareketli fazin ilerlemesini saglamak icin yiiksek basing gereklidir.

Bu nedenle yontem, HPLC, yiiksek basing¢li sivi kromatografisi olarak da adlandirilir.

2.2.10. HPLC Cihaz1 Boliimleri

HPLC cihazinin kisimlar1 enjektor, pompa, kolon, dedektor ve kaydediciden olusur ve
Sekil 2.14'te sematik olarak gosterilmistir. Organik ¢6ziicli ve tampondan etkilenmemesi i¢in

biitiin materyal korozyona dayanikli malzemelerden yapilir.

i. Pompalar
Hareketli fazin kolon boyunca akisin1 saglamak i¢in kullanilirlar. Akisin sabit ve
deneylerin tekrarlanabilir olmasi icin hareketli fazin pompalanma hizi sabit olmalidir.

Pompalar iki tiptir;
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1. Sabit basing pompalart: ilk gelistirilen pompalardir. Hareketli faz bir haznede bulunur ve

bu hazne azot gibi eylemsiz bir gaz yardimiyla basing altinda tutulur; bu basing hareketli fazin

akisini saglar.

2. Sabit hacim pompalari: Basinc1 motor saglar. Herhangi bir nedenle sistemin gegirgenligi
bozulursa veya ¢oziiciinlin vizkositesi degisirse olusan i¢ basing degisikligi motorla saglanan

basing degisikligi ile kapatilir. Ozellikle gradient eliisyonlarda bu tip pompalar kullanilmalidir.
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Sekil 2.14. HPLC cihazi kisimlarinin sematik gosterimi

ii. Hareketli Faz

Hareketli fazin bilesimi alikonmay1 ve seciciligi en ¢ok etkileyen faktordiir. Hareketli

fazin kromatografik 6zelliklerini etkileyen faktorler asagida verilmistir:
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1. Ayrimu etkileyen ¢oziicii 6zellikleri: Eliisyon giicii ve segicilik.
2. Isletime bagl oOzellikler: Vizkozite, bastirilabilirlik, dedektdrle gegimlilik, kolon ile
gecimlilik, numune ile etkilesmeler, saflik ve i¢inde ¢oziinmiis gaz orani.

3. Giivenirlik 6zellikleri: Buharlasabilme 6zelligi.

iii. Enjektorler

Manuel enjeksiyon valfleri: Enjeksiyon valfleri yiiksek basingli bir ortama numune
aktarmak amaciyla kullanilan sistemlerdir. Enjeksiyon valfinin numune yiikleme ve
enjeksiyon olmak tizere iki konumu vardir. Yiikleme konumunda "loop" (kangal) basingli
ortamdan izole edilir ve bir siringa yardimi ile istenilen numune miktart "loop"a doldurulur.
Enjeksiyon konumunda "loop" tekrar yliksek basingli ortama donerek numuneyi sisteme

aktarir.

Basit otomatik enjektorler: Manuel enjeksiyon valfine benzer bir valf kullanilir. Bu
sistemde numune sisesine azot basinci uygulayarak "loop" doldurulur ve valfin donmesi ile

numune enjekte edilir.

Programlanabilen otomatik enjeksiyon sistemleri: Numune "Ioop"unu doldurmak i¢in
hassas bir motor ile hareket ettirilen siringalar kullanilir. Enjektorle ¢ekilen hacim kontrol
edilerek istenilen miktarda numune "loop"a doldurulur. Boylece kii¢lik miktarlardaki numune
enjeksiyonlar1 gergeklestirilebilmekte ve numune kayiplar1 en diisiik olmaktadir. Istenilen

sayida enjeksiyonu pes pese yapmak miimkiindiir.

iv. Kolonlar

Sabit fazi tagiyan kolonlar genellikle paslanmaz geliktir, 4-10 mm i¢ ¢apinda ve 10-30
cm boyunda olabilirler. Son yillarda uzunlugu 3-7.5 cm ve i¢ ¢ap1 1-4.6 mm olan yliksek
performansli mikro kolonlar da imal edilmeye baslanmistir. Dolgu maddesi taneciklerinin ¢ap1

1.7-10 um kadardir ve sistemin performansini biiyiik 6l¢iide belirleyen niteliktir. Tanecikler,
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gozenekli veya pellikiiler yapida olabilir. Gozenekli yapilar preparatif amagla; pellikiiler
olanlar analitik amagla kullanilir. Tanecik ¢ap1 kiiclik ve gozenekli yapilar hem analitik hem
de preparatif kromatografi amaciyla kullanilir. Analitik amagla kullanilan dolgu maddesinde
kiitle aktarimi daha hizli, etkinlik daha yliksek, kolonun yeniden dengelenmesi ise ¢ok hizlidir.
Silika, aliimina gibi katilar sahip olduklar1 -OH gruplar1 nedeniyle polar bilesenlerdir ve
normal-faz sivi kromatografisinde kullanilir. -OH grubu yerine -CigHss gibi bir hidrakarbon
baglanirsa kat1 yiizey apolar 6zellik kazanir. Kolonlarin émrii kullanima gore degisir. Kolon

Omriinii uzatmak i¢in 6n kolon kullanilabilir.

v. Dedektorler

HPLC sisteminin en 6nemli parcalarindan biridir ve iki grup altinda toplanirlar.

a. Maddeye Yonelik Dedektorler: Hareketli faz igindeki maddenin 6zelliklerini tayin
ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri asagida verilmistir:
1. Fotometrik dedektorler (UV, GB, IR fotometreleri)
2. Floresans dedektorler
3. Elektrokimyasal dedektorler
4. Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri
5. Radyoaktivite dedektorleri
6. Elektron yakalayici1 dedektdrler

7. Kiitle spektrometresi

b. Cozeltiye Yonelik Dedektorler: Cozeltinin i¢indeki maddeye degil, maddenin
cozeltisine 0zgii dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
1. Refraktif indeks dedektorleri
2. Dielektrik sabiti dedektorleri
3. Kondiiktivite dedektorleri
4. Yogunluk dedektorleri
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Bu calismada UV/GB dedektorii kullanildigindan, bu dedektér hakkinda bilgi

verilecektir.

UV/GB Dedektor

En cok kullanilan dedektor tipi UV/GB dedektorlerdir. Bir¢ok organik bilesigin
absorbsiyonu yiiksek oldugundan yiiksek duyarlilikta 6l¢iim yapilabilir, boylece duyarlilik ve
secicilik artirilir. Sicaklik ve akis hizi degisikliklerine fazla duyarli degildir, bu nedenle
gradient eliisyon icin idealdir. Bu dedektorler sabit dalga boylu veya degisken dalga boylu
olabilir.

Degisken dalga boylu dedektoérlerde 1sik kaynagi olarak 190-400 nm'de kuartz-iyot

veya tungsten halojen lambalar1 kullanilir.

Dizi diyot dedektdr (DAD) bir tiir UV/GB dedektoriidiir. Optik sistemi, doteryum
lambasindan yayilan polikromatik 15181, akis hiicresinin {lizerine yollar. Bu 151k daha sonra
optik ag tizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto diyot dizisi lizerine diiser. DAD
200-700 nm dalga boyu araliginin 0.1 sn araliklarla tespit edebilmektedir. Analiz edilecek
maddelerin maksimum dalga boylar1 farkli oldugunda DAD'ler birden fazla dalga boyunda
Ol¢iim alabilir. Kromatografik piklerin saflik kontroliinde veya birden fazla pikten olusup
olusmadiklarinin tayininde oldukca sik kullanilir. Bu amagcla, piklerin eliisyonu sirasinda
birka¢ spektrum kayit edilerek, spektrumlar iist iiste konup karsilastirilabilir. Biitiin dalga
boylarinda spektrumlar iist iiste ¢akisiyorsa madde piki saftir. Eger enjekte edilen piklerin
sayisindan daha az pik elde edilmigse saflik kontrolleri yararli ipuglar1 verir. DAD'in
ozellikleri asagidaki sekilde siralanabilir:

1. Ayn1 anda spektrumun biitiin dalga boylarinda piklerin 6l¢iimii yapilabilir.

2. Tek bir enjeksiyonla maksimum dalga boylar1 saptanabilir.

3. Aynm1 anda birden fazla dalga boyunda kromatogramlar ve kromatogramlardaki piklerin
UV/GB spektrumlari alinabilir.
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4. Kromatografik olarak ayrilamamis piklerin nicel analizi yapilabilir (Referans dalga boyu
kullanilarak maddelerin ayrilmasi saglanir).
5. Spektrumlarin ¢akistirilmasi yontemi ile pik safliginin tespiti yapilabilir.

6. Pik kimliginin dogrulanmasi yapilabilir.
2.3. Spektrofotometri

Isik ile madde arasindaki etkilesmeyi inceleyen bilim dali olan spektroskopi; goriiniir
1sinlart yani sira X- 1ginlari, ultraviyole (mordtesi) ve infrared (kizildtesi) bolgeleri, mikro
dalgalar1 ve radyo frekanslarini da i¢ine alir. Spektrokimyasal yontemler, inorganik ve organik
bilesiklerin nicel ve nitel tayinlerinde yaygin kullanimlarinin yani sira, molekiil yapilarinin

aydinlatilmasinda da en sik bagvurulan araglardir (Skoog ve digerleri, 1999).

Spektroskopi, bir Ornekteki atom, molekiill veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda absorplanan ya da yayilan elektromanyetik 1simanin 6lgiilmesi ve
yorumlanmasidir. Her atom, molekiil veya iyonun elektromanyetik 1s1ma ile kendine 6zgii
iligkisi vardir ve bunlarin donme, titresim ve elektronik enerjilerindeki degisiklikler

spektroskopinin temelini olusturur.

Spektrofotometri, 151k enerjisinin absorpsiyonuna dayali bir yontemdir. Isik ise
elektromanyetik bir radyasyondur ve frekansi (y) veya dalga boyu (A) ile karakterize edilir.
Frekans ve dalga boyu arasinda y x A = ¢ bagintis1 vardir. Burada c, 1s1manin hizidir. Isgmanin
vakumdaki yayilma hizi, frekanstan bagimsiz ve en yiiksek degerindedir.

Enerji ise:
E =h. ¢/A (2.15)

formiilleriyle ifade edilir (h=plank sabiti = 6.62 x 10?’erg sn* ve ¢ = 3x10"°cm sn™). Bu

esitlige gore dalga boyu kiigiildiik¢e elektromanyetik 1s1manin enerjisi artar.
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Elektromanyetik 1s1ma uzayda c¢ok biiylik bir hizla hareket eden bir enerji tiirtidiir.
Elektromanyetik 1s1manin en ¢ok karsilasilan tiirleri, gozle algiladigimiz goriiniir 151k ve 1s1
seklinde algiladigimiz infrared (kirmizi Otesi) 1sinlardir; x-1sinlari, ultraviyole (mor Otesi),
mikrodalga ve radyo 1simalari ise elektromanyetik 1stmanin diger tiirleridir. Istmanin girisim
(interferans) ve kirmim (difraksiyon) gibi davranmiglarini tanimlamak i¢in elektromanyetik
dalga oOzelliginden yararlanilir. Bir metal yiizeyinden 1sima ile elektronlarin koparilmasi
(fotoelektrik olay) ve 1sima enerjisinin bir madde tarafindan sogurulmasi (absorpsiyonu) ve
yayilmasi (emisyonu) olaylarini agiklamak i¢in ise dalga modeli yetersiz kalir. Bu olay1
aciklamak i¢in 1s1manin tanecik ozelliklerini géz Oniine almak, yani elektromanyetik 151may1
enerji tastyan ve foton adi verilen enerji paketleri olusturan tanecikler olarak diistinmek
gerekir. Isimanin madde ile etkilesmelerini agiklayabilmek i¢in bu iki model bir arada

diisiiniilmektedir (Skoog ve digerleri, 1998).

Isin; atom ve molekiiller tarafindan absorbe edilebilir. Absorbe edilen enerji kuantlidir
ve elektronlarin diisiik enerjili orbitallerden (temel hal) daha yiiksek enerjili orbitallere
(uyarilmis hal) gegmesine neden olur. Ama her enerji absorbe edilemez; ancak iki enerji

seviyesi arasindaki farka esit bir enerji absorbe edilebilir.

Vakumdan seffaf bir madde ortamina giren 151n, maddenin atom molekiilleriyle
etkilesir. Etkilesme 1smin elektriksel alani ile maddenin bag elektronlar1 arasinda olur ve
maddenin yapisi bagli olarak degisir. Bu etkilesme sonucu baslica su olaylar meydana gelir:

1. Isinin gegmesi veya kirilmast

2. Isinin yansimast

3. Isinin dagilmasi

4. Ismin sagilmasi

5. Ismin absorpsiyonu ve emisyonu

Cozelti lizerine bir 151n demeti diisiiniildiigiinde olusabilecek olaylar Sekil 2.15°de

gosterilmistir.
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Id Id lo: Giren 151n siddeti
\ — / I: Cikan 151n giddeti
I e l: Absorplanan 1sin siddeti
IO L\I / I Ild:_ ]iagllan 151N sid.deti |
e e R y: Yansiyan 1s1n siddeti
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I/L\I

Sekil 2.15. Cozelti lizerine diisiiriilen bir 151n demetinde olusabilecek olaylar

d

Lo lat 1y +1g+1 (2.16)

Isinin absorpsiyonu lizerine diistiigli atom, iyon veya molekiiliin derisim ile orantili
olarak ilk kez Lambert ve Beer tarafindan ortaya konulmustur. Beer'a gore bir ¢ozeltiden
gecen monokromatik 1s1n demetinin siddeti, ¢ozeltinin derisimi ile logaritmik, iistel veya

geometrik olarak azalir.
I=1,. 107 (2.17)

I, gelen 1sinin siddeti, I ¢ozeltiyi terk eden 1smnin siddeti, a ¢dzeltinin tilirline ve
monokromatik 1s1nin dalga boyuna bagl bir sabit, C ise ¢dzeltinin derisimidir. Beer yasasi,
oldukca diisiik derisimlerde analit i¢eren ortamlarin absorpsiyon davraniglart basarili bir
sekilde ifade eder. Yiiksek derisimlerde (genellikle > 0.01 M) absorbsiyon yapan molekiiller
arasindaki uzaklik ¢ok azalir ve molekiiller komsularimin yiik dagilimlarini etkiler. Bu
etkilesim sonucu molekiillerin absorplama 6zellikleri degisir. Etkilesim derisime bagli oldugu

icin derisim arttikca dogrusalliktan sapmalar olur. Analit ayristiginda (dissosiyasyon), cesitli
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tirlerle birlestiginde (assosiyasyon) veya c¢oziicli ile farkli absorpsiyon spektrumu olan bir

tirtin vermek tizere tepkime verdiginde Beer yasasindan belirgin sapmalar goriiliir.

Lambert'e gore, bir ¢ozeltiden gecen monokromatik bir 151n demetinin siddeti, ¢ozelti

icinde aldig1 yolla logaritmik, iistel veya geometrik olarak azalir.
1=1,.10" (2.18)
b:1sin demetinin ¢ozelti iginde aldigi yol
Yukarida agiklanan iki kanun birlestirilerek,
I=l,. 10 **© elde edilir. Esitligin eksi logaritmasi alinirsa,
logl,/1=A=abC (2.19)
Bu esitlik kisaca, A = abC (2.19) seklinde verilir ve bu esitlikten derisim (C)

hesaplanabilir. Bu bagintida A degeri C'ye kars1 grafige gecirilirse egimi a X b olan bir dogru
elde edilir.

Derisimin mol L™ alimasi halinde A'yi C'ye baglayan esitlikte katsay1 ¢ ile gosterilir

ve molar absorpsiyon katsayisi ya da molar absorbtivite adin1 alir.
A =¢bC (2.20)

A degeri C'ye kars1 grafige gecirilirse bir dogru elde edilir, ancak her zaman diizgiin bir
dogru elde edilemez. Absorbans 151n yolu ile dogrusal degisir, bunun ¢ok az istisnasi vardir.
Diger taraftan, b sabit tutulurken, derisim ile 6l¢iilen absorbans arasindaki dogrusal iligkiden
sapmalarla sik sik karsilasilir. Boyle saptamalarin (hatalarin) ¢esitli nedenleri olabilir. Bu

sapmalarin bazilar1 olayin dogasindan ileri gelir ve Beer yasasina gercek sinirlamalarini
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gosterir. Digerleri absorpsiyon Ol¢iimlerinin yapilis tarzi veya derisim degistikce olusan

kimyasal degisim sonucu olusmaktadir (Giindiiz, 1988).

2.3.1. Ultraviyole/Goriiniir Bolge Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

UV/GB isinlart ile uyarilma, diisiik enerjili atomik veya molekiiler orbitallerdeki
elektronlarin daha yiiksek enerjili orbitallere ¢ikarilmasi sonucu olusur. Uyarilmada isinin
absorplanabilmesi i¢in enerjisinin iki orbitalin enerjileri arasindaki farka esit olmasi
gerekmektedir. Bir maddenin 151 veya elektromagnetik enerjiyi absorblamasi olayr iki
basamaklidir. Birinci basamakta;

M + h, — M* olusur.

M*, 151n absorplayarak uyarilmis bir atom, iyon veya molekiildiir. Uyarilmis olan bdyle

bir tanecigin 6mrii 10® sn kadardur. ikinci basamakta;

M*— M + 1s1 ( ya da 151n) olay1 meydana gelir.

UV/GB 1sinlarinin  absorpsiyonu genellikle bag elektronlarinin  uyarilmasindan
kaynaklanir ve sonugta absorpsiyon piklerinin dalga boylar1 bag tipt ile iliskilidir.
Molekiillerin maksimum absorpsiyon yaptiklar1 dalga boyu ve o dalga boyundaki absorptivite
katsayisilart o molekiildeki fonksiyonel gruplarin yapisi ve saf olup olmadig: ile ilgili bilgi

Verir.

2.3.2. Organik Bilesiklerin Absorpsiyonu

Dalga boyu 180-780 nm araligina diisen 1sinlarin organik molekiiller tarafindan
absorpsiyonu, bag olusumunda dogrudan yer alan veya oksijen, kiikiirt, azot, halojen gibi
atomlarin degerlik katmanlarinda lokalize olmus elektronlar ile fotonlar arasindaki

etkilesmeden ortaya cikar.

Bir organik molekiiliin absorpsiyon yapacagi dalga boyu, bu molekiildeki ¢ok sayida

elektronun atomlara ne kadar siki1 tutunduguna baglhidir. Karbon-karbon, karbon-hidrojen gibi
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tekli baglardaki ortaklasilmis elektronlar Oylesine siki baghdirlar ki, bu elektronlarin
uyarilmast i¢in gerekli enerji, vakum ultraviyole bolgesinde (180 nm'nin altinda) isinlar
gerektirir. Organik molekiillerin ikili ve {i¢lii baglarindaki elektronlarin uyarilmasi daha az
enerji ister. UV/GB'de absorpsiyon yapan doymamis fonksiyonel gruplara kromofor denir.
Birden ¢ok kromoforun konjuge olmasi, pik maksimumlarini uzun dalga boylarina kaydirir ve
UV/GB'deki absorpsiyon piklerinde titresimlere bagli bir genisleme olur. Bu da, absorpsiyon

maksimumunun kesin olarak tayinini zorlastirir.

Heteroatom (oksijen, azot, kiikiirt, halojen gibi) igeren organik molekiillerde 170-250
nm dalga boyu 1sinlarla uyarilabilen ortaklasilmamis elektronlar vardir. Bu bilesiklerin bazilari
(alkoller, eterler) ¢oziicli olarak kullanilirlar ve bu ¢dziiciilerin absorpsiyonu sebebiyle,
spektrumlar1 180-200 nm'de kesmek gerekir. Baz1 hallerde, halojen ve kiikiirtlii bilesiklerin
tayini i¢in bu tip absorpsiyondan yararlanilir (Skoog ve digerleri, 1999).

2.3.3. UV/GB Spektrofotometreleri

Spektrofotometrelerde 6l¢lim icin dar bir 151n bandi elde etmek amaci ile sebeke veya
prizma tipi monokromatorler kullanilir. Spektrofotometrelerin 6l¢limlerde kullanilan dalga
boyunu siirekli degistirme iistiinliigli vardir ve bu sekilde biitiin bir spektrum elde edilir. UV
bolgede yaklasik 180-200 nm'den baslar ve goriiniir bolgenin tamamint 800 nm civarina kadar
tarayabilir. Tek 151 yollu, ¢ift 151n yollu (Sekil 2.16) ve alt 1s1n yollu spektrofotometreler

bulunmaktadir.

Cift 151 yollu spektrofotometreler, 190-750 nm aralifinda c¢aligmak iizere
tasarlanmistir. Cihaz, sira ile devreye giren tungsten ve doteryum lambalari, grating
monokromatorii ve bir fotogogaltici dedektérden olusmustur. Isin boliicii, motorla donen, ii¢
bolmeli bir disktir. Bu diskin {i¢c bolmesinden biri saydam, ikincisi saydam, iigiinciisii ise
opaktir. Her déniiste dedektdr ii¢ ayri sinyal alir. Ug sinyal, elektronik olarak islenerek
gecirgenlik veya absorbans gostergeden okunur (Skoog ve digerleri, 1998).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Tez Calismasinda Kullanilan Gerecler

3.1.1 Cihazlar

HPLC sistemi Agilent 1100
- pompa
-Oto drnekleyici
-UV Dedektor

UV-GB spektrofotometre Shimadzu

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Parasetamol (CgHygNO>), Sigma, > % 99 saflikta
Urasil (C4H4N,0,), Sigma

Kafein (CgH1oN4O,) , Sigma, > % 99 saflikta
Metanol (CH30H), Sigma-Aldrich, >% 99.9 saflikta
Etanol (C,HsOH), Merck, > % 96 saflikta

3.1.3. Sarf Malzemeler
Kolon (Eclipse XDB-Cyg, 5 um, 4.6 x150 mm)

3.1.4. Analizi Yapilan Farmasotik Preparatlar

Parasetamol igeren 5 farkli farmasotik preparatta calisildi. Bunlar; L Holde Bristol
Laboratories Code BL 50® (Parasetamol BP 500 mg/tablet) , Parol® (Parasetamol 500
mg/tablet), Aspar® (Parasetamol 500 mg/tablet), Panadol® (Parasetamol 500 mg/tablet),
Pirofen® (Parasetamol 500 mg/tablet ), Pharmadol“(Parasetamol 500 mg/tablet). Farmasdtik

preparatlar Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde bulunan eczanelerden temin edilmistir.
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3.2. Deneyler i¢in Gerekli Hazirhklar
3.2.1. Etkin Maddelerin Safligi

UV Spektrofotometri yontemi kullanilarak etkin maddelerin saflig1 kontrol edilmistir.
3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Parasetamol stok ¢ozeltisinin (500 pg mL™) hazirlanmasi: 0.05 g standart parasetamol
tartilir ve 100 mL’lik balon jojeye aktarilir, az miktarda % 100’liik metanol eklenip ultrasonik
banyoda 15 dak tamamen ¢ozlinmesi saglanir ve 100 mL’ye % 100’liikk metanol ile
tamamlanir.

Kafein stok ¢ozeltisinin (1000 pug mL™) hazirlanmast: 0.025 g standart kafein tartilir
ve 25 mL’lik balon jojeye aktarilir, az miktarda %100°liik metanol eklenip ultrasonik banyoda

15 dak tamamen ¢6ziinmesi saglanir ve 25 mL’ye % 100’liik metanol ile tamamlanir.

Hareketli faz ¢cozeltilerinin hazirlanmasi:

% 80 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 20 mL distile su, 80
mL % 100’liik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karigtirilir.

% 70 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 30 mL distile su, 70
mL % 100°lik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karistirilir.

% 60 metanol ¢dzeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 40 mL distile su, 60
mL % 100’liik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karigtirilir.

% 50 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 50 mL distile su, 50
mL % 100°lik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karistirilir.

% 40 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 60 mL distile su, 40

mL % 100’liik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karistirilir.
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% 30 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 70 mL distile su, 30
mL % 100°lik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karistirilir.

% 20 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 80 mL distile su, 20
mL % 100°liik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karistirilir.

% 15 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 85 mL distile su, 15
mL % 100°lik metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karistirilir.

% 10 metanol ¢ozeltinin hazirlanmasi: 100 mL’lik balon jojeye 90 mL distile su, 10 ml

% 100 ‘liikk metanol konularak 15 dak ultrasonik banyoda karigtirilir.
3.2.3. Farmasoétik Preparatlarin Analize Hazirlanmasi

HPLC ile yapilan analizlerde; 5 adet tablet alinarak 500 mL’lik balon jojeye konulur
ve % 100’lik metanol eklenir, vorteks kullanilarak iyice karigtirilir. Ultrasonik banyoda 30
dak bekletilir ve 500 mL’ye % 100’liik metanol ile tamamlanir. Santrifiij edilerek ayrilir (5000
mg pL'l). 200 pL santrifiigat alinarak ependorf tiipe konulur, iistiine 800 pL hareketli faz
eklenir (1000 mg pL™). Son ¢ozeltiden 25 uL alinip 975 pL hareketli faz eklenerek (25 mg

uL™) analize hazir hale getirilir.

UV spektrofotometre ile yapilan analizlerde; otomatik mikropipetle, hazirlanan 5000
mg puL™* farmasétik preparat ¢ozeltisinden 10 pL almarak etanolle 2000 pL’ye seyreltilerek

(25 mg pL™) analize hazirlanr.
3.2.4. Spektrofotometri Yontemiyle Farmasotik Preparatlarin Analizleri

Spektrofotometre sifirlandiktan sonra kor ¢ozelti olarak % 100’lik etanol
kullanilmistir. Standart parasetamoliin % 100’liik etanol ¢ozeltisiyle hazirlanan 5 mg uL™?, 10
mg pL™, 20 mg pL™, 25 mg pL? ve 40 mg pL™lik ¢ozeltileri, sirasiyla spektrofotometrede
205 nm’de olgiilir (Kir ve digerleri, 1991). Daha sonra hazirlanan farmasotik preparat

cozeltileri sirasiyla ol¢iiliir.
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3.2.5. HPLC ve Spektrofotometri Yontemi ile Farmasotik Preparatlarin

Karsilastirilmasi

3.2.3 boliimde anlatildig1 gibi hazirlanan farmasdétik preperat ¢ozeltileri her biri ilk
once HPLC ile ard arda (n=5) analiz edilir. Sonra UV-spektrofotometre i¢in hazirlanan
¢ozeltiler ile ard arda (n=5) analiz edilir, elde edilen derisimleri istatistiksel olarak

karsilastirilir.

3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi

3.3.1. Kromatografik Kosullarin Saptanmasi ve Optimizasyonu

Kromatografik kosullar: HPLC sisteminde, Eclipse XDB-Cyg (5 um, 4.6 x150 mm i.¢.)
analitik kolon kullanilmistir. Oda sicakliginda (20-25°C) % 80’lik metanol ¢ozeltisi ultrasonik
banyoda 15 dak bekletilerek ¢oziinmiis gazlar uzaklastirildiktan sonra kolonun sartlandirilmasi
icin kullanilmigtir. HPLC sistemi ile giinliik calismanin baglangicinda 2-3 dak cihaz iizerindeki
kol agilarak (akis hizi: 5 mL dak'l) HPLC borularindan ¢ikisa kadar % 80°’lik metanol gegirilir.
Sonra akis hiz1 0.2 mL dak™ distirtiliip, kol yavasca kapatilir. 2-3 dak sonra akis hiz1 0.8 mL
dak'l’ya cikartilarak 15 dak hareketli faz gecirilir. Daha sonra giiriiltiiniin en aza indigi ve
sabit kaldigi zemin degeri elde edilene kadar hareketli faz gecirilmis ve analizler
gerceklestirilmistir. Kromatografik kosullardaki 6lii hacim degerleri metanol enjeksiyonu ile

Olgiilmiistiir.

Hareketli fazdaki metanol miktarinin saptanmasi igin % 80, % 70, % 60, % 50, % 40,
% 30, % 20, % 15 ve % 10 oranlar1, hareketli fazin akis hizinin saptanmasi i¢in 0.4 mL dak'l,
0.5 mL dak™, 0.6 mL dak™, 0.8 mL dak™, 1 mL dak™, akis hizlar1 test edilmistir.

Bu c¢alismalar sirasinda, kromatografik davranisin incelendigi hareketli fazda
hazirlanan parasetamoliin standart cozeltileri kullanilmis ve UV/GB dedektor ile teshis

yapilmustir.
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3.3.2. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

0.1,0.5, 5, 10,20 ve 40 pg mL™* derisimdeki parasetamol ¢ozeltileri, stok parasetamol
¢ozeltisinden hazirlanip, hareketli faz (% 40 MeOH + % 60 H,0) ¢ozeltisiyle seyreltilmistir.
Cozeltilere son derisim 10 pg mL™ olacak sekilde kafein stok cozeltisi i¢ standart olarak

eklenmistir.

3.3.3. Yontemlerin Validasyonu Calismalar:

Yontem validasyonu i¢in dogrusallik, aralik, 6zgiinliik, dogruluk, kesinlik, duyarllik,
kararlilik, tekrarlanabilirlik, saglamlik ve tutarlilik parametreleri incelenmis (Ermer, 2001;

Shabir, 2007) ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Alpar, 2001).

Dogrusallik

Dogrusallik araligimi saptamak i¢in hazirlanan artan derisimlerdeki (0.1-40 pg mL™)
standart ¢ozeltiler HPLC cihazinda 246 nm’de analiz edilmis, kromatogramlar kaydedilmistir.
Kalibrasyon egrileri, parasetamol derisimlerine karsi; parasetamoliin pik alani/ kafein pik alani
oraninin grafige gecirilmesiyle olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerine ait regresyon
denklemleri ve korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Kalibrasyon egrilerinin dogrusalliktan
ayrilig ve korelasyon katsayilarinin 6nem kontroliine ait istatistiksel degerlendirmeler (Ek 1)

yapilmistir.

Aralik

Belirlenen aralik, normal olarak dogrusallik calismalarindan elde edilir ve islemin
amaglanan kullanimina baglhidir. Aralik, analitik islemin belirlenen aralik i¢inde analit igeren
orneklere uygulandigi zaman, analitik yontemin kabul edilebilir dogruluk, dogrusallik ve

kesinligi saglayabildigini gostermek igin tespit edilmistir (ICH Q2(R1), 2005).
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Ozgiinliik (Secicilik)

Yontemin 6zgiinliigil i¢in standart parasetamol ve tablet ¢ozeltilerinin analizleri ile elde
edilen kromatogramlar karsilastirilmistir. Parasetamoliin farmasotik preparat igindeki yardimci

maddelerle girisim yapip yapmadig1 arastirilmistir.

Dogruluk

Analiz sonrasinda elde edilen degerlerin gercek degerlere yakinligini gosteren giin igi
ve giinler arasi dogruluk calismalari icin 0.5, 10 ve 40 pg mL™ olmak iizere ii¢ farkli

derisimde altisar ¢ozelti hazirlanmis ve ayni giin i¢inde analizleri gergeklestirilmistir.

Gilin i¢i dogruluk calismalari, ayn1 giin i¢inde Ui¢ farkli derisimlerde hazirlanan alti
¢ozeltinin analizlerinden elde edilen cevaplarin % bagil hata (BHATA) degerlerinin
hesaplanmasi ile yapilmistir (n=6). Glinler arast dogruluk degerleri ise 3 farkli derisimdeki
cozeltilerin ard arda 6 giin hazirlanmasi ile elde edilen ¢ozeltilerin cevaplarinin (n=6) % bagil

hata degerleri ile ifade ( Ek 2) edilmistir.

Kesinlik

Analiz sonuglarmin birbirine yakinhigin1 gosteren kesinlik degerleri % bagil standart

sapma (BSS) ile verilmistir.

Glin ici kesinlik ¢alismalari igin; 0.5, 10 ve 40 pg mL™ olmak iizere ti¢ farkli derisimde
altisar ¢ozelti hazirlanmig, ayn1 giin i¢inde analizleri gerceklestirilmis ve % bagil standart
sapma degerlerinin hesaplanmasi ile yapilmistir (n=6). Giinler arasi1 kesinlik degerleri ise 3
farkli derisimdeki c¢ozeltilerin ard arda 6 giin hazirlanmasi ile elde edilen ¢ozeltilerin

cevaplarinin (n=6) % bagil standart sapma degerleri ile ifade ( Ek 2) edilmistir.
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Duyarhhlik (Goézlenebilirlik Sinir1 ve Alt Tayin Sinir1)

Analiz yonteminin duyarliligmin kanitlanmasi1 amaciyla gelistirilen yontemlerin
gozlenebilirlik simir1 (LOD) ve alt tayin st (LOQ) saptanmistir. HPLC yOnteminin
gozlenebilirlik smir1, sinyal/giiriilti (S/G) oranm1 3 oldugunda saptanabilen parasetamol
derisimi olarak almmustir. Alt tayin smir1 ise, S/G oram1 10 oldugunda saptanabilen
parasetamol derisimi olarak alinmistir (ICH Q2(R1), 2005).

Kararhhk

Buzdolabinda (+4 °C) saklanan 500 pg mL™? ’lik parasetamol stok ¢dzeltisinin
kararliligin1 saptamak icin dort ay siiresince her ay parasetamol stok ¢ozeltisi seyreltilerek
hazirlanan 10 pg mL™ parasetamol ve 10 pg mL™ kafein iceren ¢dzeltinin analizi yapilmis ve

HPLC’de elde edilen pik alan degerleri istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.

Tekrarlanabilirlik

Yontemlerin tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda; dogrusallik araligina giren 10 pug mL*
derisimde parasetamol igeren on ayri ¢ozelti hazirlanmis ve aymi giin ig¢inde analizleri
yapilmustir. Parasetamoliin HPLC yontemi ile analizde enjeksiyon tekrarlanabililirligi i¢in, 10
g mL™ parasetamol ¢ozeltinin aym vialden 10 kez tekrarlanan enjeksiyonu ile elde edilen pik

alanlarinin % bagil standart sapma degerleri hesaplanmustir.
Saglamhk
Gelistirilen HPLC yonteminin saglamliginin sinanmasi i¢in, metanol orani ve akis hizi

parametrelerinde yapilan kiigiik degisimler sonucu bulgularin ne kadar etkilendigi

arastirilmastir.
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Tutarhhk

HPLC’de farkli arastiricinin etkisi incelenmistir. Arastiric1 1. ve arastirict 2. olmak
tizere iki farkli arastirici tarafindan hazirlanan, 25 g mL™ derisimde parasetamol ¢ozeltileri

(n=5) HPLC yontemi ile ayr1 ayri analiz edilip istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
3.3.4. Sistemin Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testi cihazin, elektronik pargalarin, analitik islemlerin ve drneklerin
bir arada degerlendirilebilmesi temelini esas alir (ICH Q2(R1), 2005). Sistem uygunlugu
testleri farmakopelerde 6zellikle kromatografik yontemler igin talep edilmektedir. Gelistirilen
HPLC yo6nteminin sistem uygunlugu; United States Pharmacopeia (2005)’de belirtilen (Tablo
3.1) enjeksiyon kesinligi, kapasite faktorii, ayiricilik, teorik tabaka sayisi ve pik asimetri
oranina gore degerlendirilmistir (USP, 2005). Test i¢in ayni standart ¢dzeltinin 6 tekrarli

enjeksiyonu sonucunda elde edilen veriler kullanilmistir.

Tablo 3.1. Sistem uygunluk test kriterleri

Test edilen parametre Sinir deger
Enjeksiyon kesinligi BSS< %2, n>5
Kapasite faktori (k) >2

Ayiricilik (RS) >15

Pik asimetri oran1 (PAO) <15

Teorik tabaka sayisi (N) >2000

BSS:Bagil standart sapma, n:Enjeksiyon sayist
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3.4. Farmasotik Preparatlarin Analizi

3.3.4 boliimde anlatildig1 sekilde hazirlanan farmasotik preparat numuneleri optimize
ve valide edilen HPLC yontemi ile analiz edilmis ve parasetamol / i¢ standart (kafein) pik alan
oranlart regresyon denkleminde yerine konularak parasetamol miktarlar1 bulunmus ve

sonuglardan tablet i¢indeki parasetamol miktarlar1 hesaplanmistir.
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4. BULGULAR
4.1. HPLC Yontemi Optimizasyon Bulgular:
4.1.1. Parasetamol Analizi icin Dalga Boyu Taranmasi

Standart parasetamoliin 500 pg mL™lik stok ¢dzeltisinin 180 — 400 nm dalga boyu
araliginda UV spektrumu alindiginda standart parasetamoliin 204-205 nm ve 246 nm’de
absorbans yaptigi saptanmistir. Parasetamol maddesinin absorbanst HPLC’de UV/GB
dedektor kullanilarak 204, 205 ve 246 nm dalga boylarinda 10 pg mL™ derisimine karsi
Ol¢iilmiistiir. Standart parasetamoliin absorbansinin en biiylik oldugu 246 nm o&lglim dalga

boyu olarak secilmistir.
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Sekil 4.1. Parasetamoliin metanoldaki absorbsiyon spektrumu

4.1.2. Sabit Faz

Bu caligmada standart parasetamoliin ve kafeinin kromatografik ayriminda Eclipse

XDB-Cig, (5um, 4,6 x150 mm i.¢.) analitik kolon kullanilmistir.
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4.1.3. Hareketli Fazin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde; hareketli faz organik ¢oziicii tiirli ve orani

ile akis hizinin kromatografik ayirima etkileri incelenmistir.

4.1.4. Organik Coziicii Tiirii ve Miktarimin Standart Parasetamol Ayirimina Etkisi
Hareketli faz olarak metanol yiizdesinin degistirildigi metanol-su karigimlar

kullanilarak kromatografik parametrelere etkileri incelenmistir. Hareketli faz icerigindeki

metanol orani artig1 zaman maddenin alikonma zamaninin azaldig1 gézlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Metanol yiizdesinin kromatografik parametrelere etkisi

Parametreler
MeOH tr PAO N H
(%)

10 19.387 0.98 41428 37
15 11.690 0.95 40275 47
20 5.878 0.86 38372 84
30 4.186 0.81 49679 65
40 4.189 0.80 48044 164
50 3.546 0.77 45528 110
60 3.287 0.76 22064 131
70 3.119 0.76 19669 378
80 3.015 0.76 44554 162

Parasetamol derigimi: 5 ug mL™, MeOH: Metanol, tg: Alikonma zamani, PAO: Pik asimetri orani, N: Teorik
tabaka sayisi, H:Esdeger teorik plaka yiiksekligi, Agaiga boyu):246 NM, V (aks hizy: 0.8 ML dak™®
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Hareketli fazdaki metanol orani ile alikonma zamani, pik asimetri orani, teorik tabaka
sayis1 ve esdeger teorik tabaka yiiksekliginin degisimi incelendiginde (Sekil 4.2 - 4.5), teorik
tabaka sayisinin en yiiksek ve pik asimetri oraninin bire yakin oldugu ve en uygun alikonma

zamanini saglayan % 40 metanol ylizdesi ile ¢alisilmasi diistiniilmiis ve akis hiz1 belirlenmesi

caligmalarina geg¢ilmistir.
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Sekil 4.2.Hareketli faz metanol oranina gore alikonma

zamaninin degisimi

Sekil 4.3. Hareketli faz metanol oranina gore pik

asimetri oraninin degisimi
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Sekil 4.4. Hareketli faz metanol oranina gore teorik

tabaka sayisinin degigimi

Sekil 4.5. Hareketli faz metanol oranina gore esdeger

teorik tabaka yiiksekliginin degisimi
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4.1.5. Hareketli Faz Akis Hizlarinin Belirlenmesi

Hareketli faz akis hizinin parasetamol analizine etkisinin incelenmesinde, 246 nm’de,
% 20 metanol + % 80 su, % 80 metanol + % 20 su, % 30 metanol + % 70 su, ve % 40
metanol + % 60 su iceren dort farkli hareketli faz sistemi kullanilmistir. Her bir hareketli faz
0.4, 0.5, 0.6, 0.8 ve 1 mL dak™ akis hizlarinda HPLC sistemine verilerek kromatografik
parametrelere akis hizindaki degisimin etkileri incelenmistir (Tablo 4.2 - 4.5, Sekil 4.6 - 4.20).

Tablo 4.2. % 20 MeOH+ % 80 H,O igeren hareketli fazda farkli akis hizlarindaki
kromatografik bulgular

Akis Hizi Alan Yiikseklik | Pik Genisligi | PAO tr N H
(mL dak™) | (mAUxsn) (mAU) (dak) (dak)

0.4 971 70 0.211 0.90 10.276 | 37907 | 70
0.5 764 68 0.173 0.92 8.154 | 35506 | 68
0.6 637 66 0.147 0.92 6.737 | 33515 | 66
0.8 474 61 0.119 0.92 5.035 28692 | 61
1 387 55 0.108 0.93 4.644 | 29584 | 55

Parasetamol derisimi: 5 pg mL™, MeOH: Metanol, tg: Alikonma zamani, PAO: Pik asimetri Orani, N: Teorik

tabaka sayisi, H:Esdeger teorik plaka yiiksekligi, A(dalga boyu):246 nm.
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Sekil 4.6. % 20 MeOH + % 80 H,0 hareketli faz akis Sekil 4.7. % 20 MeOH + % 80 H,O hareketli faz1 akig

hiz1 ile alikonma zamani degisimi

Teorik Tabaka Sayisi
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Akis Hizi

1,2

hizi ile pik asimetri oraninin degisimi

0,2 0,4 0,6 0,8 1
Akis Hizi

1,2

Sekil 4.8. % 20 MeOH + % 80 H,0 hareketli faz akis

hiz1 ile teorik tabaka sayisinin degisimi

Sekil 4.9. % 20 MeOH + % 80 H,0 hareketli faz akis

hiz1 ile esdeger teorik tabaka yiiksekliginin

degisimi



Tablo 4.3. % 30 MeOH+ %70 H,0 igeren hareketli fazda farkli akis hizlarindaki

kromatografik bulgular
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Akis Hizi Alan Yikseklik | Pik Genigligi | PAO tr N

(mL dak™) | (mAUxsn) | (mAU) (dak) (dak)
0.4 925 74 0.157 0.87 6.389 | 26456 |85
0.5 715 76 0.136 0.86 5.486 | 24798 |81
0.6 649 89 0.110 0.86 4.245 | 23828 | 83
0.8 481 80 0.091 0.87 3.240 | 16777 |80
1 374 71 0.080 0.87 2589 16926 |71

Parasetamol derigimi: 5 pg mL™, MeOH: Metanol, tr: Alikonma zamani, PAQO: Pik asimetri Orani, N: Teorik

tabaka sayisi, H:Esdeger teorik plaka yiiksekligi, A(dalga boyu):246 nm.
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Sekil 4.10. % 30 MeOH + % 70 H,0 hareketli faz

akis hizi ile alikonma zamaninin degisimi

Sekil 4.11. % 30 MeOH + % 70 H,0 hareketli faz akis

hiz1 ile pik asimetri oraninin degisimi
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Sekil 4.12. % 30 MeOH + % 70 H,O hareketli fazi

akis hiz ile teorik tabaka sayisinin degisimi

Sekil 4.13. % 30 MeOH + % 70 H,0 hareketli faz akis

hizi ile esdeger teorik tabaka yiiksekliginin

degisimi

Tablo 4.4. % 40 MeOH+ % 60 H,O igeren hareketli fazda farkli akis hizlarindaki

kromatografik bulgular

Akis Hiz1 Alan Yiikseklik | Pik Genisligi | PAO tr N H
(mLdak™) | (mAUxsn) | (mAU) (dak) (dak)

0.4 1012 101 0.1415 0.83 5.136 26666 | 95
0.5 890 98 0.1265 0.83 4.468 25997 |91
0.6 630 95 0.1007 0.82 3.342 23828 | 89
0.8 185 94 0.0757 0.82 1.952 20283 | 80
1 378 83 0.0689 0.85 2.101 16926 | 71

Parasetamol derigimi: 5 ug mL™, MeOH: Metanol, tg: Alikonma zamani, PAO: Pik asimetri orani, N: Teorik

tabaka sayisi, H:Esdeger teorik plaka yiiksekligi, A(dalga boyu):246 nm.
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Sekil.4.16. % 40 MeOH+% 60 H,O hareketli faz akis

hizi ile teorik tabaka sayisinin degisimi

Sekil 4.17. % 40 MeOH+% 60 H,O hareketli faz akis hiz

ile esdeger teorik tabaka yliksekliginin
degisimi



Tablo 4.5. % 80 MeOH+ % 20 H,0 igeren hareketli fazda farkli akis hizlarindaki
kromatografik bulgular
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Akis Hizi | Alan Yiikseklik | Pik Genisligi | PAO tr N H
(mL dak™) | (mAUXxsn) (dak) (dak)

0.4 1205 165 0.1104 0.78 3.75 | 18450 | 165
0.5 969 163 0.0886 0.77 299 |18259 | 163
0.6 909 177 0.0764 0.79 250 17132 | 177
0.8 768 161 0.0728 0.83 1.88 | 10636 | 161
1 514 139 0.0553 0.82 152 |12088 | 139

Parasetamol derisimi: 5 pg mL™, MeOH: Metanol, tr: Alikonma zamani, PAO: Pik asimetri orani, N: Teorik

tabaka sayisi, H:Esdeger teorik plaka yiiksekligi, A(dalga boyu):246 nm.
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Sekil 4.18. % 80 MeOH + % 20 H,0O hareketli faz akis

hiz1 ile alikonma zamaninin degisimi

pik asimetri oraninin degisimi

Sekil 4.19. % 80 MeOH + % 20 H,0 hareketli faz akis
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Sekil.4.20. % 80 MeOH + % 20 H,0 hareketli faz akis  Sekil 4.21. % 80 MeOH + % 20 H,0 hareketli faz akis
hiz1 ile teorik tabaka sayisinin degisimi hiz1 ile esdeger teorik tabaka yiiksekliginin

degisimi

Farkli oranda metanol igeren hareketli fazlarda yapilan ¢alismalarda akis hizlarindaki
artigla orantili olarak piklerin alani, genisligi, allkonma zamanlari, teorik tabaka sayisi ve
esdeger teorik plaka yiiksekliginin azaldigi saptanmistir. Pik simetrisinin de en uygun oldugu
% 40 MEOH + % 60 H,O hareketli faz ile 0.8 mL dak™ akis hiz1 en uygun ortam olarak

secilmistir.
4.1.6. i¢c Standart Secimi

Parasetamoliin HPLC yontemi analizinde i¢ standart olarak kafein kullanilmis ve
kafeinin derisiminin belirlenmesi i¢in 5 pg mL™ ve 10 pg mL™ kafein eklenmesi ile saptanan

sartlarda analizler yapilmistir (Tablo 4.6).

Kapasite faktorii ve segiciligin hesaplanmasinda, 6lii zamanin (to) belirlenmesi i¢in 1pug

mL urasil kullanilmastir.



Tablo 4.6. Eklenen i¢ standart miktarinin kromatografik parametreler tizerine etkisi
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tr PAO | k’ N o Rs Kafeinin | Kafeinin
Alani Yiiksekligi
5 ppm Standart | 0.636 | 0.82 | 0.33 | 15745 | 2.47 | 17.48 | 150 23
Parasetamol +  1ppm
Urasil +5 ppm Kafein
5 ppm Standart | 0.684 | 0.83 | 0.31 | 18257 | 2.41 | 9.90 | 292 43

Parasetamol +  1ppm
Urasil + 10 ppm Kafein

tr=alikonma zamani, PAO=Pik Asimetri Orani, k’=Kapasite Faktorii, N=Teorik Tabaka Sayisi, o=Segicilik,
Rs=Ayiricilik, kromatografik kosullar; % 40 MeOH+ % 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL dak™ akis hizi, A= 246 nm.

4.1.7. Enjeksiyon Hacminin Belirlenmesi

“Loop” hacmi 20 pL oldugundan tiim enjeksiyonlar 20 pL yapilmistir.

Yapilan caligmalar sonucunda HPLC i¢in belirlenen kromatografik kosullar Tablo

4.7’te verilmistir.

Saptanan optimum kosullarda parasetamoliin alikonma zamani; 2.535 dak olarak

bulunmustur. I¢ standart olarak kullanilan kafeinin alikonma zamani ise 3.445 dak’dir (Sekil

4.22).




Tablo 4.7. Parasetamoliin HPLC sistemi ile analizinde belirlenen kromatografik kosullar

Kolon Eclipse XDB-Cyg, Sum, 4.6 X150 mm
Dedektor 246 nm

Akis Hizi 0.8 mL dak™

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Hareketli Faz

% 40 MeOH + % 60 H,0

mAU ]
200

175—5
150—:
125—3
100
75
50

251

VWD1.A, Wavelength=246 nm (CEMILE\2000204.D)

=535

66

Parasetamol Kafein

Sekil 4.22. Standart Parasetamoliin HPLC ile analizine ait kromatogram

Parasetamoliin derisimi; 10 pg mL™, i¢ standart (kafein) derisimi; 10 ug mL™, kromatografik kosullar; % 40
MeOH+ % 60 H,0 hareketli faz, 0.8 mL dak™ akis hizi, A= 246 nm.



67

4.2. HPLC Yonteminin Validasyon Bulgular:
4.2.1. Dogrusallik ve Arahk
Parasetamol derisimleri, parasetamol pik alaninin i¢ standart olarak segilen kafein pik

alan1 oranma karsi grafige gecirildiginde 0.05 ile 80 pg mL™ araliginda dogrusal olan
kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Parasetamol i¢in HPLC ydntemi kalibrasyon egrisi (n=15) (Derisim pg mL™
olarak verilmistir).

Derisim ve alan oranlar1 arasindaki dogrusal iliskiden yararlanilarak 0.1- 40 ug mL™
calisma aralig1 olarak segilmistir. Calisma araliginda (0.1, 0.5, 5, 10, 20 ve 40 ug mL‘l),
olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 4.24’de ve elde edilen sisteme uygunluk parametreleri

Tablo 4.8.’te verilmistir.
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Sekil 4.24. Parasetamoliin HPLC yontemi ile ¢aligma araliginda elde edilen kalibrasyon egrisi.

(Parasetamol derigimi: pg mL™).

Tablo 4.8. Calisma araligindaki derisimlerde sistem uygunluk test degerleri

Derisim 1) PAO k’ N Rs
(ng mL™)

0.1 2.63 0.83 0.34 | 14825 | 9.65
0.5 2.84 0.84 0.32 | 15849 | 9.64

5 2.86 0.83 0.32 | 16184 | 9.80
10 2.46 0.84 0.35 | 11997 | 8.91
20 2.73 0.83 0.36 | 13083 | 9.83
40 2.46 0.85 0.35 | 12335 | 8.90

tr=alikonma zamani, PAO=Pik Asimetri Orani, k’=Kapasite Faktorii, N=Teorik Tabaka Sayisi, Rs=Ayiricilik

Kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolu ve korelasyon katsayisinin
onem kontrolu istatistiksel degerlendirmelerine ait veriler Tablo 4.9’da ve yoOntemin

dogrusallik kontrol grafigi Sekil 4.25°de verilmistir.
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Tablo 4.9. Parasetamoliin HPLC ile analizinden elde edilen kalibrasyon egrisinin

dogrusalliktan ayrilis ve korelasyon katsayisinin 6nem kontrolii

Korelasyon Katsayis1 Onem Kontrolii

N R S ty tr

6 0,9972 0,0367 738,4420 2,78

ty>tr: Korelasyon katsayisi tesadiife bagh bir deger degildir (p>0,05).

Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fu Fr

168,9222 169,8421 0,9201 42,2305 168,9222 4,00 7,70

Fr>F+: Derisim ile pik alan oran1 arasindaki iligki dogrusaldir (p>0,05).

Istatistiksel terimler ve hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 1
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Sekil 4.25. Gelistirilen yontemin dogrusallik kontrol grafigi (Kromatografik kosullar; % 40 MeOH+ %

60 H,0 hareketli faz, 0.8 mL.dak™ akis hiz1, A= 246 nm, Derigim: pg mL™).



4.2.2. Ozgiinliik
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Yontemin 6zgiirliigiinlin sinanmasi i¢in, 10 pg mL* parasetamol standart ¢6zeltisi ve

tablet c¢ozeltisine 10 pg mL? kafein coOzeltisi eklenmis, kromatogramlari alinmis ve

karsilagtirilmistir (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. 10 pg mL™ parasetamol standart ¢ézeltisinin HPLC yéntemi ile analizine ait

kromatogram (i¢ standart (kafein) derisimi = 10 mL™, kromatografik kosullar; % 40 MeOH+ % 60 H,0
ng

hareketli faz, 0.8 mL dak™ akis hizi, A= 246 nm.)
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Sekil 4.27. Aspar® tablet ¢ozeltisinin HPLC yontemi ile analizine ait kromatogram (l¢ standart

(kafein) derisimi = 10 pg mL™, kromatografik kosullar; % 40 MeOH+ % 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL dak™ akis hizi,
A= 246 nm.)

4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Gelistirilen HPLC y6nteminin giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk (BHATA) ve kesinlik
(BSS) bulgularina gore parasetamol i¢in giin i¢i ve gilinler arasinda en diisiik dogruluk degeri

0.05 ve en diisiik kesinlik degeri 1.37 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.10 - 4.12).



Tablo 4.10. HPLC ile parasetamoliin giin i¢i analiz kesinlik ve dogruluk bulgulari

Eklenen | Cevap | Bulunan | Ortalama | SS BSS BHATA | SH
Derigsim Derisim | Derisim (%) (%)
(ng mL™) (ngmL™) | (ugmL™)
0.40 0.52
0.39 0.51
0.40 0.52
0.50 0.38 0.50 0.51 0.010 |1.95 2.40 0.004
0.39 0.51
0.40 0.52
7.67 9.91
7.59 9.81
7.68 9.93
10.00 7.11 9.19 9.69 0.230 |2.37 3.10 0.094
7.94 10.27
6.98 9.02
30.89 |39.91
31.40 |40.57
30.58 |39.51
30.95 |39.99 39.98 0.548 |1.37 0.05 0.022
40.00 30.39 |39.26
31.44 | 40.62
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(Cevap: Parasetamoliin alani/i¢ standartin (Kafein) alan1, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS:
Bagil standart sapma, BHata: Bagil hata (istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar;
% 40 MeOH+ % 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL dak™ akis hiz1, A= 246 nm)



Tablo 4.11. HPLC ile parasetamoliin giinler arasi analiz kesinlik ve dogruluk bulgulari
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Eklenen Cevap Bulunan Ortalama | SS BSS BHATA | SH
Derigsim Derisim Derisim (%) (%)
(ng mL™) (ngmL™) | (ugmL™)
0.49 0.49
0.47 0.47
0.50 0.50
0.50 0.49 0.49 0.49 0.018 3.66 1.60 0.007
0.52 0.52
0.49 0.48
9.86 9.99
10.05 10.17
9.26 9.38
10.00 9.86 9.98 10.02 0.359 3.58 1.50 0.150
10.34 10.47
9.97 10.10
39.47 39.99
40.02 40.55
38.05 38.55
39.24 39.76 39.93 0.960 2.40 0.17 0.390
40.00 40.79 41.33
38.88 39.39

(Cevap: Parasetamoliin alani/i¢ standartin (Kafein) alani, SH: Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil

standart sapma, BHata: Bagil hata (istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar; % 40
MeOH+ % 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL.dak™ akis hizi, A= 246 nm)
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4.2.4. Duyarhhk

Parasetamoliin gézlenebilme sinir1 (LOD) 0.03 g mL* (S/G=3), alt tayin sinir1 (LOQ)
ise 0.07 ug mL* (S/G=10) olarak bulunmustur.

4.2.5. Analit Cozeltinin Kararhhg:

Parasetamoliin ¢ozelti kararlilifinin belirlenmesi i¢in Bolim 3.3.3’de verilen
kosullarda bekletilen stok parasetamol ¢ozeltisinin HPLC ile analizi yapilmis ve bulunan
sonuclar ayni derisimdeki yeni hazirlanmis ¢ozelti sonuclari ile karsilastirilmistir. Stok
parasetamol ¢ozeltisi karanlikta ve buzdolabinda (+4°C’de) 4 ay saklandiginda anlamli bir

bozunma olmadigi saptanmistir (p< 0.05, Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Stok parasetamol ¢ozeltinin kararlilig

Buzdolabinda | Baslangicta 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay
ve karanlikta (ng mL™) (ng mL™) (ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)
Eklenen 10.86 10.84 10.67 10.91 10.75
Derisim 10.85 10.80 10.74 10.95 10.79

(10 pg mL™) 10.83 10.86 10.65 10.88 10.76
Xort 10.85 10.85 10.69 10.91 10.77
Bagil  Hata 8.50 8.50 6.90 9.10 7.70

(%)

% Degisim 1.09 1.09 1.07 1.09 1.08

KW > KWT: Iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda 4 ay saklandiginda anlamli bir bozunma olmadig1

saptanmistir (p>0.05).

(Sonuglar Friedman iki yonlii varyans analizine gore (p<0,05) test edilmistir. (Bkz. Ek ). Xq¢= ortalama.
Kromatografik kosullar; % 40 MeOH+ % 60 H,O hareketli faz, , 0.8 mL dak™ akis hizi, A= 246 nm)




4.2.6. Tekrarlanabilirlik
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10 pg mL™ derisimdeki parasetamol ¢dzeltisinin 10 kez enjekte edilmesi ile elde edilen

pik alan oranlar1 ve bagil standart sapma degerleri Tablo 4.13’te verilmistir.

Tablo 4.13. Parasetamol analizinde sistem tekrarlanabilirlik bulgular1 (Derisim: 10 pg mL™,

n=10)

Pik alan oranmi

Parasetamol derisimi

(Parasetamol/Kafein) (ug mL™)
5.46 9.56
5.45 9.53
5.47 9.56
5.47 9.56
5.44 9.51
5.44 9.51
5.48 9.57
5.47 9.56
5.44 9.51
5.45 9.53
Xor 9.54:0,0064
SS 0.02

BSS (%) 0.20
GA 7.27-7.29

( Xon= ortalama, SS:Standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma,GA:Giiven araligi (o :0,05)

(Bkz. Ek 2).
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4.2.7. Saglamhk

Gelistirilen HPLC yonteminin saglamlifinin sinanmasi igin sabit derisimde
(5 ng mL™) parasetamol kullanilarak, yéntem parametrelerindeki kiigiik degisimlerin sonucu
ne kadar etkiledigi incelenmistir. Yontemin hareketli faz oraninda, akis hizinda ve dalga
boyunda yapilan degisiklikler sonucunda elde edilen bulgular ile optimum kosulda saptanan
bulgular istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Bulgular arasinda istatistiksel acidan fark

olmamasi yontemin saglam oldugunu gostermistir (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. HPLC yontemine ait saglamlik bulgular1 (n=5)

Incelenen Parasetamol BSS SS t

Parametreler derisimi (%) hesap
(ng mL™)

Akis Hiza 6.16+0.01 0.14 | 0.0085 1.644

(0.7 mL dak™)

Akis Hizi 5.02+0.08 1.30 | 0.0650 2.060

(0.9 mL dak™)

Dalga Boyu 5.17+0.08 1.35 | 0.0700 1.317

(244 nm)

Dalga Boyu 4.62+0.06 1.23 0.0570 4.554

(248 nm)

Hareketli Faz 5.10+0.24 4.12 0.2100 0.294

MeOH Oran1 (% 38)

Hareketli Faz 5.31+0.35 5.71 0.3030 1.580

MeOH Orant (% 42)

(Eklenen Parasetamol derisim: 5 ug mL™, BSS: Bagil standart sapma, SS: Standart sapma. Sonuglar tek tek
optimum sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak karsilagtirilmistir: typ,=2,776 >t hesap (p>0.05) (Bkz.
Ek 3). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH+ % 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL dak™ akis hizi, A= 246 nm)



4.2.8. Tutarhlik
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Gelistirilen HPLC yoOnteminin tutarlik testi i¢in farkli arastiricilar tarafindan yapilan

analiz bulgularinin istatistiksel olarak Kkarsilastirilmistir. Tablo 4.15°te verilen bulgular

arasinda istatistiksel a¢idan fark bulunmamasi yontemin tutarli oldugunu gostermistir.

Tablo 4.15. HPLC yontemine ait tutarlilik bulgular1 ( n=5)

1. Arastirici 2. Arastirici
Bulunan miktar Geri kazanim Bulunan miktar Geri kazanim
(ug mL™) (%) (ug mL™) (%)
24.93 99.73 24.65 98.60
24.54 98.16 24.56 98.24
24.92 99.69 24.44 97.76
24.82 99.26 24.27 97.08
24.67 98.67 24.64 98.56
Kot 24.78 99.10 24.51 98.05
SS 0.18 0.68 0.16 0.63
BSS % 0.74 % 0.68 % 0.65 % 0.64

Iki analizcinin bulgular1 i¢in Wilcoxon eslestirilmis iki drnek testi:

Tw=1> T1=0, (p>0.05).

(Eklenen Parasetamol miktart: 25 pg mL™. X, ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma,

(istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2).Ty: Hesaplanan T degeri; T1: n=5 serbestlik derecesindeki teorik T
degeri; p: Hesaplanan yanilma diizeyi (Bkz. Ek 4). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH+ % 60 H,O hareketli
faz, 0.8 mL.dak™ akis huzi, A= 246 nm)
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4.2.9 Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk c¢alismasi, 10 pg mL* parasetamol standart ¢ozeltisinin 6 tekrarl
enjeksiyonu ile gerceklestirilmistir. Parasetamol etkin maddesine igin sistem parametreleri
olarak alikonma zamani, kapasite faktorii, ayiricilik, pik asimetri orant degerleri Tablo 4.16’da

verilmisgtir.

Tablo 4.16. Parasetamol i¢in elde edilen sistem uygunluk parametreleri (n=6)

Parametre Sistemde bulunan degeri
Alikonma zamani (dak) 2.489
Alikonma zaman1 BSS’s1 (%) 0.924
Kapasite faktori 3.220
Ayiricilik 9.800
Pik asimetri oran 0.840
Teorik tabaka sayisi 16568

4.3. HPLC ile Farmasotik Preparatlarin Analiz Bulgularn

Farmasoétik preparatlarda bulunan parasetamoliin gelistirilen HPLC yontemi ile

analiz sonuglar1 Tablo 4.17 - 4.22’de sunulmustur.



Tablo 4.17. Bristol® tablet analiz bulgulari

Etikette belirtilen miktar

(500 mg)
N Bulunan miktar %
(mg)
1 480 96
2 515 103
3 475 95
4 484 97
5 015 103
6 482 96
7 520 104
8 515 103
9 484 97
10 515 103
Xort 498.50+13.46 99.70+2.69
SS 18.67 3.74
BSS (%) 3.75 3.75
GA 485.04-511.96 97.01-102.39

(Xort: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi

(istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH +
% 60 H,0 hareketli faz, 0.8 mL dak™, akis hizi, A= 246 nm)
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Tablo 4.18. Aspar” tablet analiz bulgular:

Etikette belirtilen miktar
(500 mg)
N Bulunan miktar %
(mg)
1 500 100
2 485 97
3 498 100
4 491 98
5 496 99
6 500 100
7 498 99
8 485 97
9 500 100
10 490 98
Xort 494.30+4.37 98.80+0.89
SS 6.06 1.23
BSS (%) 1.23 1.24
GA 489.93-494.67 97.91-99.69

(Xor: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi
(istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH +
% 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL dak?, akis hizi, A= 246 nm)




Tablo 4.19. Panadol® tablet analiz bulgular:

Etikette belirtilen miktar
(500 mg)
N Bulunan miktar (mg) %
1 473 95
2 435 87
3 438 88
4 444 89
5 470 94
6 465 93
7 473 95
8 444 89
9 470 94
10 470 93
Xort 458.20+11.10 91.70+£2.23
SS 15.20 3.90
% BSS 3.50 3.70
GA 447.10-469.30 89.47-93.93

(Xort: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligt
(istatistiksel hesaplamalar igin bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH +
% 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL dak™, akig hizi, A= 246 nm)



Tablo 4.20. Pirofen® tablet analiz bulgulari

Etikette belirtilen miktar
(500 mg)
N Bulunan %
Miktar
(mg)
1 464 93
2 448 90
3 453 91
4 482 97
5 464 93
6 453 91
7 484 97
8 464 92
9 482 96
10 484 96
Xort 467.80+£10.20 93.60+1.92
SS 14.15 2.67
BSS (%) 3.02 2.85
GA 457.60-478.00 91.68-95.52

(Xort: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven aralig1
(istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH +
% 60 H,0 hareketli faz, 0.8 mL dak™, akis hizi, A= 246 nm)




Tablo 4.21 Pharmadol® tablet analiz bulgulari

Etikette belirtilen miktar
(500 mg)
N Bulunan miktar %
(mg)
1 499 100
2 444 89
3 443 89
4 489 98
5 489 98
6 502 100
7 443 89
8 443 89
9 493 99
10 490 98
Xort 473.50+£21.05 94.90+3.68
SS 29.19 5.14
BSS (%) 6.16 5.43
GA 452.45-494.55 91.22-98.58

(Xort: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi
(istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH +
% 60 H,O hareketli faz, 0.8 mL dak™, akis hizi, A= 246 nm)



Tablo 4.22. Parol® tablet analiz bulgular

Etikette belirtilen miktar
(500)
N Bulunan miktar %
(mg)
1 505 101
2 464 93
3 466 93
4 468 94
5 489 98
6 504 101
7 471 94
8 465 93
9 471 94
10 490 98
Xort 479.30£11.67 95.90+2.40
SS 16.19 3.33
BSS(%) 3.38 3.47
GA 467.63-490.97 93.50-98.30

(Xort: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi
(istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2). Kromatografik kosullar; % 40 MeOH +
% 60 H,0 hareketli faz, 0.8 mL dak™, akis hizi, A= 246 nm)
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4.4. HPLC Yontemi ve UV-spektrofotometri Yontemi ile Farmasotik Preparatlarin

Analizlerinin Karsilastirilmasi

Farmasoétik preparatlarda bulunan parasetamoliin gelistirilen HPLC yontemi ile elde
edilen analiz sonuglar1 kaynaktaki UV-spektrofotometri yontemi ile karsilastirilmis ve

sonuclar Tablo 4.23 - 4.28’de sunulmustur.

Tablo 4.23. Bristol® tablet analiz bulgularinin UV- spektrofotometrisi yontemi bulgular1 ile

karsilastirilmasi (n=5)

HPLC UV- SPEKTROFOTOMETRISI
Bulunan derisim Bulunan derisim
(mg tablet™) (mg tablet™)
Xort 494.30 486.40
SS 6.06 25.70
BSS (%) 1.23 5.28
GA +4.37 +29.54

( Xort: Ortalama derigim, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven aralig1.
Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak karsilastirilmistir. thessp=0,953,

ttaplo= 2,16 > thesap (p>0.05) Bkz. Ek 3)



Tablo 4.24. Aspar® tablet analiz bulgularmin UV-spektrofotometrisi yontemi bulgulari ile

karsilastirilmast (n=5).

HPLC UV-SPEKTROFOTOMETRISI
Bulunan derisim Bulunan derisim
(mg tablet™) (mg tablet™)
Kort 498.50 588.00
SS 18.67 34.63
BSS (%) 3.75 5.89
GA +13.46 +39.80

(Xort: Ortalama derisim, SS:standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma, GA: Giiven aralig.
Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak karsilastirilmistir. thessp=

6,615, tubio= 2,16 < thess (9<0.05) Bkz. Ek 3)

Tablo 4.25. Panadol® tablet analiz bulgularinin UV-spektrofotometri yontemi bulgular ile

karsilagtirilmasi (n=5).

HPLC UV-SPEKTROFOTOMETRISI
Bulunan derisim Bulunan derisim
(mg tablet™) (mg tablet™)
Xort 458.20 563.80
SS 15.82 44,13
BSS (%) 3.45 7.83
GA +11.41 +50.72

(Xort: Ortalama derisim, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven aralig.
Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak karsilastirilmistir. thessp=3,61,

tablo= 2,16 < thesap (p<0.05) Bkz. Ek 3)
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Tablo 4.26. Pirofen® tablet analiz bulgularinin UV-spektrofotometri yéntemi bulgulari ile

karsilastirilmasi (n=5)

HPLC UV- SPEKTROFOTOMETRISI
Bulunan derisim Bulunan derisim
(mg tablet™) (mg tablet™)
Xort 467.80 546.20
SS 14.15 39.77
BSS (%) 3.02 7.28
GA +10.20 +45,71

(Xort: Ortalama derisim, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven aralig1.
Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak karsilastiriimistir. thesap=

5,723, tipio= 2,16 < thegap (P<0.05) Bkz. EK 3)

Tablo 4.27. Pharmadol® tablet analiz bulgularmim UV-spektrofotometri yontemi bulgulari ile

karsilastirilmasi (n=5)

HPLC UV- SPEKTROFOTOMETRISI
Bulunan derisim Bulunan derisim
(mg tablet™) (mg tablet™)
Xort 473.50 531.00
SS 29.19 45.40
BSS (%) 6.16 8.55
GA +21.05 +52.18

(Xort: Ortalama derigim, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi.
Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak karsilastirilmistir. thesap=2,999,
tiablo= 2,16 < thesap (P<0.05) Bkz. Ek 3)



Tablo 4.28. Parol” tablet analiz bulgularinin UV-spektrofotometri yontemi bulgulari ile

karsilastirilmasi (n=5)

HPLC UV- SPEKTROFOTOMETRISI
Bulunan derisim Bulunan derisim
(mg tablet™) (mg tablet™)
Xort 479.30 573.60
SS 16.19 34.90
BSS (%) 3.38 6.09
GA +11.67 +40.11

(Xort:Ortalama derisim SS:Standart sapma, BSS: % Bagil Standart Sapma,GA: Giiven Aralig1.
Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak karsilastirilmistir. thesap=7,30,

tranlo= 2,16 <t hesap (p<0.05) Bkz. Ek 3)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada parasetamoliin farmasdétik preparatlarda kalite kontrol tayini i¢in basit,
giivenilir ve gegerli HPLC yoOntemi gelistirilmesi ve yoOntemin validasyonu yapilarak
farmasoétik tabletlerdeki parasetamoliin miktar tayininde uygulanabilirliginin gosterilmesi

amaglanmstir.

Parasetamoliin HPLC yontemi ile analizinde Eclipse XDB-Cig, 5um, 4,6x150 mm
kolonu, hareketli faz olarak MeOH ve H,O (40:60 v/v) karisim ¢ozeltisi ve 0.8 ml dak™ akis
hiz1 se¢ilmistir. UV dedektor ile 246 nm dalga boyunda segilen kromatografik kosullardaki
parasetamol ve kafeinin (i¢ standart) alikonma zamanlar1 sirasiyla 2.565+ 0.080 ve
3.52040.208 dak’dir.

Parasetamol absorbsiyonunun en biiyiik oldugu dalga boyunun saptanmasi ig¢in 10 pg
mL™" derisimdeki parasetamol ¢dzeltisinin UV spektrumu alindi. UV spektrumunda 246 ve
205 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon (Sekil 4.1°de) gbzlenmistir. Metanol de 205

nm dalga boyunda absorpsiyon verdiginden ¢alisma dalga boyu 246 nm olarak se¢ilmistir.

HPLC’de organik c¢oziiciiniin tipi ve derisimi maddelerin alikonmasini etkileyen
birincil faktordiir. Maddenin sabit faz {izerindeki derisimi hareketli fazdaki organik ¢oziiciiniin
derisimine, polaritesine ve hidrofilik 6zelligine bagli olarak degismektedir. Bu nedenle

organik ¢oziicii polaritesi ve derisimi 6nem tagimaktadir.

Parasetamol, metanolde ¢oziindiigii i¢in hareketli faz olarak metanol segilmistir.
Metanol derisiminin degisimi alikonma zamanlarina gore incelendiginde (Sekil 4.2) % 20, %
30, % 40 ve % 80 metanol oranlar1 iceren ¢ozeltilerin alikonma zamanlarinin 3 dak’dan biiyiik
oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu oranlarda metanol igeren hareketli faz ¢ozeltileri ile yapilan
calismalarda United States Pharmacopeia (2005)’deki sistem uygunluk parametrelerine teorik

tabaka sayis1 (N) > 2000, pik asimetri orant (PAO) < 1.5 uygunluk saptanmistir. Boylece %
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20, % 30, % 40 ve % 80 oraninda metanol iceren hareketli faz ¢ozeltilerinin 5 farkli akis

hizinda incelenmesine karar verilmistir.

Hareketli faz akis hizinin, alikonma zamani (Sekil 4.6, 4.10, 4.14, 4.18), pik asimetri
orani (PAO) (Sekil 4.7, 4.11, 4.15, 4.19), teorik tabaka sayist (N) (Sekil 4.8, 4.12, 4.16, 4.20)
ve esdeger teorik tabaka yiiksekligi (H) (Sekil 4.9, 4.13, 4.17, 4.21) ile degisimlerine bakilarak
diisiik alikonma zamanini, uygun pik asimetri orani, yiiksek teorik tabaka sayisi, diisiik
esdeger teorik tabaka yiiksekligi veren % 40 MeOH+% 60 H,0 hareketli faz ve 0.8 mL dak™

akis hizi olarak se¢ilmistir.

Kaynak taramasi sonucunda i¢ standart olarak kafeinin kullanilmasina karar verilmistir.
Kullanilan kafein derisiminin belirlenmesinde, USP (2005)’de bildirilen sistem uygunluk
kriterleri agisindan 5 ve 10 pg mL™? Kafein derisimleri arastirilmis, parametrelerde fark
bulunmamast tizerine pik alan1 ve yiiksekliginin daha fazla oldugu 10 pg mL™ kafein derisimi

i¢ standart derigimi olarak belirlenmistir (Tablo 4.6).

HPLC yonteminde parasetamol pik alanlarinin derisimine karsi grafige gecirilmesi ile
elde edilen kalibrasyon egrisinin parasetamol icin 0.05-80 pg mL™ araliginda dogrusal oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.23). Parasetamol i¢in ¢alisma araligi olarak 0.1- 40 pg mL* secilmis
(Sekil 4.24) ve bu araliktaki derisimler sistem uygunluk parametreleri agisindan
degerlendirilmistir (Tablo 4.8). Kalibrasyon dogrusunun dogrusalliktan ayrilig ve korelasyon
katsayisinin 6nem kontrolu yapilarak dogrusalliktan ayrilisin 6nemsiz oldugu ve korelasyon

katsayisinin tesadiifi bir deger olmadigi istatistiksel olarak ispatlanmistir (Tablo 4.9)

Ayrica dogrusallik kontrol grafigi ¢izilmis ve egrinin egiminin bir ve r degerinin biiyiik

olmasi gelistirilen yontemin dogrusal oldugunu gostermistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de yer alan standart parasetamol ¢dzeltisinin kromatogramu ile
tablet ¢ozeltisinin kromatogrami karsilastirildiginda aralarinda fark olmamasi yontemin 6zgiin

oldugunu gostermektedir.

Yontemin giin i¢i ve gilinler arast dogruluk caligmalar1 parasetamoliin 0.50, 10.00 ve
40.00 pg mL™? olmak iizere ii¢ farkli derisimindeki bagimsiz numunelerin tekrarlt (n=6)
analizleriyle yapilmistir. Gelistirilen yontemin giin i¢i analizlerinin sonucunda hesaplanan
bagil hata degerleri; % 2.40, % 3.10 ve % 0.05; giinler aras1 sonuglarindan elde edilen verilere
dayanarak bagil hata degerleri; % 1.60, % 1.50 ve % 0.17 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.10 ve
Tablo 4.11). Analitik sonuglarda en yiiksek bagil hata degerinin 5’1 gegmemesi kosulu goz
Ontine alindiginda (Ermer, 2001; Green, 1996) yontem giin ig¢in ve giinler arasinda dogru

bulunmustur.

Sonuglarin kesinliginin gostergesi olan bagil standart sapma; li¢ farkli derisimde
hazirlanan ¢6zeltilerin analizleri sonucunda hesaplanmistir (n=6). Gelistirilen yontemin giin i¢i
analizleri sonucunda hesaplanan BSS degerleri; % 1.95, % 2.37 ve % 1.37; glinler arasi
sonuclardan elde edilen verilere dayanarak hesaplanan BSS degerleri % 3.66, % 3.58 ve %
2.40 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.10 ve Tablo 4.11). En yiiksek BSS degerinin 5’i
gegmemesi kosulu gbz oOniline alindiginda (Ermer, 2001; Green, 1996) giin i¢i ve giinler

arasinda yontemin kesin oldugu saptanmistir.

Yontemin duyarliligi, gézlenebilirlik sinirt olarak (LOD), sinyal/giiriiltii (S/G) orani 3
oldugunda saptanan derisim 0.03 pg mL™, alt tayin smir1 (LOQ) ise, (S/G) oran1 10 oldugunda
saptanan derisim 0.07 pg mL™' olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin farmasotik

preparattan analiz i¢in yeterli duyarlilikta (Ermer, 2001; Shabir, 2007) oldugu belirlenmistir.

Analit ¢ozeltisinin  kararlihi@inin  arastirilmasinda, parasetamol stok ¢ozeltisi
buzdolabinda +4°C’de bekletilerek her ay stabilite ¢aligmalar1 yapilmis ve 4 ay siiresince
parasetamoliin alikonma zamaninda degisim olmadigi, derisim degerlerindeki degisimin %

2’nin altinda oldugu bulunmustur. Ayrica her ay elde edilen degerler arasinda istatistiksel
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olarak anlaml bir fark olmadig1 gosterilmis ve stok ¢dzeltinin buzdolabinda saklandiginda 4

ay kararli oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 4.12).

Yontemin tekrarlanabilirligi, 10 pg mL* parasetamol ¢ozeltisinin ayn1 giin i¢cindeki 10
tekrarlt 6l¢iim sonucunda elde edilen BSS degerlerinin degerlendirilmesi ile yapilmistir. %
0.02 olarak bulunan BSS degerinin kaynaklarda bildirilen % 2’den (Shabir, 2007) kii¢iik

olmasi cihazin tekrarlanabilir sonuglar verdigini gostermistir (Tablo 4.13).

Yontemin saglamlik ¢alismalarinda, hareketli faz metanol orani, akis hiz1 ve dalga
boyu gibi yontem parametrelerinde yapilan degisikliklerin parasetamoliin miktar tayinini ne
kadar etkiledigi arastirilmustir. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, akis hiz1 ve hareketli faz
MeOH oranindaki degisimlerden sonuglarin etkilenmedigi [thessp < taplo = 2.776 (P>0.05)],
dalga boyundaki degisikliklerden sonuglarin etkilendigini [thesap > taplo = 2.776 (P>0.05)]
bulunmustur (Tablo 4.14). Yontemin dalga boyunda meydana gelebilecek degisimlere karsi
hassas oldugu bu nedenle cihazda dalga boyunun ayarlanmasinda dikkatli olunmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.

Iki farkl arastiric: tarafindan gerceklestirilen tutarlilik calismalarinda, parasetamol igin
dogrusallik araligmma giren 25 pg mL* derisimdeki parasetamol standart g¢o6zeltilerinin
analizleri yapilmugstir. Iki farkli arastiricimin yapti§i deney sonuglari arasinda istatistiksel
acidan fark bulunmadigindan yontemin tutarli oldugunu sonucuna varilmistir [Ty=1> T+=0,

p< 0,05] (Tablo 4.15).

Sistem uygunluk galismasinda, 10 pg mL™ parasetamol standart ¢ozeltisinin aym giin
icinde 6 tekrarli Ol¢iim sonucunda elde edilen parametreler (Tablo 4.16) USP (2005)’de
belirtilen sistem uygunluk parametrelerine (Tablo 3.1) gore degerlendirilmis ve kriterleri

sagladig1 goriilmiistiir. HPLC sistemi gelistirilen yontemin ¢aligmasina uygun bulunmustur.
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Optimize ve valide edilen HPLC yontemi Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’nde ilag
piyasasinda satilan Sadece parasetamol igeren Bristol®, Aspar®, Panadol®, Pirofen®,
Pharmadol® , Parol® isimli farmasétik preparatlarin analizlerine uygulanmustir (Tablo 4.17-
4.22).

Gelistirilen HPLC yontemi ve kaynakta yer alan UV-spektrofotometrisi yontemleri ile
yapilan farmasotik preparat analiz sonuglari istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Tablo 4.23-
4.28). Karsilastirma sonucunda Ty > Tipio, P>0,05 olarak bulundugundan her iki yontem

arasinda fark bulunmamastir.

United States Pharmacopeia XXVI’de parasetamol analizi igin bildirilen HPLC
yonteminde (USP XXVI, 2003) hareketli faz akis hizi 1.5 mL dak ™ oldugundan, séz konusu

yontemde gelistirilen yonteme gore daha fazla hareketli faz kullanilmasi gerekmektedir.

Gelistirilen yontemde parasetamol i¢in LOD degeri 0.03 ug mL™ olarak bulunmustur.
Kaynaklarda HPLC yontemi ile yapilan analizlerde parasetamol i¢in en diisiik LOD degeri 0.1
ng mL™? olarak Monser ve Darghouth tarafindan bulunmustur. (Monser ve Darghouth, 2002).
Tez ¢alismasinda gelistirilen yontemin gozlenebilirlik sinir1 diisiik oldugundan yontemin daha

duyarli oldugu saptanmistir.

Bu tez ¢alismasinda parasetamoliin analizi i¢in gelistirilen dogru, kesin, se¢ici, tutarh
ve saglam HPLC yonteminin spektrofotometrik yontemlere gore daha giivenilir oldugu bu
nedenle basta ila¢ endiistrisi olmak {iizere arastirma-gelistirme ve kalite kontrol

laboratuvarlarinda parasetamoliin rutin analizi i¢in dnerilebilecegi diistiniilmektedir.
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EKLER

Ek. 1. Korelasyon Katsayis1 ve Dogrusalliktan Ayrihs Onem Kontrolii

Bulunan korelasyon katsayisinin 6nemli bir katsayr m1 yoksa tesadiife bagli bir katsay1

mi oldugu test edilmistir.

Testin yapiminda islemler:

1. Ho: Korrelasyon katsayis1 tesadiife bagl bir degerdir (r=0)

2. Test istatistiginin hesaplanmas:

Sr= (korelasyon katsayisinin standart hatasi)

3. Yanilma olasiligi olarak a = 0.05 se¢ilmistir.

4. Serbestlik derecesi= n-2

5. o= 0.05 diizeyinde ve 4. Madde de bulunan serbestlik derecesinde tablo t degerine
bakilir.
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. Karsilagtirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiylikse Ho hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

. Karar: Korrelasyon katsayisi 6nemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus bir deger

degildir ( t= hesapla bulunan deger, P < 0.05), veya korelasyon katsayist 6nemli bir

deger degildir, tesadiifen bulunmus bir degerdir (t= Hesapla bulunan deger, p> 0.05).
Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

. Kareler toplamlar1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):

2
(Zx) (Zy)

2 Xy-

n

RKT =
(Zx)°

¥ x%-

n

b) Y ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):

Ey)’
YOAKT = Zy? -
n
c) Regresyondan ayrilis Kareler Toplami= RAKT= YOAKT —RKT
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Serbestlik dereceleri bulunur:

a) Regresyon Serbestlik Dereceleri (RSD)=1
b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi= YOASD = n-1
c) Regresyondan ayrilis Serbestlik Derecesi= RASD=YOASD- RSD

. Kareler ortalamalar1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Ortalamasi= RKT/ RSD
b) Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamasi = RAKO = RAKT/ RASD

. Ho = Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iligki dogrusal degildir.

. Yanilma olasiligt o =0.05 se¢ilmistir.

F=RKO /RAKO

. p=0.05 diizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F degerleri bulunur.

. Karsilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse Ho hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

. Karar: Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusaldir (F = Hesapla bulunan,

p< 0.05) veya dogrusal degildir (F = Hesapla bulunan, p> 0.05)
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Kesisimin sifirdan ayrilisinin 6nem kontrolii

—~ ~ 1/2
(1-r(n-1)
® y%- (2x)?/n

Syx=

n-1 ~ n-2 ~

2. St = (Syx)? [(1/m) +X7 (2x*- (2x)° /n]
3. Ho = Kesisim degeri (a) sifira esittir.

4. Yanilma olasilig1 p=0.05 se¢ilmistir.
5.ty=a/ She)

6. o = 0.05 diizeyinde tt degerleri bulunur.

3. Kargilagtirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyilkse Ho hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

4. Karar: Kesisim degeri sifira esittir. (ty = hesapla bulunan, p> 0.05) veya Kkesisim
degeri sifirdan farklhidir (ty = hesapla bulunan, p< 0.05) (Siimbiiloglu K. ve Siimbiiloglu V.,
2007).
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Ek 2. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi
SS

Bagil Standart Sapma (BSS) =----------- X 100
X

SS: Standart sapma
X : Aritmetik ortalama

% Bagil Hata Hesaplanmasi

% Bagil Hata (%BH) = [ (Olmas1 gereken miktar- Bulunan miktar)]

Olmas1 gereken miktar

Standart Hata Hesaplamasi
SS
Standart Hata (SH) = —

(n)1/2

SS: Standart Sapma
n: Olgiim Sayisi

% Geri Kazanim Hesaplanmasi
Bulunan miktar
% Geri Kazanim= x 100

Olmas1 gereken miktar
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Evren Ortalamasi1 Giiven Araliginin Hesaplanmasi

p= X £Sxt veya X -Syt< u< X +Sxt
u : Evren ortalamasi
X: Orneklem ortalamasi

Sx=-Standart hata

t: Segilen yanilma diizeyi (o) ve n-1 serbestlik derecesindeki t tablosundaki deger (Stimbiiloglu
K. ve Siimbiiloglu V., 2007).
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Ek 3. t- testi

Iki ortalama arasinda fark olup olmadigin1 test eder.

S% = [ (n:-1) 5.2 + (np-1) 55°] / (ny + N -2)

t= &1-)(_2)/8 (1/ ny +1/ ny) ”

ni: 1. yontemin dlglim sayisi ny: 2. yontemin Slglim sayisi
S1: 1. yontemin standart sapmast ny: 2. yontemin standart sapmasi
Xi: 1. yontemin ortalamasi Xz: 2. yontemin ortalamasi

Serbestlik derecesi = ny +n, -2

1. Ho= Iki ortalama arasinda fark yoktur.

2. o= 0.05 yanilma diizeyinde ve n; + n, -2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine

bakilir.

3. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse Ho hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

4. Karar:
a) Ortalamalar arasinda fark yoktur (t = Hesaplanan deger, p > 0.05)

b) Ortalamalar arasinda fark vardir (t = Hesaplanan deger, p < 0.05) (Siimbiiloglu K. ve
Siimbiiloglu V., 2007).



108

Ek 4. Wilcoxon Eslestirilmis Tki Ornek Testi

Aynmi Orneklerin degisik iki durumundaki Ol¢iim sonuglar1 arasinda fark olup

olmadigimin belirlenmesinde n< 25 ise uygulanan 6nemlilik testidir.

Ho = iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.

a = 0.05 yanilma diizeyi secilmistir.

Test istatistiginin hesaplanmast:

Iki yontemden elde edilen sonuglar iki siitun seklinde yan yana yazilir. Sagda yeni bir siituna
satirlar arasindaki farklar +/- isaretleriyle birlikte yazilir. Ardindan farklar kiigiikten biiyilige
dogru siralanir ve sira no. verilir. Sira no.larin oniine farklardaki +/- isaretleri yazilir. + ve —
isaretli sira no. gruplari arasinda isareti sayica az olan grup toplanir. Elde edilen deger, hesapla
bulunan T degeridir (Tw).

Olgiim say1s1 (n) serbestlik derecesindeki tablo T degerine bakilir.

Karar:

a) Tw >Ty ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur (Tw

Hesaplanan Tdegeri, p<0.05)

b) Tu <T; ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark vardir (Th

Hesaplanan Tdegeri, p>0.05) (Siimbiiloglu K. ve Siimbiiloglu V., 2007).
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Ek. 5. Kruskal Wallis Varyans Analizi

Parametrik test varsayimlar1 yerine getirilmediginde, bir degisken yoniinden ikiden

fazla bagimsiz grup arasinda fark olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilir.

Test islemleri:

Biitiin gruplardaki degerler kiiciikten biiyiige dogru tek dizi halinde siralanir ve her bir
degere sira numarasi verilir. Ayni degerler igin ortalama sira numarasi hesaplanip ayni olan

degerlere verilir.

Test istatistiginin (KW) hesaplanmas:

- k(n+1)

n(n+1) =1 N

T;=]. gruptaki degerlerin sira numaralar toplami (her bir grup i¢in);
n; = j. gruptaki denek says1 (her bir grup i¢in);
k = Grup sayis1

n = Toplam denek say1s1

Ho = iki yéntemle elde edilen sonuglar arasindaki fark yoktur.

a = 0.05 yanilma diizeyi i¢in (grup sayisi-1) serbestlik derecesindeki tablo degerine (KWr)
bakilir.

Karar :

KW+:> KW ise Ho hipotezi kabul edilir.

KW+< KW ise Ho hipotezi reddedilir (Siimbiiloglu K. ve Siimbiiloglu V., 2007).



