1. GIRIS
1.1. GIRIiS VE AMAC

Diflukortolon valerat (DIF) enflamasyonlu deri hastaliklarinda kullanilan
topikal bir kortikosteroiddir. Klorkinaldol (KLO) ise topikal olarak enfekte ciltlerde
ve vajinal enfeksiyonlarda kullanilan antimikotik ve antifungal etkili bir maddedir.
Diflukortolon valerat (DIF) + klorkinaldol (KLO) kombinasyonu ise genel olarak

bakteri ve/veya mantarla enfekte olmus deri hastaliklarinda kullanilmaktadir.

Tiirkiye ilag piyasasinda, DIF + KLO kombinasyonunu iceren iki adet krem
preparati, DIF + izokonazol nitrat kombinasyonunu iceren iki adet krem preparati ve
DIF’1 tek basina igeren iki adet merhem preparati bulunmaktadir. KLO’iin ise DIF
ile ikili kombinasyonundan baska promestrien ile ikili kombinasyonunu igeren bir

vajinal tableti de Tiirkiye ila¢ piyasasinda yer almaktadir.

Bu sayilan formiilasyonlar i¢inden iki adet krem preparatinin igerisinde karigim
halinde birlikte yer aldig1 goriilen DIF ve KLO’{in ayn anda miktar tayinleri igin,
rutin analizlerinde kullanilabilecek hizli, kolay ve duyarli analiz yOntemleri
gelistirmek tez calismasinin temel amaci ve basligi olarak secilmistir. Tiirkiye
disinda DIF + KLO kombinasyonunu igeren ¢ok sayida preparatin tedavide
kullanildig1 da saptanmistir. Bu nedenle de gelistirilecek yontemlerin genis bir alanda

ilag analizlerinde kullanimi saglanmig olacaktir.

Yapilan literatiir caligmalarinda kaynaklar boliimiinde de gosterildigi sekilde
DIF icin farmasétik preparatlarda tek basma bulundugunda veya koruyucu maddeler
yaninda miktar tayini i¢in yiiksek basingli sivi kromatografik (YBSK) yontemlerin
gelistirildigi gozlenmektedir (Amin ve Schneider 1978, Gagliardi ve Ark. 2002,
Maeda ve Ark. 1987, Maeda ve Ark. 1988).

KLO ig¢in ise; farmasoétik preparatlarda tek basina bulunuyorken polarografik
(Bosch ve Ark., 1987) ve gaz kromatografik olarak (Degen ve Schweiser, 1977),



kloroksin varliginda ise spektrofluorimetrik flow-injection yontemiyle (Peres-Ruiz
ve Ark. 1996) miktariin tayin edildigi daha oOnce yapilmis caligmalarda

gbzlenmistir.

Goriildigii gibi farmasotik preparatlarda DIF + KLO’iin birarada bulunuyorken
ayn1 anda miktar tayinleri i¢in gelistirilmis bir yontem bulunmamaktadir. Dolayisiyla

bu konuda yapilacak ¢alismalar tamamen orijinal olacaktir.

Ayrica bu secilen formiilasyonlarin krem seklinde olmasi caligmanin
zorlugunu da beraberinde getirmektedir. Bu tiir preparatlarda c¢alisilirken etken
maddelerin i¢erisinde bulunduklar1 krem bazinin etkisinin de hesaba katilmasi ve
dolayisiyla etken maddelerin ortamdan ekstre edilmeleri gerekebilmektedir ki bu
islem hem uzun hem de zahmetli bir islem olup, sonuglar agisindan hassasiyetin de
diismesine neden olmaktadir. Amacimiz bdyle bir ekstraksiyon islemi gerekmeden
DIF + KLOiin secilen preparatlarda aym anda miktar tayinlerinin yapilabilmesini

saglamaktir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda ikili karisim halinde bulunan DIiF + KLO{in
aynit anda miktar tayinleri icin yapilacak c¢aligmalarda spektrofotometrik analizler
temel alinmis ve gerek Olcililen absorbans degerlerini kemometrik teknikler ile
degerlendirerek ve gerekse de spektrum oranlar tiirev spektrofotometri yardimiyla
karisim igerisindeki bu iki etken maddenin higbir ayirma islemi gerekmeksizin
miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in yontemler gelistirilmesi amaclanmistir.
Kemometrik yontemler olarak; klasik en kiigiik kareler yontemi (CLS), ters en kiiciik
kareler yontemi (ILS), temel bilesen regresyonu (PCR) ve kismi en kiigiik kareler
(PLS) tekniklerinin uygulanmasi planlanmistir. Elde edilen sonuclarin
karsilagtirilmas1 amaciyla ayrica bir YBSK yontemi gelistirilmesi ve gelistirilen tim
yontemlerin DIF + KLO iceren secilmis farmasotik preparatlara uygulamasinin

saglanmas1 amag olarak belirlenmistir.



1.2. KIMYASAL VE FiZiKSEL OZELLIiKLER

1.2.1. Diflukortolon Valerat (DiF)

Formiil :

Kapah formiil : C,7H36F,0Os5

Kimyasal yapisi :
60,90 — difloro-3,20 diokso-11p,21-hidroksi-160—metilpregna-1,4-dien-21-il

valerat.

Fiziksel ozellikleri :

DIF beyaz renkte, kokusuz ve kristalize bir tozdur. Pratik olarak suda
¢Oziinmez. Diklorometan ve dioksan’da kolaylikla ¢oziliniirken, metanolde az, eterde
cok zayif ¢oziiniirliige sahiptir. Isiktan bozunur. Molekiil agirhig1 478.57 gram’dir.
Erime noktas1 195 °C’dir.



UV spektrumu :
DIF’m metanol - su (3:1) karisimindaki ¢ozeltisinin UV spektrumunda 239.7
nm’de bir maksimum gériiliir. 9.6 pg/ml DIF ¢ozeltisinin 239.7 nm’deki absorbansi

0.431"dir (Sekil 1.1).
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Sekil.1.1. DIF’m metanoi — su (5.1) xangimindaki 9.6 pg/mL ¢ozeltisinin UV

spektrumu.

Genel Farmakolojik EtKisi :

Enflamasyonlu deri hastaliklarinda kullanilan topikal bir kortikosteroiddir.

Tanim :

DIF, glukokortikoid aktivitesinden dolay1 ¢ok ¢esitli deri hastaliklarinda
topikal olarak kullanilir. Genellikle % 0.1 veya % 0.3 oraninda krem veya pomat
olarak hazirlanmaktadir. Enflamasyonlu deri hastaliklarinda ekzema, dermatit,

psoriazis ve asir1 kasint1 ya da tahristen kaynaklanan deri kizarikliklarinda endikedir.



Farmakolojik etkileri :

DIF, derideki enflamasyonu azaltici etki gosteren sentetik bir

kortikosteroiddir. Deriye uygulandiginda deri hiicreleri tarafindan absorbe edilir.

Hiicreden serbest birakilan bazi kimyasal maddelerin salinimmi engelleyerek etki

gosterir. Bu kimyasal maddeler immiin sistem i¢in ¢ok onemlidir ve alerji veya

irritasyon reaksiyonlarinda serbest birakilarak damarlarin  genislemesine ve

dolayistyla enfekte bolgenin kizarmasina, kasinmasina, yanmasina neden olurlar.

Deride serbest birakilma oranlar diisiiriildiigiinde, DIF enflamasyonu azaltarak

kasintiy1 tedavi eder. Preparatlar genellikle % 0.1 veya % 0.3 oraninda hazirlanir.

Endikasyonlar :

Discoid Lupus Eritemtosus (DLE) diye bilinen enflamasyonlu deri hasari
Psoriazis

Siddetli ekzema

Siddetli enflamasyonlu deri hasari

Kaginti, yanma ve kizarikliklarla genellikle genital bolgede, bileklerde ve
sirtta olusan deri hastaliklari

Norodermatit

gibi semptomlarin giderilmesinde kullanilir.

Doz :

Hastalikli deri iizerine ince bir tabaka halinde ve yayarak siiriiliir. Giinde 2

veya 3 kez, iyilesme goriilmeye baslandiginda ise giinde 1 kez uygulanir.

Kontrendikasyonlari :

Akne rosasea

Akne vulgaris

Viriislerle, mantarlarla veya bakterilerle enfekte olmus deri iizerine
Agi1z etrafindaki enflamasyonlarda

4 yasin altindaki ¢ocuklarda

Hamilelerde ve emziren bayanlarda kullanilmamalidir.



Yan etkileri :
7 giinden fazla kullanildiginda diger kortikosteroidler gibi deriden ¢ok fazla
absorbe oldugundan deri incelmesine ve adrenal salgilamanin baskilanmasina neden

olur.

Saklama kosullari :

Oda sicakliginda ve 1g1ktan uzakta muhafaza edilmelidir.



1.2.2. Klorkinaldol (KLO)

Formiil :

OH

Cl CHs

N\

Cl

Kapal formiil : C,,H;CI,NO

Kimyasal yapisi :

5,5-dikloro-2-metilkinolin-8-ol

Fiziksel ozellikleri :

KLO, sarimsi kahve renkte ve kokusuz kristalize bir tozdur. Pratik olarak
suda ¢oziinmez. 1 kistm KLO 100 kisim etanolde, 20 kisim kloroformda, 33 kisim
eterde ve asetonda ¢oziiniir. Demir III kloriir ile mavi-yesil renk verir. Erime noktas1

110-114 °C’dir. Molekiil agirligi 227.98 gram’dir.

UV spektrumu :

KLO’iin metanol - su (3:1) karisimindaki ¢dzeltisinin UV spektrumunda,
205.3, 250.7 nm ve 318.8 nm’de ii¢ adet maksimum, 270.3 nm ise bir adet omuz
goriiliir. 4 pg/ml KLO ¢ozeltisinin bu dalga boylarindaki absorbans degerleri
sirastyla 205.3 nm’de 0.979, 250.7 nm’de 1.141, 270.3’te 0.231 ve 318.8 nm’de
0.089tiir (Sekil 1.2).
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Sekil.1.2. KLO’lin metanol — su (3:1) karisimindaki 4 pg/mL ¢ozeltisinin UV

spektrumu.

Genel Farmakolojik Etkisi :
%3’liik konsantrasyonlar1 topikal olarak enfekte ciltlerde ve wvajinal

enfeksiyonlarda kullanilir. Antimikotik ve antifungal etkilidir.

Tamm :

KLO ozellikle enfekte deri hastaliklarinda ve vajinal enfeksiyonlarda
kullanilir. Genellikle % 3 oraninda krem veya 200 mg’lik vajinal tablet olarak
hazirlanmaktadir. KLO, yumusak bakterilerin ve kiif mantarlarinin, dermatofitlerin
ve mayalarin ¢ogalmasini inhibe ederek bu tiir enfeksiyonlara kars1 etki gosteren bir

ajandir.

Farmakolojik etkileri :
KLO, saglam deriden perkiitan olarak ¢ok diisiik miktarda absorbe edilir.

Organizmaya penetre olduktan sonra hizla tamamina yakin kismi idrardan



glukuronid olarak itrah edilir. Maddenin metabolitlerine doniismesi sadece

konjugasyon yolu ile oldugu icin ayni zamanda verilen P450 enzimleri ile

etkilesmez.

Endikasyonlar :

kullanilir.

Ekzema

Psoriazis

Dermatit

Vajinal enfeksiyon tedavisi
Mantar enfeksiyonlari

Yumusak bakteri enfeksiyonlar1 gibi semptomlarin giderilmesinde

Doz :

Krem formu hastalikli deri iizerine ince bir tabaka halinde ve yayarak stirtiliir.

Giinde 2 veya 3 kez, iyilesme goriilmeye baslandiginda ise giinde 1 kez uygulanir.

Kontrendikasyonlari :

e Akne rosasea

Akne vulgaris

Agiz etrafindaki enflamasyonlarda
Ostrojene bagli kanser hikayesi olanlarda
4 yasin altindaki ¢ocuklarda

Hamilelerde ve emziren bayanlarda kullanilmamalidir.

Yan etkileri :

7 glinden fazla kullanildiginda deride tilseratif etkilerin meydana gelmesine

neden olur. Deride pigmentasyon degisikligi, irritasyon ve incelme gozlenebilir.

Saklama kosullari :

Oda sicakliginda muhafaza edilmelidir.



1.3. TURKIYE’DE DIiF iCEREN PREPARATLAR

NERISONA-C ® Krem (Intendis)

= Diflukortolon valerat ................. 1 mg

» Klorkinaldol ........................ 10 mg/ 1 gr krem
IMPETEX ®Krem (Roche)

» Diflukortolon valerat ................. 1 mg

»  Klorkinaldol ........................ 10 mg/ 1 gr krem

TRAVOKORT ® Krem (Intendis)

= Diflukortolon valerat .... ............ 1 mg

= [sokonazol nitrat ................... 10 mg /1 gr krem
TRAVAZOL ® Krem (Bilim)

» Diflukortolon valerat ................ 1 mg

» [sokonazol nitrat .................. 10 mg/ 1 gr krem

TEMETEX ® Krem/Merhem (Roche)
= Diflukortolon valerat................ I mg /1 grkrem

TEMETEX FORTE ® Merhem (Roche)
» Diflukortolon valerat................ 3mg/ 1 grkrem

10
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1.4. TURKIYE’DE DiF iCEREN PREPARATLAR ILE iLGILi BILGILER

1.4.1. NERISONA-C ® krem

Farmakolojik etkileri :

Nerisona-C ® krem, endike ve iltihabi belirtilerin 6n planda oldugu,
bakteriyal ve/veya mikotik enfekte deri hastaliklarin baglangic ve ara tedavisi i¢in
uygundur. Ayrica s6z konusu iltihabi ve alerjik deri hastaliklarinda bakteriyal ve

mikotik enfeksiyonlarin proflaksisi i¢in uygundur.

Kullanilirken dikkat edilmesi gereken noktalar :
e Tiiberkiiloz ve virlitik enfeksiyon varliginda kontrendikedir.
e 4 yasindan kii¢iik cocuklarda ve gebeligin ilk 3 ayinda kullanilmamalidir.

e (GoOze kagmamasina dikkat edilmelidir.

Yan etkileri :

Genis alana ve uzun siireli uygulama sonucunda ;

e Deride atrofi

e Telenjiektaziler

e Striae

e Deride akne formunda degisiklikler

e Kortikoid kullanimina bagli sistemik etkiler goriilebilir.

Gebe ve emziren kadinlarda uzun siireli ve genis alanda kullanimlar
sonucunda yeni doganlarda bazi yan etkiler goriilebilir (hamileligin son

haftalarindaki uygulamalar sonucu bobrekiistii bezi fonksiyon bozukluklar gibi ).

1.4.2. IMPETEX ® krem

Farmakolojik etkileri :
Topikal kortikosteroid tedavisine cevap veren, bakteri ve/veya mantarlarla
enfekte deri hastaliklarinda kullanilir. Antimikotik ve kortikosteroid etkilidir.

Nummuler ekzema, dishidrotik ekzema, varik6z durumlarindaki ekzema, bakterisid,
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ekzematid, piyoderma, follikiilit, impetigo, eritrasma, dermatofit maya, maya benzeri
mantarlara bagli dermatomikozlarda kullanilir. Ayrica bakteri ve mantar
enfeksiyonlarina kars1 profilaksi arzulanan enflamatuar ve alerjik deri hastaliklarinin

tedavisinde Onerilir.

Kullamlirken dikkat edilmesi gereken noktalar :

e (Gozlerde kullanilmamalidir.

e Irritasyon goriildiigiinde kullanimi durdurulmalidir.

e Zorunlu olmadik¢a hamilelerde ve emziren bayanlarda kullanilmamalidir.
e Bebeklerde ve 4 yasindan kiiciik c¢ocuklarda 3 haftadan fazla

kullanilmamalidir.

Yan etkileri :

Impetex ® krem viicudun biiyiik bir bolimiinde uzun siire uygulandiginda
diger kortikosteroidlerde oldugu gibi bir takim lokal yan etkilere neden olabilir.
Ornegin, deride atrofi, telanjiyektazi, catlaklar, akne olusumu, eritem, irritasyon
ayrica absorbsiyona bagli olarak sistemik etkiler (adrenal supresyon) goriilebilir.

Absorbsiyonun artmasi sistemik yan etkilere neden olabilir.



1.5. DUNYADA DIF iCEREN TiCARi PREPARATLAR

Preparatin Adi

Neriquinol
Travocort
Travocort
Bi-Nerisona
Nersalic
Nersalic
Nerisona-C
Nerisona-C
Travocort
Nerisona-C
Travocort
Travocort
Isocort
Multiderm
Corti-Fluoral
Dermoflogil
Dermobios
Impetex
Nerisona-C
Travocort
Bi-Nerisona
Scheriderm
Nerisona-C
Nerisona-C
Travocort
Travocort
Nerisona-C
Travocort

Claral Plus

Avustralya
Avustralya
Belgika
Brezilya
Kanada
Fransa
Fransa
Almanya
Almanya
Hong-Kong
Hong-Kong
Irlanda
Israil
Israil
Italya
Italya
Italya
Italya
Italya
Italya
Meksika
Meksika
Hollanda
Portekiz
Portekiz
Giliney Afrika
Singapur
Singapur
Ispanya

13



1.6. TURKIYE’DE KLO iCEREN PREPARATLAR

e NERISONA-C ®Krem (Intendis)
» Diflukortolon valerat ................ 1 mg

» Klorkinaldol ........................ 10 mg/ 1 gr krem

e IMPETEX ®Krem (Roche)
» Diflukortolon valerat ................ 1 mg

» Klorkinaldol ........................ 10 mg/ 1 gr krem

e COLPOSEPTINE ® Vajinal Tablet (Merck)
= Klorkinaldol ......................... 1 mg

* Promestriene ...................... 10 mg/ 1 gr krem

14
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1.7. TURKIYE’DE KLO iCEREN PREPARATLAR ILE iLGILI BILGILER

Icerisinde KLO ve DIF bulunan NERISONA-C ® Krem (Intendis) ve
IMPETEX ® Krem (Roche) igin bilgiler yukarida 1.4.1 ve 1.4.2 béliimiinde
Tiirkiye’de DIF iceren preparatlar ile ilgili bilgiler bashg altinda verilmisti.

1.7.1. COLPOSEPTINE ® vajinal tablet

Farmakolojik etkileri :
Antibakteriyel ve o&strojenik etkilidir. Ostrojen eksikligine bagh olarak

gelisen vajinal atrofilerin tedavisinde etkilidir.

Kullanilirken dikkat edilmesi gereken noktalar :
e Gebelerde kullanilmamalidir.

e Ostrojene bagli kanser hikayesi olanlarda kullanilmalidir.

Yan etkileri :

Uzun siireli kullanimda diger kortikosteroidlerde oldugu gibi deri incelmesi,
elastikiyet kayb1 ve yiizeysel damar dilatasyonu gibi yan etkiler ortaya ¢ikabilir. Bu
nedenle kullanim siiresi ¢ok uzun tutulmamalidir. Genis yiizeylerde uzun siireli

kullanildiginda sistemik absorbsiyon meydana gelebilir.



1.8. DUNYADA KLO iCEREN TiCARi PREPARATLAR

Preparatin Adi

Neriquinol
Ultraquinol
Bi-Nerisona
Locoidol
Locoidol
Nerisona-C
Nerisona-C
Proctospre
Colposeptine
Nerisona-C
Locoid C
Multiderm
Impetex
Nerisona-C
Locoid C
Nerisona-C
Bi-Nerisona
Locoidol
Locoid C
Nerisona-C
Trophoseptine
Locoid C
Nerisona-C
Amplidermis
Claral Plus
Quinortar
Sterosan-Hydrocortisone
Proctospre

Locoid C

Avustralya
Avustralya
Brezilya
Danimarka
Finlandiya
Fransa
Almanya
Almanya
Hong Kong
Hong Kong
[rlanda
Israil

Italya
Italya
Hollanda
Hollanda
Meksika
Norveg
Portekiz
Portekiz
Portekiz
Giliney Afrika
Singapur
Ispanya
Ispanya
Ispanya
Isvec
Isvicre

Ingiltere

16



17

1.9. UZERINDE CALISMA YAPILAN ETKEN MADDELERIN MiKTAR
TAYINLERI KONUSUNDAKI LITERATUR CALISMALARI

1.9.1. DIiF i¢in yapilmis ¢calismalar

Gagliardi ve ark. (2002) Purospher RP ve C18 kolonu, izokratik veya
gradient eliisyon ile asetonitril — su (25:75) ve asetonitril — su (60:40) sistemleri
yardimiyla 200 — 350 nm arasinda photodiode-array dedektor kullanilarak DIF’1 da
kapsayan 51 adet kortikosteroidin YBSK yontemiyle miktar tayinlerinin
yapilabilecegini gostermisler ayrica gelistirilen yontemlerin kozmetik preparatlara
uygulamalarim da yapmislardir. DIF igin asetonitril — su (25:75) mobil fazi
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda % geri kazanimlar sirasiyla kremlerde % 92.5 +
2.4, sampuanlarda % 95.8 = 2.4 ve losyonlarda % 98.1 + 2.7 olarak bulunmustur.
Yontemdeki YAS degerinin ise 0.3 pg/ml oldugu calismada belirtilmektedir.

Maeda ve ark. (1987) Japonca olarak yazilmis ¢alismalarinda; icerisinde DIF
da bulunan 11 kortikosteroidi (prednisolon, triamsinolon asetonid, fluokinolon
asetonid, hidrokortizon butirat, fluosinonid, difluprednat, deksametazon valerat,
betametazon valerat, prednisolon valerat-asetat, beklometazon dipropiyonat ve
diflukortolon valerat) ve koruyucu olarak ilave edilen 4 paraben’in (metil, etil, n-
propil ve n-biitilparaben) merhemlerde YBSK ile ayni anda miktar tayinlerinin
yapilabilecegini gostermislerdir. Yontemde C18 kolonu ve mobil faz olarak metanol
— su (50:50 ve 60:40) sistemleri kullanilmis ve dedeksiyon 254 nm’de yapilmustir. I¢
standart olarak sek-biitil paraben secilmistir. Calisma araliklarinin kortikosteroidler
icin 0.01 - 0.25 mg/mL, parabenler i¢in ise 0.002 - 0.05 mg/mL oldugu saptanmustir.
Yontemdeki bagil standart sapmanin % 1.3 den daha kiiclik oldugu c¢alismada
belirtilmektedir.

Japonca olarak yazilmis bir diger calismalarinda Maeda ve ark. (1988);
icerisinde DIF da bulunan 11 kortikosteroidin (prednisolon, triamsinolon asetonid,
fluokinolon asetonid, hidrokortizon butirat, fluosinonid, difluprednat, deksametazon
valerat, betametazon valerat, prednisolon valerat-asetat, beklometazon dipropiyonat

ve diflukortolon valerat) ve 4 paraben’in (metil, etil, n-propil ve n-biitilparaben)
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YBSK ile merhem preparatlarinin igerisinde ayni anda miktar tayinlerini yaptiklarini
ifade etmektedirler. Yontemde 6nce SepPak silika jel kartus lizerinde yagda ¢oziiniir
yardimci madddeler 10 mL hekzan - kloroform (70:30) ¢ozeltisi ile yikanarak
ayrilmaktadir. Sonra kortikosteroidler ve parabenler 10 mL etilasetat ile kartustan
alinmakta ve C18 kolonu iizerinde metanol — su (50:50 ve 60:40) mobil faz sistemleri
kullanilarak YBSK ile ayni anda miktar tayinleri yapilmaktadir. Yontemde UV
dedeksiyon 240 nm ve i¢ standart olarak sek-biitil paraben secilmistir. Yontemdeki
geri kazanim degerleri ve bagil standart sapmalarin sirasiyla % 98.4 — 103.2 ve % 0.2

— 2.4 arasinda bulundugu ¢alismada belirtilmektedir.

Amin ve Schneider (1978) yaptiklar1 ¢alismada dort farmasotik preparat
icerisindeki DIF ve hidrofilik yardimci maddeler ile etinilestradiol ve hidrofobik
yardimc1 maddelerin ayni anda miktar tayinlerini YBSK, GK ve ITK ile tayin
etmiglerdir. YBSK ile yardimci maddeler yaninda etken maddeler icin daha iyi
sonuglar almdigini gozlemislerdir. YBSK yontemindeki bagil standart sapma DIF
icin % 1.9 olarak bulunmus, yagh preparat igerisinde ise bu etken maddenin % 3.2

bagil standart sapma ile tayin edilebilecegi calismada gdsterilmistir.

1.9.2. KLO i¢in yapilmis calismalar

Bosch ve arkadaslar1 (1987) tarafindan yapilan bir ¢aligmada KLO’iin asidik
ortamda elde edilen katodik dalga iizerinden polarografik olarak miktar tayininin
yapildigi ve bu yontemin bir farmasotik preparata basari ile uygulandigi
gosterilmigtir. Sonuglarda iyi bir dogruluk yiizdesi saglandigi ve bagil standart

sapmanin da + 0.013 oldugu ¢alismada belirtilmektedir.

Degen ve Schweiser (1977) klortalidon ve KLO’{in biyolojik materyallerde
ekstraktif alkilasyondan sonra gaz-sivi kromotografisi ile miktar tayinlerinin
yapilabildigini gostermislerdir. Bu ¢aligmada esas siilfalepsinin miktar tayinidir ve
calisma sirasinda bu etken maddenin metabolitleri olan klortalidon ve KLO’iin de
miktar tayini yapilmistir. KLO tayininin yapilist KLO’iin i¢ standart olarak
kullanildig1 calismada belirtilmektedir. Calismada %3 OV-101 (1,4 m X 2 mm i.d.)

kolonu ve elektron yakalama detektorii kullanilmis, tasiyici gaz olarak ise argon-
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metan (19:1) karisimu 60 ml/dk hizda gegirilmistir. Kolon sicaklig1 235 °C, detektor
sicakligi 350 °C ve enjektor sicaklign 250 °C olarak secilmistir. Calismada plazma
icerisinde KLO’lin bagil tutunma zamani 2.6 dak. olarak bulunmustur. Bu calisma

idrar, plazma ve kanda gergeklestirilmis ve siras1 ile % geri kazanimlar %101.1 +

3.6,%100.4 £ 6.2 ve %100.7 + 3.9 olarak bulunmustur.

Peres-Ruiz ve ark. (1996) tarafindan yapilan c¢alismada KLO’iin
spektrofluorimetrik olarak miktar tayininin yapilabildigi gosterilmistir. Yontemde
hem KLO’lin hem de kloroksin’in Cd (II) iyonlar ile floresans veren kompleksler
olusturmasi temel alinmistir. Yontemde, stok cozeltiler 6 M asetik asit icerisinde
hazirlandiktan sonra kullanilirken su ile seyreltilmislerdir. Tampon ¢6zelti olarak
asetik asit - sodyum asetat tamponu kullanilmis ve pH = 4.2 olarak secilmistir.
Eksitasyon (uyarma) dalga boyu 395 nm, emisyon (yayma) dalga boyu 550 nm
olarak secilmistir. Tim c¢alisma akis enjeksiyon (flow-injection) sisteminde
gergeklestirilmis ve sartlar optimize edilmistir. Calisma araligimin KLO igin 2.0 -
13.2 pg/ml, kloroksin i¢in ise 2.2 - 13 pg/ml arasinda oldugu, yontemdeki bagil
standart sapmanin KLO icin % 0.29, kloroksin i¢in ise % 0.81 oldugu saptanmustir.
Yontem g¢esitli farmasotik preparatlara uygulanmis ve hem KLO’lin tek basina
oldugunda hem de kloroksin ile birlikte bulundugunda miktar tayinleri i¢in yontemin
basar1 ile kullanilabilecegi ifade edilmistir. Farmasotik preparatlardaki % geri

kazanim degerlerinin % 96.4 ile %102.2 arasinda degistigi caligmada anlatilmaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. KULLANILAN YONTEMLER
2.1.1. Spektrum oranlar tiirev spektrofotometri

Bu yontem zero-order (orijinal) absorbsiyon spektrumlarin birbirine
boliimiiniin tiirevinin ¢izdirilerek karisim analizlerinin yapilmasi esasina dayanir.
Yontemde, bir karisimin absorbsiyon spektrumu alinir ve karigimin i¢inde bulunan
bilesiklerden birinin standart ¢ozeltisinin absorbsiyon spektrumuna boliiniir (oran
spektrumu). Sonra bu spektrumun 1. tiirevi ¢izdirilir. Gerekirse diger derece tiirevleri
de cizdirilir. Karisimdaki diger bilesigin miktar1 bir kalibrasyon grafigi yardimiyla

hesaplanir.
Yontemi daha iyi aciklayabilmek i¢in M ve N gibi iki bilesenden meydana
gelmis bir karisim varligini ve bunlar i¢in kullanilan dalga boyu araliginda her dalga

boyu i¢in Beer kanununun gecerli oldugunu kabul edelir. Karisim absorpsiyonu igin

asagidaki esitlik yazilabilir :

Axu=€wmi1.Cut & .Cxn (1)

Burada A i j; karisimin A,’deki absorbsiyonu, € \p; ve € xa1 , M ve N’nin

molar absorpsiyon katsayilari, Cy; ve Cy ise M ve N’nin molar konsantrasyonlaridir.

Eger (1) esitligi M’in standart ¢Ozeltisinin absorbsiyon spektrumuna

boliinecek olursa ( C’y ) asagidaki esitlik yazilabilir :

A kAl CM 8 NAL - CN

- o — 2)

€wmu - Cy C'y € wmu - C'y
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Bu denklem asagidaki gibi basitlestirilebilir :

A Enu
= Cu + &y — 3)

€ v € mu

Eger A i1/ € w1, € nu / € ma fonksiyon olarak grafige gecirilirse bir dogru
elde edilir ki bunun egimi Cy, kesim noktasi ise Cy olur. Her dalga boyu i¢in € v /

€ mu oranmi bulabilmek i¢in M ve N standart ekimolar ¢ozeltileri hazirlanir ve

bunlarin absorbanslar1 Olgiilerek her dalga boyu i¢in bunlarin oranlari hesaplanir
(Blanco ve ark.,1995). Ayrica sozii edilen M+N karisiminda N’nin tayini i¢cin (2 )

nolu esitligin tiirevi alinir.

d AkM CM d ENM-CN
—(———————)=0+( ) — —— (4)

v €. CM Cu d €. Coy

Boylece Cy/C%y degeri sifir olur. (4) esitligi karisimin spektrum oranlart tiirev
spektrumudur ve yalmzca Cy ile C’\’e baghdir; fakat Cy’nin karisimdaki
konsantrasyonuna bagli degildir. C’y sabit olduguna gore karisimdaki Cy bulunabilir

(Salinas ve ark.,1990)

Bunun i¢in iglem olarak saf N’nin degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin
spektrumlart alimir ve hafizaya kaydedilir. Sonra C’; konsantrasyonunda olarak
M’nin standart c¢ozeltisi hazirlanir ve bunun alinan absorbsiyon spektrumuna
hafizadaki N’nin spektrumlar1 boliiniir. Bu amag¢ i¢in bir bilgisayar programi
kullanilir. Boylece elde edilen “oran spektrumun’nun tiirev spektrumu ¢izdirilir ve
genellikle maximum ve minimuma karsilik gelen dalga boyunda tiirev absorbans

degerleri okunur. Bu degerler Cy’e kars1 grafige gecirilerek bir kalibrasyon grafigi
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hazirlanir. Sonra islem M + N karisimina uygulanip daha 6nce N i¢in hazirlanan
kalibrasyon grafigi yardimiyla karisimda N’nin miktar1 tayin edilir. Karsimdaki

M’nin miktar tayini i¢in yukaridaki benzer islem tekrar edilir.

Eger boliicii (divisor) standart konsantrasyon artirilip eksiltilirse, elde edilecek
tiirev absorbans degerleri de buna bagli olarak artar veya eksilir. Fakat maksimum ve

minimum dalga boylar1 degismez.

Bu yontemi karisim analizlerinde kullanilabilmesine ek olarak en dnemli iki
avantaji sunlardir.

1. istenmeyen bolgelerdeki maksimum ve minimumlarin yerlerinin
degismesi.

2. Okunacak tiirev oran absorbans degerlerinin normal tiirev

spektrumlarindakine gore yiiksek degerlerde olmasidir.

Ikili karigimlar icin oran spektrumunun 1. tiirevinin almmasi yeterli
olmaktadir. Fazla bilesenli karisimlar i¢in daha bilylk tirev dereceleri

gerekmektedir.



23

2.1.2. Kemometrik Yontemler

1972°de ismi konulan kemometri, kimyasal verilerin analizlenmesi
yardimiyla optimum Ol¢iim islemleri ve yontemlerinin secimi ve tasarlanmasi, ve
maksimum kimyasal bilgi edinilmesi i¢in matematik ve istatistik yontemlerin
kullanildig1 bir alan olarak tarif edilmektedir. Bu ozellikleri nedeniyle de analitik
kimyada ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Kemometrinin en ¢ok kullanildigi
analiz yontemlerinin basinda spektroskopi gelmektedir. Spektroskopik yontemler ise
giiniimiizde pek ¢ok amagla analizciler tarafindan kullanilmaktadir. Ozellikle UV-
Visible spektroskopi ¢ok fazla kullanim alanina sahip olup tizerinde ¢aligilan numune
icin hem kalitatif hem de kantitatif agidan bilgiler elde etmemizi saglar. Kantitatif
analitik spektroskopi acisindan 6nemli olan analiz edilecek maddenin miktaridir.
Miktar tayinleri icin Oncelikle kalibrasyon isleminin gerceklestirilmesi gerekir.
Kalibrasyon islemlerinde cihazdan elde edilen analitik sinyallerin analiz edilen
maddenin konsantrasyonu ile orantili olmasi esastir. Kalibrasyon islemleri yillardir
kullanilmasina ragmen bilgisayar teknolojisinin ve gelismis cihazlarin
kullanilmastyla biiyilik bir atilim gdstermis (Cowe ve Mcnicol, 1985; Fredericks ve
Ark., 1985; Thomas, 1994) olup, giiniimiizde ticari olarak satilan pek ¢ok analiz
cithazinin igerisinde bunlarin ¢oziimii i¢in gelistirilen programlar standart olarak yer

almaktadir.

Spektrokimyasal analizlerde degisik pek c¢ok kalibrasyon yoOntemleri
gelistirilmistir (Atkinson, 1985; Beebe ve Kowalski, 1987; Booksh Ve Kowalski,
1994; Box, 1980; Cook ve Weisberg, 1982; Geladi ve Kowalski, 1986; Haaland ve
Thomas, 1988; Hawkins, 1993; Miller, 1991; Roecker, 1991; Stromberg, 1993;
Wentzell ve Ark., 1997). Bu yontemler igerisinde klasik olani tek degiskenli
kalibrasyondur, ki bunda basit lineer regresyon yontemleri kullanilir ve o6lgiilen
cevaplarda herhangi bir bagka girisimin olmadig1 kabul edilir. Bundan sonra pek ¢ok
girisimin hesaba katildig1 kompleks kimyasal karigimlarin analizi i¢in ¢ok degiskenli
kalibrasyon yontemleri gelistirilmistir. Analiz edilecek madde ile elde edilen analitik
sinyal arasindaki iliskinin non-lineer oldugu (dogrusal olmayan) cok sayida

multivariate (¢ok degiskenli) kalibrasyon yontemi de gelistirilmistir (Frank, 1990;
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Dutter ve Huber, 1981; Lawrence ve Arthur, 1990; Ratkowsky, 1990; Sekuli¢ ve
Ark., 1993; Stromberg ve Ruppert, 1989). Analiz i¢in hangi kalibrasyon yonteminin
secilecegi bu tekniklerin temeline goredir. Bu nedenle degisik tipteki kalibrasyon
tekniklerinin teorik temelleri ve bunlarin avantaj ve dezavantajlari asagida

gosterilmistir:

2.1.2.1. Tek Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Tek degiskenli kalibrasyon yontemleri 0. derece kalibrasyon ydntemleri
olarak smiflandirilir (Booksh ve Kowalski, 1994) ve bu yontemlerde
spektrofotometre gibi cihazlarda spesifik bir dalga boyunda analiz edilecek maddenin
konsantrasyonu i¢in 6l¢iim yapilir. Tek degiskenli kalibrasyon teknigi cihazdan elde
edilen cevabin higbir bagka girisim olmaksizin sadece incelenen bilesige baglh
olmasini gerektirir. Burada miktar tayini iki basamakli bir iglemdir. Bunlardan
birincisi kalibrasyon, ikincisi tahmindir. Birinci basamakta konsantrasyonlar1 belli
bir numune serisi i¢in dl¢limler yapilir. Bu kalibrasyon serisi genellikle kalibrasyon
seti veya calisma seti olarak adlandirilir. Bu kalibrasyon serisi, cihazdan analiz
edilecek maddenin konsantrasyonuna bagli olarak alinan cevaplara gore bir
kalibrasyon modelinin kurulmasi igin kullanilir. ikinci basamak ise konsantrasyonu
bilinmeyen numune igin cihazdan alinan cevabin dlgiilmesi ve daha once kurulmus

olan kalibrasyon modeli yardimiyla numune konsantrasyonunun tahmin edilmesidir.

Asagidaki boliimde koyu alt harfler vektorleri, italik alt harfler scalari (sabit
sayilarl) ve koyu ist harfler ise matrisleri gostermektedir.Biitiin vektorler kolon

vektorleri olarak ifade edilmistir.

Bir tek degiskenli kalibrasyon yontemi i¢in cihazdan sabit bir dalga boyunda
alman cevap r, ¢ ile gosterilen analit konsantrasyonu ile orantilidir ve bu asagidaki

kalibrasyon fonksiyonu ile ifade edilir :

r=f(c)+e, (5)
Burada e,; cihazdan gelen cevap ile meydana gelen hatay1 ifade eder.

Spektroskopide f(c) ile gosterilen baginti, Beer kanununa gore dogrusal oldugu
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kabul edilir ki maksimum absorbsiyon yapilan dalga boyunda analit i¢in okunan
cihaz cevabiin analit konsantrasyonu ile orantili oldugunu ifade eder. Burada
cihazdan elde edilen cevap olarak absorbans Ol¢limleri anlasilacaktir. Kalibrasyon
modeli se¢iminde cihaz cevabi ile analit konsantrasyonunun arasinda dogrusal bir
iligkinin oldugunu kabul eden iki bilinen yontem vardir. Bunlar, klasik ve ters tek

degiskenli kalibrasyon yontemleri olarak adlandirilirlar.

2.1.2.1.1. Klasik Tek Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Klasik tek degiskenli kalibrasyon yontemi Beer kanununu temel alir ve

istatistiksel model olarak asagidaki gibi ifade edilir :

a,~=b0+ b1.C,'+ C; (6)

Burada a; ve c;, m sayidaki kalibrasyon standardi i¢in i. numunenin sirastyla
cihaz cevabi ve analit konsantrasyonlaridir. a;’de meydana gelen 6l¢iim hatasi ise e;
ile gosterilir. Idealde, cihaz cevabinda hi¢ hata olmadig1 kabul edilir ve bu durumda
(6) denklemi bir dogru olur. by ve b;, bu dogrunun sirastyla kesim noktalar1 ve
egimidir. Fakat gercek uygulamalarda her zaman cihaz cevabiyla ilgili veya
konsantrasyon degerlerinden kaynaklanan degisik cinsten hatalar gelmektedir. Bu
nedenle kantitatif spektrokimyasal analizdeki alisilmis islemlerde cihaz cevabi analit
konsantrasyonunun m kalibrasyon standart serisi i¢in grafige gecirilir. En iyi dogru
en kiiciik kareler yontemi kullanilarak by ve b,’in hesaba katildig1 verilerin grafige
gecirilmesiyle elde edilir. Sekil 2.1 sentetik numunenin konsantrasyonuna karsi

okunan absorbans Ol¢iimlerinin grafige gegirilmesini gostermektedir
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Sekil 2.1. Regresyon grafigi.

Sekil 2.1°de dogrunun her noktasindan diiseysel sapmalarin her bir analit i¢in
cihaz cevabinda olusan hatayla baglantili oldugu dusiiniilir ve residual olarak
adlandirilir. En kii¢lik kareler yontemi, klasik tek degiskenli kalibrasyon yonteminde
her noktadaki farklarin (residuallerin) karelerinin toplamini (SS) minimize eder. Bu
veri serisinin SS’si, m sayida kalibrasyon numunesi i¢in 2 esitliginde yeniden bir

diizenlemeyi getirir.

SS’yi minimize etmek i¢in buradaki her iki parametreye gore kismi tiirevi
almip 0’a esitlenmelidir ki bu islemi yapmak ve sonra denklemi ¢dzmekle SS
otomatik olarak minimize olmaz, SS’nin kismi ikinci tlirevinin matrisinin
determinantinin pozitif olmasi da gerekir bdylece maksimum yerine minimum elde

edilir.

I
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< by Y n i Ci ! i aj
i=1 i=1
b i Ci i ci’ i ciaj
i=1 i=1 i=1
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6SS/obo =2 (ai—bo—bi.ci).(-c)=0 (8.b)

i=1
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8.a ve 8b ‘den 2 ve —I’in disiiriilmesi sonucunda by ve b; asagidaki

esitliklerin ¢6ziimii ile elde edilebilir :

m

D> (ai—bo—bi.ci)=0 (9.2)

> (ci.ai—ci.by—br. ¢%)=0 (9.b)
i=l

Bu esitlikler su hali alir :

mbg+ by i Ci= i q;

(10.a)
i=1 i=1

m m

boz ci + blz Cizz i Ci. a

(10.b)
i=1 i=1 i=1

Bu esitliklerin ¢6ziimii by ve b;’in en kiigiik karelere gore degerlerinin
bulunmasina yardim eder.

i Ci.aj - (i Ci)(i“ ai)/m

i=1

(11.a)

i=1

Ve

(11.b)

Burada a ve c¢ cihaz cevaplar1 analit konsantrasyonlarinin m sayidaki

kalibrasyon numunesi i¢in ortalama degerleridir. Buna gore kalibrasyon esitligi
asagidaki bigimde ifade edilir :
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A AN
A= by + b.c (12)

Buna gore bilinmeyen numunedeki konsantrasyon asagidaki esitlikten

¢oziilebilir :

A A
cu=(au-bo) / b] (13)
Burada c, bilinmeyen analit konsantrasyonunu ve a, ise bu numune i¢in cihaz
cevabini gostermektedir.
2.1.2.1.2. Matris Cebirin Basit Lineer Regresyonda Kullanilmasi

En kiiclik kareler yontemi ayni zamanda matris cebir ile de ifade edilebilir.
Klasik tek degiskenli kalibrasyon i¢in tasarlanmis model matris notasyonuna gore

asagidaki gibi yazilabilir :
a=CB+e, (14)

Burada a, cihaz cevaplarinin m x 1 vektorii, C analit konsantrasyonunun m x
2 matrisi, 3 ise regresyon parametrelerinin (by ve b;) 2 x 1 vektdrii ve e, ise a’da

meydana gelen veya modele uymayan residualdeki hatalarin m x 1 matrisidir.

9.a. ve 9.b’de verilen normal esitlikler asagidaki sekilde matris formunda

ifade edilebilirler.

(C.C).B=C.a (15)
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16’nin en kiigiik karelere gore ¢coziimii ise;

B=(C .0)"'.C.a
(16)

A
Burada [} modele uymayan residuallerin karelerinin toplamiyla birlikte by ve
b; parametrelerinin en kiiclik karelere gore tayin edilmis degeridir. Bu parametreler
tayin edildiginde 13 esitligi yardimiyla kolayca bilinmeyen numunenin

konsantrasyonunu belirtir.
2.1.2.1.3. Ters Tek Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Ters tek degiskenli kalibrasyon yontemi bir ters islem olarak adlandirilir ve
Beer kanununun tersini kabul eder. Buna gore istatistik modeli olarak asagidaki

gibidir :
Ci=potprate; (17)

Burada e;; referans deger olan ci’deki hatayr kabul eder. Kalibrasyon
basamaklarinda model parametreleri (po ve p;) daha onceki bdliimde agiklanan en
kiiciik kareler yontemi ile tayin edilir. Asagidaki esitlikler, kalibrasyon dogrusundaki

egim ve kesim noktalarinin tayini i¢in kullanilir.

i Ci. aj '(i Cl)(i ai)/m

i=1

p1= (18)

m

Z aiz—(i ai)’/m
i=l

i=l1
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VAN -

A =
po= ct+pi.a

Burada a ve ¢ sirasiyla ortalama, m sayidaki kalibrasyon numunesi i¢in cihaz
cevabir ve analit konsantrasyonunun ortalama degerleridir. Buna gore kalibrasyon

esitligi agagidaki sekilde yazilabilir :

N N

C=pot pi-a (19)

Tahmin basamaginda bilinmeyen numunenin konsantrasyonu asagidaki

esitlikten hesaplanabilir :

N

Ca=po+pi.au (20)

A e . . . .
Burada ¢, bilinmeyen analit konsantrasyonu, a, ise bu numune i¢in alinan

cihaz cevabidir.

Tek degiskenli kalibrasyon yontemleri, segici Ol¢limlerin bulundugu veya
analite hi¢bir girisimin olmadig1 hallerde biiyiik bir basitlik saglar. Bununla birlikte
tek bir 6l¢lime dayali analizlerin yetersizligi bunlarin kullanimini sinirlt hale getirir.
Girisimin hi¢ olmadig: sistemlerle gercek uygulamalarda ¢ok nadiren karsilasilir ve
girisim yapan etkenlerin konsantrasyonu da genellikle bilinmez. En kotiisti ise
numune i¢inde girisim yapan bilesigin miktar1 her zaman ayni1 degildir. Ayrica kiigiik
konsantrasyonlardaki veri ile hazirlanan kalibrasyonlar i¢in segilen dalga boylarinda
okunan cihaz cevaplar i¢inde giiriiltii miktar1 da biiyilik etkendir. Bir bagka problem

ise her 6l¢limde sabit bir baseline’nin olmamasidir.

Klasik ve ters yontemle elde edilen sonuglar bir numune igin birbirinden
farkl1 olabilir. Ama bu fark ¢ok anlamli degildir. Bir tek degiskenli kalibrasyon
yonteminin sec¢imi kalibrasyon standartlarinin referans degerleri veya cihaz

cevaplarinin daha hassas olmast durumuna goredir.
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2.1.2.2.Cok Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Modern spektroskopik cihazlar, i¢inde birden fazla bilesik i¢eren bir numune
icin bir dakika i¢inde yiizlerce spektrum alabilecek kadar hizli hale getirilmislerdir.
Tek degiskenli kalibrasyon ydntemleri bu tip veriler icin uygun degildir. Cok
degiskenli analizler ¢cok sayidaki matematik islemlerden meydana gelmistir ve her
numune i¢in cihazdan bir veya daha fazla cevabin 6l¢iildiigii kimyasal analizlere
uygulanabilir (Beebe ve Kowalski, 1987; Gnanadesikan, 1977; Jochum ve Schrott,
1984; Kisner ve Ark., 1983; Mardia ve Ark., 1979; Rencher, 1995) .

Spektroskopide ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri, birden fazla bilesen
iceren numunelerin ¢ok sayidaki dalga boyunda Olgililen cihaz cevaplarini igeren
verilerle ilgilenir. Cok degiskenli kalibrasyon yontemleri tek degiskenli kalibrasyon
yontemlerindeki problemleri yok edebilir. Ciinkii verilen bir numune i¢in analit
konsantrasyonunun tahmininde verilerin pek ¢ok parcast kullanilir. Ornegin;
cihazdaki noise (giiriiltii) sinyallerinin ortalamasi alinmak suretiyle azaltilabilir.
Ayrica ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemiyle numunedeki girisim yapan maddelerin

miktar1 da tayin edilebilir.

Gegcen son yillarda kemometrideki gelismeler ~ kompleks kimyasal
karisimlarin analizi i¢in pek c¢ok multivariate (¢cok degiskenli) kalibrasyon
yonteminin gelismesine yol gdstermistir. Giiniimiizde modern bilgisayarlar bu islemi
daha kolaylikla yapabilir hale gelmistir. Giinlimiizde spektrokimyasal analizde en
cok kullanilan yontemler klasik en kiiciik kareler, ters en kii¢iik kareler, ki bunlar
bazen ¢oklu lineer regresyon (MLR) olarak ifade edilir, kismi en kiiclik kareler ve
temel bilesen regresyonudur (Beebe ve Kowalski, 1987; Booksh ve Kowalski, 1994;
Haaland ve Thomas, 1988; Lorber ve Ark.,1987; Martens ve Naes, 1984; Naes ve
Martens, 1984; Sjostrom ve Ark., 1983; Thomas, 1994) . Klasik en kiiclik kareler ve
ters en kiiciik kareler yontemleri univariate (tek degiskenli) kalibrasyonlarda
kullanilan modellerin iizerine kurulmustur ve genellikle K ve P matris yontemleri
olarak da adlandirilirlar. Bununla birlikte kismi kiigiik kareler ve temel bilesen
regresyonu yontemleri cihaz cevap matrislerinin iki daha kii¢iik matrise pargalandigi

modelleme yontemleridir.
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2.1.2.2.1. Klasik En Kiiciik Kareler Yontemi (CLS)

Klasik kiictlik kareler yontemi spektroskopide klasik Beer kanununa uygulanir
ki burada her bir dalga boyundaki absorbans degeri bilesenin konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. Model hatalarinin aynen klasik tek degiskenli yonteminde
sOylendigi gibi Olglilen cihaz cevaplarindan kaynaklandigr diisiiniiliir. Matris
notasyonunda; »n dalga boyunda spektrumu bulunan / sayida kimyasal bilesigi i¢eren

m kalibrasyon numunesi i¢in asagidaki bigimde ifade edilebilir.
A=CK+Ej (21)

Burada A, kalibrasyon spektrumunun m x n matrisi; C, konsantrasyonlarin m
x [ matrisi; K, absorbtivitenin / x n matrisi ve E, spektral hatalar veya modele
uymayan residuallerin m x n matrisidir. Burada K matrisi birim konsantrasyon ve
birim 151k yolunda saf bilesigin 0. derece spektrumlarini ifade etmektedir. En kiiciik
kareler yontemi K matrisinin tayininde kullanilir. K’ nin en kiigiik karelere gore

tayini asagidaki sekilde ifade edilebilir.
K=(C C)'C.A (22)

Bu sekilde K matrisi elde edildiginde spektrumdan bilinmeyen numunenin

konsantrasyonu asagidaki esitlikten hesaplanabilir.
A R
C=(KK) 'Ka (23)

A
Burada a, bilinmeyen numunenin spektrumu, C ise tahmin edilen bilesen

konsantrasyonlarinin vektoriidiir.

Klasik en kii¢iik kareler yontemi’nin avantajlari :

1. Hesaplamasi son derece hizlidir.
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2. Az sayidaki bilesenden meydana gelmis karigimlar i¢in uygun bir yontemdir.

3. Kalibrasyonda dalga boyu se¢imi ¢ok dnemli degildir. Bilesenlerin sayisindan
daha fazla sayida dalga boyunun se¢ilmesi yeterlidir. Tiim spektrumdaki dalga
boylarinin tamami da segilebilir.

4. Miimkiin oldugu kadar ¢ok sayida dalga boyunun yontemde kullanilmasi

spektrumdaki giiriiltii piklerinin minimuma indirilmesi i¢in istenir.

Klasik en kii¢iik kareler yontemi’nin dezavantajlart :

1. Kalibrasyon karigimlar1 i¢in mutlaka her bir bilesenin numunenin igerisinde
yer almasi ve konsantrasyonlarinin bilinmesinin gerekli olmasidir.

2. Birbirleriyle etkilesen bilesenleri iceren karisimlar i¢in uygun degildir.

3. Cihazdan okunan cevaplarin miktar1 belli bilesenlere ait olmasi nedeniyle

baseline etkisi son derece dnemlidir.

2.1.2.2.2. Ters En Kiiciik Kareler Yontemi (ILS)

Klasik en kiigiik kareler yonteminin temel geregi, girisim yapan tiirlerin
tiimiiniin ve konsantrasyonlarinin model icerisinde yer almasidir. Bu ters en kiiciik
kareler yontemi ile, ki Beer kanununun tersini kullanir, elimine edilmistir. Ters en
kiigiikk kareler yonteminde analitin konsantrasyonu absorbans Ol¢limlerinin
fonksiyonu olarak modellendirilmistir. Modern spektroskopik cihazlarin ¢ok stabil
olmas1 ve ¢ok 1iyi sinyal/giiriiltii oran1 saglamasi nedeniyle hatalarin biiyiik kismi
bunlarin  spektrumlarindaki  Ol¢limlerden degil, kalibrasyon numunelerinin
hazirlanmasindan kaynaklandigia inanilir. n dalga boyunda 6l¢iimiin yapildigr m
adet kalibrasyon numunesi i¢in ters en kiigiik kareler modeli asagidaki sekilde ifade

edilir :

C=AP + Ec (24)

Burada C ve A klasik en kiigiik kareler yontemindeki gibidir. P spektral
siddetlere gore / bilesen konsantrasyonlarinin bilinmeyen kalibrasyon katsayilarinin

n x | matrisidir. Ec ise modele uymayan konsantrasyonlardaki hatalarin m x [/
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matrisidir. Kalibrasyon basamaginda ters en kiiciik kareler konsantrasyonlardaki
residuallerin karelerinin toplamini minimize eder. Ters en kiigiik kareler yonteminin
en bilyiik avantaji tek bir maddenin analizine indirgenebilmesidir. Ciinkii ters en
kiigiik kareler modeli analizde yer alan kimyasal bilesenlerin sayisina gore degismez.

Bu indirgenmis model asagidaki gibi verilebilir :
C=AP+E, (25)

C analiz edilen analitin konsantrasyonlarinin m x [ vektorii, P kalibrasyon
katsayilarinin n x [ vektorii ve e, modele uymayan farklarin (residual) m x I
vektoridiir. Kalibrasyon basamaginda P’nin en kiiciik karelere gore tayini asagidaki

sekilde olur :
P=(A"A)'A'.C (26)

P tayin edilen kalibrasyon Kkatsayilaridir. P tayin edildiginde analit

konsantrasyonu agagidaki esitlik yardimiyla tayin edilebilir :
N '
C=a.P 27

A
Burada C; tayin edilen konsantrasyon, a bilinmeyen numunenin

spektrumudur.

Girigim yapanlarin konsantrasyonunun bilinmedigi durumda bir bilesenin

miktar tayini i¢in ters en kiiciik kareler yontemi en tercih edilen yontemdir.
Ters en kii¢lik kareler yonteminin avantajlart :

1. Hesaplamasi olduk¢a hizlidir.
2. Sadece bizim i¢in dnemli olan bilesenler hakkinda bilgi sahibi olmamiz ¢ok
kompleks karisimlarda ¢ok degiskenli kalibrasyon yonteminin uygulanmasi igin

yeterlidir.
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Ters en kiiclik kareler yonteminin dezavantajlart :

1. Dalga boyu sec¢imi olduk¢a zor ve zaman alicidir.

2. Secilecek dalga boyu sayisi kalibrasyon numunesi sayist ile sinirlidir.

3. Iyi bir kalibrasyon yapabilmek i¢in miimkiin oldugu kadar ¢ok sayida
standart numune kullanilmasi gereklidir.

4. Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmast ve bu numuneler {izerinden

kalibrasyon ol¢iimlerinin yapilmasi zor ve zaman alicidir.

Pek ¢ok dalga boyu sec¢imi stratejisi 6rnegin, basamakli dalga boyu se¢imi veya
uygun kombinasyonlarin se¢imi ters en kii¢lik kareler modelinde iyi verim alinmasini
saglar. Eger dalga boylar iyi secilmemigse iist iiste oturan veriler iyi bir sonug

alimmasini engeller.

2.1.2.2.3. Temel Bilesen Regresyon Yontemi (PCR) ve Kismi En Kiiciik Kareler
Yontemi (PLS)

Temel bilesen regresyonu ve kismi en kiigiik kareler modelleme tekniklerinde
veriler orijinal verilerin lineer kombinasyonlarinin yeni degiskenlerine pargalanir. Bu
yeni degiskenler temel bilesenler veya faktorler olarak adlandirilirlar. Temel bilesen
regresyonu basit¢e temel bilesen analizinin (PCA) ardindan regresyon uygulamasidir.
I¢inde yeni degiskenlerin yaratilmasi iki boyutlu sistem ile gergeklestirilebilir. Eger
cihaz cevab1 iki dalga boyunda (n=2) m sayidaki numune i¢in birbirlerine karsi
grafige gecirilirse, yeni bir aks meydana gelir ki bunun yonii verilerin maksimum
degisebilirligini gosterir. Bu yeni aks, birinci temel bilesen veya birinci eigen (6z)
vektor olarak adlandirilir. Eger biitiin numuneler bu yeni aksin iizerine diisiiyorsa,
biitiin degisimler sadece bir eigen vektor kullanilarak ifade edilebilirler. Aksi
takdirde; ikinci bir eigen vektdr bulunabilir ki, bu birinci eigen vektore diktir. Ikinci
eigen vektor veri seti igerisinde birinciye uymayan residuallerin maksimum miktarini
ifade eder. Eger iki dalga boyundan fazlasi cihaz cevap matrisinin igerisinde yer
aliyorsa; cismin yapildig1 uzay ¢ok boyutlu olur ve ¢ok sayida eigen vektor bulunur.

Her birisi kalan degisebilirligin miimkiin olan maksimumunu igerir veya her birisi
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digerlerine ortogonal olur. Genel olarak numune sayisina esit ya da ondan daha az

sayida temel bilesen veya faktor olusturulabilir.

Temel bilesen regresyonu ve kismi en kiiciik kareler teknikleri tiim
spektrumu iceren yontemler oldugu i¢in klasik en kiigiik kareler yonteminin tiim
spektrum  avantajlarmi da  tasir. Bununla birlikte biitiin  bilesenlerin
konsantrasyonlarinin bilinmesi gerekmemektedir. Ciinkii kismi en kiiclik kareler
yontemi, temel bilesen regresyonu ve klasik en kiigiik kareler yontemi dalga boyu

secme problemi olmaksizin bir bilesenin analizini yapabilir.

Kismi en kiigiik kareler yontemi ve temel bilesen regresyonu spektrum
matrisinin iki daha kii¢iik matrise par¢alanmasindaki teknik nedeniyle birbirlerinden
ayrilirlar.  Temel  bilesen regresyonu  yonteminde  parcalanma  analit
konsantrasyonundan bagimsiz olarak yapilir. Buna karsilik kismi en kiigiik kareler

yonteminde konsantrasyon bilgileri ekstraksiyon faktorleri i¢in kullanilir.

Kismi en kiigiik kareler yontemi ve temel bilesen regresyonu i¢in model

asagidaki gibi ifade edilir :

A=TB+E, (28)

Burada A 2.1.2.2.2.°de anlatildig1 gibidir. B ise temel vektorlerin veya
ylklenmis (loaded) spektrumun % x n matrisi, T ise h ylikleme vektoriiyle tanimlanan
yeni koordinat sisteminde absorpsiyon siddeti ve skorlarin m x & matrisidir. Ea,
faktor modeline uymayan spektral residuallerin m x » matrisidir. Klasik en kiiclik
kareler yontemi ile diger faktor yontemleri arasindaki fark yiikleme vektorii B’nin
icinde saf bilesenin spektrumunu degil orijinal kalibrasyon spektrumlarinin dogrusal
kombinasyonlarinin yer almasidir. ilaveten yeni koordinat sistemindeki siddetler
klasik en kiigiik kareler yonteminde oldugu gibi dogrudan C ile sinirlandirilmamastir.

Fakat T deki skorlar bilesenlerin konsantrasyonlariyla orantilidir.
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Baz1 verilerin sayisi (h) kalibrasyon basamaklar1 igerisinde bir algoritma
kullanilarak tayin edilir. Yeni koordinat sistemindeki spektral siddetler, ters en kiicilik

kareler modelinde oldugu gibi analit konsantrasyonuna baglanabilir:
C=TV+E. (29)

Burada C, bilesen konsantrasyonlarinin m x [ vektori, V, bilesen
konsantrasyonlariyla spektral siddetleri bir araya getiren katsayilarin # x I vektori ve

E., analiz edilen bilesigin referans degerindeki hatalarin m x 1 vektoriidiir.

V’ye gore en kiiciik kareler ¢oziimii 27 esitliginin ters en kiiclik kareler
yontemindeki ¢Oziimiine benzer. Burada T matrisinin kolonlar1 ortogonaldir.

Diagonal (T ' T) matrisi thmal edilir ve v vektorii asagidaki gibi hesaplanir.
A ]
vai=(TT) T C (30)

Burada \Af n, V'nin en kiigiik kareler degeridir. T ve B matrisleri istenen model
elde edilene kadar basamaklar halinde (her defasinda bir vektor) hesaplanir. Daha
once de sdylendigi gibi kismi en kiiciik kareler yontemi ve temel Dbilesen
regresyonu, T ve B matrislerinin yaratilmasi yoniindeki farkliliklarla ayrilirlar. Temel
bilesen regresyonu modelinde NIPALS (Non-lineer Iterative Partial Least-squares)

algoritmasi, ki bu Wold (1966) tarafindan kullanilmistir, gelistirilir.

Kismi en kiicilik kareler yontemi ve temel bilesen regresyonu gibi kalibrasyon
yontemlerine dayali faktorlerin klasik en kiiciik kareler ve ters en kiiclik kareler gibi
cok degiskenli kalibrasyon yontemlerindeki pek ¢ok eksikligi gidermesine ragmen bu
yontemler matematik agidan spektral matrisin ¢oziimii ve baz vektorlerin elde

edilmesi agisindan ¢ok karmasiktir.

Temel bilesen regresyonu yonteminin avantajlart :

1. Dalga boyu se¢imi i¢in 6zel kurallar gerekmez. Herhangi bir sayidaki dalga

boyu ki genellikle spektrumun tamami veya genis bir bolgesi kullanilabilir.
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2. Cok sayida dalga boyu secimi giiriiltii piklerinin etkisinin minimuma
indirilmesi i¢in yararlidir.

3. Temel bilesen analizi (PCA) yontemindeki veriler ile sadece bizi ilgilendiren
bilesigin kalibrasyonu i¢in gerekli katsayilarin hesaplanmasina imkan tanir.

4. Cok karmasik karisimlar i¢in uygulanabilir bir yontemdir. Ciinkii yalnizca
ilgilenilen bilesen icin gerekli bilgiler yeterlidir.

5. Bazen bu yontem orijinal kalibrasyon karsimlarinda var olmayan diger

bilesenlerin miktarlarinin tayini i¢inde kullanilabilir.
Temel bilesen regresyonu yonteminin dezavantajlari :

1. Hesaplamalar klasik yontemden ¢ok yavastir.

2. Hazirlanan modeller anlagilir olmalar1 ve yorumlanabilmeleri bakimindan
olduk¢a karmasiktir.

3. Temel bilesen analizinde elde edilen vektorler ilgilenilen bilesige tam karsi
gelmeyebilir.

4. Genellikle dogru bir kalibrasyon elde edebilmek i¢in ¢ok sayida standart
numune gereklidir.

5. Kalibrasyon = numunelerinin ~ hazirlanmasi zordur  ve bilesen

konsantrasyonlarindaki ko-lineariteden kaginmak gerekir.

2.1.2.3. Istatistiksel degerlendirme

Her ayrilan numunenin konsantrasyonu onun orijinal degeriyle karsilagtirilir
ve tahmin hatas1 her ilave edilen faktor icin PRESS (Tahmin hatalarinin karelerinin
toplami1) tayin edilir. PRESS, 6l¢limiin kalibrasyon verilerine ne kadar uydugunu

ifade eder.

PRESS= Y (¢ —ci) (31)
i=1
A\
Burada c¢i i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu; c; ise i.

numunenin m kalibrasyon standardi i¢in tahmin edilen konsantrasyondur.
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Mutlaka PRESS degerinin minimum olmasi gerekmez. Bununla birlikte bu
deger kismi en kiiciik kareler yontemi faktorlerinin optimal sec¢imi i¢in kullanilir.
Ciinkli minimum olursa sonuglarin iist {iste uymasi, tahminde daha zayif sonuglarin

elde edilmesine neden olur.

Kalibrasyondaki standart hata (SEC) uygunluk fonksiyonu olarak kullanilir
ve en kii¢iik kareler modelinde bilinen konsantrasyonlara gore hesaplanir. SEC ,

SE’nin bir tirevidir.

\/2 (Cimci)?

SE = (32)

Df

\/2 (G—ci)?

SEC = (33)

A
Burada c; ve ¢; sirasiyla bilinen ve bulunan analit konsantrasyonunu ifade eder. m
ise numune sayisidir. Eger lineer bir model kabul ediliyorsa, ki bunda iki parametre
(egim ve kesim) s6z konusudur, bu durumda serbestlik derecesi (Df ) m-2’ye esit

olur.

Yontemlerin basarisi validasyon setlerindeki tahmin modellerine baghdir ve bu

tahminin standart hatas1 (SEP) olarak verilir.
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\/i (G-ci)?

SEP = (34)

Burada m kalibrasyon numunelerinin sayisini ifade eder.

Kemometri teorik boliimii baslica Ozdemir, 1999 (Doktora Tezi) olmak iizere

Haaland ve Thomas, 1988; www.galactica.com./regression ve

www.mathworld/wolfram.com/leastsquarefitting.html adresindeki bilgilerden

yararlanilarak hazirlanmistir.

2.1.3. Kromatografi ve Yiiksek Basin¢h S1ivi Kromatografisi (YBSK)

Kimyasal karigimi olusturan farkli yapidaki maddelerin birbirleri ile
karismayan, mobil (hareket eden) faz ile (gaz veya sivi) sabit (duran) (kat1 veya siv1)
iki faz arasindaki partisyon (dagilim) dengelerine dayanarak ayrilmasini ve ayni
zamanda bu maddelerin kalitatif ve kantitatif analizini saglayarak genis kullanim

alan1 bulan bir ayirma yontemidir.

1892°de Reed tarafindan ortaya atilmis olan ilk teoride, kolon yardimu ile bir
karistmin ayrilabilecegi sOylenmistir. 1906 yilinda Tswett adli aragtirmaci kolon
kromatografisi kullanarak klorofili pigmentlerine ayirmistir. Adsorban olarak
CaCOs’1n kullanildigr bu ayirim ile ilk kez kati-sivi kromatografisi kullanilmistir.
1938°de Tiirk asilli Rus arastirmact olan Izmailov ince tabaka kromatografisini
kesfetmis ve bu yontemin 1950 yilinda Stahl tarafindan pratikte kullanilis sekli
tanitilmistir.  1941°de  Martin-Synge kolon dagilma kromatografisi esaslarindan
behsetmis ve sivi-sivi kromatografisi ortaya ¢ikmistir. 1952°de Martin-James gaz-

stvi kromatografisini gelistirmis ve diger yontemlerden farkli olarak hareketli fazda


http://www.galactica.com./regression
http://www.mathworld/wolfram.com/leastsquarefitting.html
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gaz kullanilmis ve bu ¢alisma Nobel odiiliine layik goriilmiistiir. 1967 yilinda Huber
ve Hulsman adli aragtirmacilar kolon teknolojisini gelistirerek yiiksek performansli
pompa sistemleri ve duyarli dedektorlerin kullanilmasi ile yiiksek performansli sivi

kromatografisinin temellerini ortaya atmiglardir.

1966-69 yillar arasinda ince partikiillii dolgu maddeleri, dar kolonlar ve

kolona yiiksek basing uygulayarak sivi kromatografisi daha da gelistirilmistir.
S1vi kromatografisi terimi;
e Sivi-sivi (partisyon, dagilma)
e Sivi-kat1 (adsorbsiyon)
e Molekiiler eleme (jel filtrasyon, jel permeasyon)

e lIyon degistirme kromatografisini icine alan genis bir kavramdir. (Kilig ve

Koseoglu, 1999)

Kromatografi bir ayirma teknigi yani maddelerin farkli go¢ etmelerine
(migrasyon) dayali bir yontemdir. Burada numune bilesimindeki maddeler durgun
faz tarafindan secilip ayrilarak tutulurlar. Ayirim, numune bilesenlerinin birbiri ile
karismayan fazlardaki denge dagilimiin farkina dayanir. Numune bilesenleri
hareketli fazda bulunur ve kromatografik sistemde goc¢ ederler. Denge dagilimi
gbclin hizina baglidir. Durgun fazi tercih eden bilesikler hareketli faz1 se¢enlerden
daha yavas ilerlerler. Bundan dolay1 denge dagilimindaki farkliliklarin bir sonucu

olarak ilerleme (go¢ hizlarindaki) fark: bilesenlerin ayrilmasina neden olur.

Bunlarin sonucu olarak kromatografi sdyle siniflandirilabilir :

2.1.3.1. Adsorpsiyon kromatografisi

Kat1 bir madde polar adsorban (Silikajel, Al,O3 vb.) tarafindan maddelerin

adsorbe edilmeleri esasina dayanir (Ornegin ince Tabaka Kromatografisi).
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2.1.3.2.Partisyon (dagilma) kromatografisi

Kat1 bir maddenin birbirleriyle karismayan iki sivi arasindaki partisyonu
(dagilmasi) esasina dayanir. Burada da bir sabit, bir hareketli faz vardir. Durgun faz
ilk olarak gaz kromatografisinde kullanilanlara gore hazirlanmistir. Kat1 bir tutucu
tanecikleri {lizerine sivi (viskoz bir sivi) maddenin kaplanmasi sonucu elde edilen

durgun fazin kullanildig: sistem si1vi-sivi kromatografisi olarak adlandirilmaktadir.

Gilinlimiizde daha yeni teknikler de kullanilmaktadir. Bu tekniklerde durgun
faz, inert olarak kati bir destege kimyasal bagla baglanmistir. Boylece daha iyi
ayirim veren uzun Omiirli dolgu maddeleri hazirlanmistir. Bunlara, bagh faz

kromatografi (Bonded Phase Chromatography) (BPC) ad1 verilmektedir.

Normal faz (Normal phase)+ Sabit faz polaritesi > Hareketli faz polaritesi
BPC

Ters faz (Reversed phase) » Hareketli faz polaritesi > Sabit faz polaritesi

2.1.3.3.iyon tutucu kromatografi

Dolgu maddelerinin iyonik kismi ile mobil faz arasindaki iyonlarin degisimi
(tutulmas1) esasmma dayanir. Stirendivinilbenzen kopolimerlerden olusan ve
fonksiyonel gruplar ilave edilmis recineler bu amagla kullanilir. Bunlarin siilfonik

asit, kuaterneramin tiirevi olanlar1 da mevcuttur.

Kromatografiyi faz tiplerine gore kisaca sematik olarak ozetlersek :

a) Gaz-Siv1 (GLC)
1) Gaz
b) Gaz-Kat1 (GSC)
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a) S1v1-Siv1 - (LLC) — Partisyon kromatografisi (Dagilma kromatografisi)
2)Sivi
b) Sivi-Kat1 — (LSC) — Adsorbsiyon kromatografisi

Sivi kromatografisi sabit faz {lizerinden ayirimin gercgeklestigi ve hareketli

fazin s1v1 oldugu bir kromatografi sistemidir.

YBSK’da ise mobil faz kolona yiiksek bir giris basinct ile verilir (4000 psi).
Basingli bir pompa ile mobil faz kolona gonderilir. Sabit faz sivi veya kat1 olabilir.

Onemli olan genis bir yiizey alanina sahip olmasidir.

YBSK’da
I - Coziicu

IT — Dolgu maddesi ¢esitlerine gore pratikte 6 tip ayirma mekanizmasi vardir :

1. LSC (Sivi-kat1 adsorbsiyon kromatografisi)

2. LLC (Swvi-s1v1 partisyon kromatografisi)

3. IEC (iyon degistirme kromatografisi)

4. GFC-GPC (Jel filtrasyon-jel permeasyon kromatografisi)
5. IPC (Iyon gifti kromatografisi)

6. PLC (Preperatif sivi kromatografisi)

Yiiksek basin¢li pompa sistemlerinin ve yiiksek duyarlikta dedektorlerin
kullanilmas1 yaninda kolon teknolojisindeki gelismelerin de sonucu olarak
kromatografik tekniklerin en eskisi olarak bilinen kolon kromatografisinin yerini,
1965’ten sonra analizin ¢ok kisa siirede tamamlanmasi, ayirimin yeterince fazla
olmasi ve az miktarda maddeye gereksinim gdstermesi gibi 6zelliklerinden dolay1

yliksek basingli sivi kromatografisi (YBSK) almustir.
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YBSK, kompleks karigimlar yiiksek bir duyarlilikla bilesenlerine ayiran ve
her bir bilesigin de kalitatif ve kantitatif analizini saglayan bir tekniktir. Molekiil
agirligr 50 — 20 milyon arasinda olan biitlin organik bilesiklerin analizi bu sistemle
gergeklestirilebilir. Elde edilen sonuglarin kesin ve tekrarlanabilir olmasi bu yontemi
tistiin kilmaktadir (Kilig ve Kdseoglu, 1999; Kilig¢ ve Ark., 1997; Christian, 2004;
Yildiz ve Geng,1993).

2.1.4. Kromatografik Yontemlerin Karsilastirilmasi

1960-1970°1i yillardan sonra gaz ve YBSK, klasik kromatografinin yerini

almistir. 1965°lerden sonra gaz kromatografisi en fazla kullanilan yontem olmustur.

Gaz kromatografisinin bazi avantajlart vardir. Bunlar :

1. Ayni kolon pek ¢ok kez kullanilabilir.

2. Zaman birimine diisen tabaka sayis1 fazladir, zaman kisadir.
3. Ayrilma iyi olmaktadir.

4. Kantitatif analizlerin kesin sonu¢ vermesi ve yine kiitle spektrometrisi

gibi yontemlerle birlikte kullanilabilmektedir.

Dezavantaji ise;

e Mutlaka ugucu maddelerle ¢alisilma zorunlulugudur. Madde ya dogrudan
ucucu olmalidir ya da kullanilan numunenin ugucu tiirevleri hazirlanmalidir. Gaz
kromatografisinin kullanim alanlar1 kisithdir. Ciinkii bilesiklerin bir ¢ogu ugucu
degildir, bunlarin ugucu tlirevlerini hazirlamak zordur ve bu tiirevler kolaylikla

bozulabilmektedir.
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YBSK yontemi ile gaz kromatografisi yontemi karisilastirilacak olursa;

1. Gaz kromatografisinde analizi yapilacak maddenin ugucu olmasi veya ugucu
tirevinin hazirlanmasi gerekir. YBSK’da ise boyle bir zorunluluk yoktur, sadece

maddenin hareketli fazda ¢6ziinmesi yeterlidir.

2. GK’da molekiil agirlig1 2-500’e kadar olanlar, YBSK’da ise 50-2 milyona

kadar olanlarin analizi yapilabilir.

3. YBSK’da kolonda ¢oziicii sistemi degistirilerek bir¢ok maddenin analizi ayn1

anda yapilabilir. GK’da ise farkl1 maddelerin analizi i¢in kolon degistirilmelidir.

4. YBSK’da yiiksek 1sida bozunan maddelerin de analizi yapilabilir. Ancak

GK’da yiiksek 1sida bozunan maddeler incelenemez.

5. GK’da teorik plaka sayisini arttirmak i¢in genelde kolon boyu arttirilir. Bu da
ayirim  siiresini  arttirir.  YBSK’da ise dolgu maddesinin partikiil biiytkligi
degistirilebilir ve teorik plaka sayisini arttirmak i¢in “recycle” denilen olay olarak

maddeyi kolondan birkag¢ kez ge¢irmek miimkiindiir.

6. GK’da ¢oziiciiniin resolusyona etkisi ya hi¢ yoktur ya da azdir. YBSK’da ise
bu Onemlidir. GK’da tastyic1 gazin se¢imi, dedektdr tipine baghdir. Azot veya
Helyum kullanimi ayirimi etkilemez. YBSK’da hareketli fazin se¢imi ve bilesimi

ayirimi etkiler.

7. Preparatif analizlerde GK’ya oranla YBSK daha basarilidir.
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2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Cihazlarinin Yapisi ve Kisimlari :
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Sekil 2.2. Bir YBSK cihazinin semasi.

2.3. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Muamele Sistemleri :

Hazne : Camdan veya celikten yapilabilir. 200-1000 mL hacminde ¢oziicii
icermeye elverislidir. Hazne ¢ogu zaman gaz giderici ve slizme diizenegi denilen
ancak ana parca olmayan cihazlarla donatilmis olabilir. Gaz giderici, kolonda ve
dedektorde gaz olusturarak bant genislemesi, dedektdr performansina etki gibi

bozucu etkilere sebep olan ¢Oziinmiis gazlarin giderilmesini saglar (Kilic ve
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Koseoglu, 1999; Christian, 2004; Kissinger ve Heinman, 1996; Adamovics, 1997;
Synder ve Ark., 1997).

Gaz giderme diizenegi : Vakum pompa sistemi, damitma sistemi, ¢oziicliyili
isitip karistiran bir sistem, ¢oziinmils gazlari inert bir gazin kiigiikk kabarciklari
yardimiyla {ifleyen bir sistem ve siizme diizeneginden olusan bir yapiya sahip
olabilir. Stizme diizenegi, ¢oziicii icinde bulunabilecek toz ve partikiillerin pompaya

veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi i¢in kullanilir.

Izokraktik eliisyon : Sabit bilesimde tek bir ¢dziicii veya ¢oziicii karisimi

kullanilarak yapilan ayirma yontemidir.

Gradiyent eliisyon : Ayirma etkililigi izokraktik eliisyona gore daha fazla olan
bu yontemde iki veya ii¢ ¢oziici kullanilmaktadir ve bu ¢oziiciilerin polariteleri
birbirinden farklidir. Ayirim bagladiktan sonra ¢oziiciilerin orani ve cinsleri belli bir
programa gore degistirilir. Boylece karisim halinde bulunan maddelerin

birbirlerinden kolayca ayrilmalari saglanmis olur.

Modern YBSK cihazlarinda, ¢oziiciilerin hacimsel oranlar iistel ya da
dogrusal olarak degistirilebilecek sekilde iki veya daha fazla hazneden aldig:
coziiciileri bir karistirma odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren
sistemler gormek miimkiindiir (Kilig ve Koseoglu, 1999; Christian, 2004;

Adamovics, 1997; Synder ve Ark., 1997).

2.4. Pompalama Sistemleri

Bir YBSK pompalama sisteminde;

° 400 atm’e kadar basing tiretimi

. Puls icermeyen basing ¢ikisi

. 0.1-10 mL/dakika araliginda akis hizlari

. % 0.5 veya daha iyi bagil tekrarlanabilirlikte akis kontrolii
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o Korozyona dayanikli parcalar (Paslanmaz g¢elik veya teflondan

yapilmis sizdirmazlik) sartlarinin saglanmis olmasi gereklidir.

Ayrica YBSK pompalar1 tarafindan {iretilen basincin patlama tehlikesi
olusturmamasi1 da Onemlidir. Boylece sistemin parcalarindan herhangi birinde
meydana gelebilecek ¢atlak ¢oziiciiniin disart sizmasindan ibaret kalacaktir. Bu gibi

kacaklarin yangin tehlikesi olusturma riskinden dolay1 dikkatli olunmalidir.

Pompa cesitleri :
1. Pistonlu Pompalar
2. Siirgiilii Pompalar

3. Pnomatik Pompalar

2.4.1. Pistonlu Pompalar

En yaygin olarak kullanilan pompa sistemidir. Motor kontrollii bir pistonun
ileri ve geri hareketiyle ¢oziicliniin pompalandig: kiiciik bir silindirden olugmustur.
Sirastyla agilip kapanan iki kiiresel motor muslugu, ¢oziiclinlin silindir igine girig

cikisini kontrol eden pargadir (Kilig ve Koseoglu, 1997; Kili¢c ve Koseoglu, 1999).
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Sekil 2.3. YBSK’da pistonlu pompa.
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2.4.2. Siirgiilii Pompalar

Vizkoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akis iireten siirgiilii pompalar, bir
kademeli motordan gii¢ alan vidali giidiim mekanizmasi ile kumanda edilen
sizdirmaz bir siirgiisii olan silindirik kaptan ibarettir. Sinirli ¢oziicli kapasitesi (~ 250
mL) ve ¢oziicli degistirilmesi gerektiginde karsilasilan giicliikler sakincali taraflaridir

(Kilig ve Koseoglu, 1997).

2.4.3. Pnomatik Pompalar

Pahal1 olmayan, pulssuz, ancak kapasitesi sinirlt olan bu tiir pompalarda ¢ikis
basinci diisiik olup, ¢ikis hizi ¢oziicli viskozitesine ve kolon geri basincina baglhdir.

gradiyent eliisyona uygun degildirler (Kili¢ ve Koseoglu, 1997).

2.4.4. Akis Kontrolii ve Programlama Sistemleri

YBSK cihazlarinda bilgisayarla kontrol edip, pompa ¢ikisina yerlestirilmis
geri tepme tikacit boyunca basing diigmesini belirlemek suretiyle akis hizini tespit
eden sistemler mevcuttur. Ayrica cihazlar ¢oziicii bilesimini siirekli ya da basamakli

olarak degistiren sistemlere de sahiptir.

2.5. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Sivi  kromatografik Ol¢iimlerin  kesinligi, kolon dolgu maddesine asir
yiikleme yapmadan dolayisiyla bant genislemesine neden olmadan, ayrica sistemin
basincini diisiirmeden numune sevkinin tekrarlanabilmesiyle baglantilidir. 11k ve en
basit numune verme diizenegi elastomerik septumlardan siringa ile enjeksiyon
sistemiydi. Bu sistem basit olmasindan dolayr avantajli olmasina ragmen
tekrarlanabilirlik oraninin diisiik olmasi nedeniyle yeni yontemlerin gelismesine

sebep olmustur.

Sivi kromatografisinde numune vermek i¢in kullanilan en yaygin yontem

degistirilebilir nitelikte numune giris sarimlarinin kullanilmasi yontemidir. Bu
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sarimlarda numune hacmi 5 pL’den 500 pL’ye kadar olabilir. Ayrica mikronumune

enjeksiyon musluklari da mevcuttur.
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Sekil 2.4. S1vi kromatografide numune sarimiu.

2.6. Dedektorler

S1vi kromatografik yontemlerin gelismesinde yasanan en biiyiik giigliiklerden

biri ideal dedektor bulabilmektedir.

S1vi kromatografide kullanilan dedektdrler iki baglik altinda toplanabilir :

a) Yigin Ozellikli Dedektorler : Bunlar analit tarafindan degistirilen y13in
Ozelliklerine cevap verirler. Hareketli fazin kirilma indisi, dielektrik sabiti,

yogunlugu gibi 6zelliklerinin degisimi sonucu 6l¢iim yapilir.
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b) Analit Ozellikli Dedektérler : UV absorbansi, floresans siddeti gibi
analitin sahip oldugu ama hareketli fazin sahip olmadig1 6zelliklere cevap veririler.

Bu 6zelliklerdeki degisimler dl¢iilerek sonug elde edilir.

Cizelge 2.1. S1vi kromatografik dedektorlerin performanslarinin karsilastiriimas.

S1vi Kromatografik Dedektorler Belirleme Sinir
Absorbans 10 pg
Floresans 10 fg
Elektrokimyasal 100 fg
Kirma indisi 10 ng
[letkenlik 500 fg
Kiitle spektrometre 1 pg
FT-IR 100 ng
Isik sagma 500 ng
Optikce aktiflik I ng
Element secici 10 ng
Fotoiyonlagma 1 pg-1 ng

Bilimsel arastirmalarda en ¢ok kullanilan dedektor tipleri; UV absorbans,

floresans, kirilma indisi, elektrokimyasal ve kiitle spektrometrisi dedektorleridir.
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2.6.1. Absorbans Dedektorleri

Atk
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Sekil 2.5. YBSK i¢in UV dedektor hiicresi.

Bu tip dedektorlerde kromatografik kolondan ¢ikan elementlerin takip ettigi
akis hiicresinin hacimleri, kolon dis1 bant genislemesini en aza indirmek amaciyla
olabildigince diisiik tutulmaktadir. Ornegin; hacimler 1-10 pL ve hiicre uzunlugu 2-
10 mm arasinda siirlandirilmistir. Bu tipteki hiicrelerin biiyiik kismi yaklasik 60
psi’den daha biiyiik basinglarda ¢alisamazlar, basing diisiirme diizenegine gereksinim
duyarlar. Absorbans dedektorlerinin ¢gogunlugu ¢ift 15in yolludur. Bu 1sinlardan birisi
eliient hiicresinden gegerken digeri siddetinin azaltilmasi amaciyla bir filtreden
gecirilir. Daha sonra bu iki 151 siddetinin karsilagtirilmasi amaciyla birbirlerine

uyumlu fotoelektrik dedektorler kullanilir.

Kromatogram, doniistiirilmiis iki sinyalin oraninin logaritmasinin zamana

kars1 ¢izilen grafiginden meydana gelir.
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Ayrica tek 1s1n demetli cihazlar da vardir. Burada ¢6ziicii sisteminin siddet
Olctimleri bir bilgisayarin hafizasinda depolanir ve sonunda absorbans hesabi i¢in bu

deger tekrar kullanilir.

Absorbans Dedektorleri :

a) Filtreli UV Absorbans Dedektorii
b) Monokromatorlii UV Absorbans Dedektorii
¢) Infrared Absorbans Dedektorii

2.6.1.1. Filtreli UV Absorbans Dedektorii

Isin kaynagi olarak civa lambasinin kullanildig filtreli fotometreler en basit
UV absorbans dedektorleridir. En yaygin kullanilan filtreli UV  absorbans
dedektorleri 254 nm dalga boyundaki 1sim filtreden izole etme Ozelligine sahip
olanlardir. Ancak 250, 313, 334 ve 365 nm dalga boyundaki 1sinlarin da kullanimi
vardir. Bu tip dedektorlerin kullanimi kullanilan dalga boyundaki isinlardan birini
absorblama 06zelligine sahip analitlerle smirhidir. Bir kolondan elde edilen
absorblayici tiirlerin teshisinde 15in kaynagi olarak girisim filtreli doteryum veya

tungsten telli 151 kaynaklarinin da kullanim1 vardir.

2.6.1.2. Monokromatorlii UV Absorbans Dedektorii

Piyasada sadece UV i1sinlar1 kullanilan veya hem UV hem de goriiniir bolge
isinlarmi kullanan optik agli spektrofotometreden olusan dedektorler vardir. Bu
dedektorlerde kromatogramin tamami tek bir dalga boyundan alinabildigi gibi
zamanla eliient pikleri birbirinden yeterince ayrildiginda her bir pike ait madde i¢in
uygun dalga boyu secilmesi miimkiindiir. Filtre se¢imi cogunlukla bilgisayar
kontrolii ile yapilir. En giliglii UV spektrofotometrik dedektorler fotoiyod dizisi
dedektorleridir. Bu cihazlar yaklasik 1 saniyede spektrumun tamami icin gerekli
verileri toplayabilir ve {i¢ boyutlu bir grafik halinde tiirlerin teshis ve kantitatif tayin
icin gerekli sartlarin se¢imine yardimci olacak bir spektrum sunar (Kilic ve

Koseoglu, 1997; Synder ve Ark., 1997; Christian, 2004).
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2.6.1.3. infrared Absorbans Dedektorii
Iki tip infrared absorbans dedektorii vardir. Bunlar :

a) Dalga boyu taramasinin ii¢ tane yar1 dairesel filtre kanatlar1 ile yapilan ve
calisma araligi 2.5 - 14.5 um veya 4000 - 690 cm” olan dedektorler (Kilig ve
Koseoglu, 1997).

b) Fourier doniisiimlii cihaza benzer infrared dedektorlerdir. Bunlarin yapisi
daha karmasiktir. Infrared dedektdr hiicreleri kullanilan NaCl pencereler harig yapilis
bakimindan UV 1sinl1 hiicrelere benzemektedirler.

Hiicre uzunluklari 3.2-1 mm ve hiicre hacmi 1.5-10 pL arasinda

degismektedir.

Infrared dedektdrlerin kullanimdaki dezavantaji, birgok kullanish ¢dziiciiniin
diisiik gegirgenligidir. Ornegin; su ve alkollerin genis infrared absorbsiyon bantlari,
bu dedektorlerin bir¢ok uygulamada kullanimini engellemektedir (Kilig ve Koseoglu,

1997, Christian, 2004).

2.6.2. Floresans Dedektorler

Floresans dedektorlerin ¢ogunun yapisi florometre ve spektroflorometrelere
benzer sekilde tasarlanmistir. Bu tip dedektorlerde floresans, uyarict 1s1na 90° ac1 ile
yerlestirilmis bir dedektdr yardimiyla gozlenir. Daha gelismis cihazlardan floresans
1s1masint izole etmek i¢in optik ag monokromator kullanilir. Yine ¢ogunlukla uyarici
151n kaynagi olarak civa lambas1 ve yayilan 1silarin belli bandini izole etmek i¢in de
filtre kullanilir. Gelismis cihazlarda kaynak olarak ksenon lambasi kullanilir.
Floresans dedektorlerde ayarlanabilir lazer 151 kaynagi kullanilarak duyarlilign ve
seciciligi  arttirma  ¢aligmalar1  yapilmaktadir (Kilig ve Koseoglu, 1997,
Christian,2004).

Floresans dedektorlerin iistiinliikleri duyarli olmalaridir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 floresans 0zelligi bulunan numunelerdeki bilesiklerin ayrilmasi ve tayini i¢in

stv1 kromatografi de kullanilmaktadir.
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2.6.3. Kirilma indisi Dedektorii

Kirilma indisi dedektdriinde ¢bziicli kolonun yolu tlizerinde bulunan hiicrenin
bir yarim bdlmesinden gecer, eliiat ise daha sonra diger bolmesinden gecer. Bu iki
bolme bir cam plakayla ayrilmistir. Bu cam plaka, iki ¢ozeltinin kirilma indisi
birbirinden farkli ise gelen 1smmin kirilmasini saglayacak acida yerlestirilmistir.
Fotoduyarli dedektdriin ylizeyine gelen 1sin demetinin yolundan sapmasi ¢ikis
sinyalinin degismesine sebep olur ve bu degisiklik yiikseltilerek kaydedildiginde
kromatogram elde edilir. Kirilma indisi dedektorleri hemen hemen biitiin
analizlenecek maddelere cevap verebilmesi, giivenilirligi, akis hizindan

etkilenmemesi nedeniyle avantajlidir.

Ancak bu tip dedektorlerle calisilirken sicakligin sabit tutulmasi gereklidir.
Sicakliga olduk¢a duyarlidirlar ve hassasiyetleri diger dedektorlere gore daha
dustiktiir.

lumune
Ayna MNem i i
oreek

. ' ¥
aynad :

s ey e

Yiikseltici ve Kaydedici
Optik = ] giig kaynait

stfirlama  S:fir

Leferans

LYarl

Sekil 2.6. Diferansiyel kirilma indisi dedektdriiniin semas.
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2.6.4. Buharlastirmah Isik Sagma Dedektorleri

Son yillarda YBSK ic¢in gelistirilmis olan bu tip dedektorlerde kolondan ¢ikan
cozelti sislestirici denilen yap1 i¢cinden gegirilerek azot veya hava akimu ile ince bir
sis haline doniistiiriiliir. Sis halindeki ¢oziicii sicaklik kontrollii siiriikleme borusuna
gonderilir. Oradan lazer 1s1n demetinin i¢inden gegirilir. Akis yoniine dik olarak
sagilan 1smlar bir silisyum fotoiyod dizi dedektor yardimiyla oOlgiiliir. Bu tip
dedektorlerin digerlerine gore iistiinliigli buharlagsmayan biitiin analitlere ayn1 cevabi
vermesidir. Ayrica kirilma indisi dedektorlerine gore duyarliligi daha fazladir (Kilig

ve Kdseoglu, 1997).

2.6.5. Elektrokimyasal Dedektorler

Elektrokimyasal dedektorler polarografik, kondiiktometrik, kulometrik ve
amperometrik olarak boliimlere ayrilabilir. Bunlardan amperometrik dedektorler
daha cok kullanilmaktadirlar. Amperometrik dedektorlerde kontrollii potansiyelde
elekrokimyasal degisiklige ugrayan bilesikler elektrod ylizeyinde oksidasyon ya da
rediiksiyona ugradiginda elektroddaki elektron akimi zamanin fonksiyonu olarak

kaydedilir.

Bu tip dedektorlerin kullanilabilmesi i¢in hareketli fazin elektrigi iletmesi
gerekmektedir. Organik c¢oziiciiler kullanildiginda hareketli faza mutlaka akimi
iletmek {izere bazi maddeler katilmalidir. Uygulanan potansiyelde c¢doziiciilerin
elektrokimyasal olarak inaktif olmasi gerekir. Bu dedektérde en biiyiik problem

elektrot (camsi1 karbon) ylizeyinin kirlenmesidir.

Optik dedektorler kadar kullanim1 yaygin olmasa da duyarhilik, basitlik ve

kullanis agisindan daha avantajhidir.
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Sekil 2.7. YBSK i¢in amperometrik ince tabakali dedektdr hiicresi.

2.6.6. Kiitle Spektrometrik Dedektorler

YBSK ile kiitle spektrometriyi birbirine baglamada ortaya ¢ikan temel
problem, YBSK’nin biiytik ¢oziicli hacimleri ile ¢alismasi ve kiitle spektrometrisinin
de vakum gerektirmesidir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla cesitli ara baglantilar
gelistirilmistir. Bunlardan piyasada mevcut olan bir tanesinde kolondan ¢ikan eliiat
iki kisma ayrilir ve ¢ok az bir kisim kiitle spektrometreye gonderilir. Akis hizlart 10 -
50 ulL/dakika olan yeni mikro gozenekli kolonlarin kullanilmaya baslamasi ile
birlikte sivi kromatografi sistemleri dogrudan kiitle spektrometrik dedektore baglanir.
Termosprey olarak adlandirilan yeni ve iimit veren bir baglanti su an piyasada

bulunmaktadir.
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YBSK yonteminde kullanilan dedektorler:

Analiz edilecek maddelerin karakterlerine gore degisik dedektor tipleri

gelistirilmistir. Bunlarin en ¢ok kullanilanlari :
a) UV dedektor, (DAD = diode array dedector)
b) Elektrokimyasal dedektor
¢) Floresans dedektor
d) Mass (kiitle) spektrum dedektorii

e) Refraktif indeks dedektorii

2.7. Kolonlar

Kolonlar genellikle i¢i paslanmaz celik borulardan olusan sistemlerdir. Ancak

bazen kalin cidarli cam borular da kullanilir.

2.7.1. Analitik Kolonlar

Sivi kromatografi kolonlar1 diiz veya sarmal olabilirler. Kolon etkinligindeki
kayip dolayisiyla sarmal konfigiirasyona daha az rastlanmaktadir. Kolon boyu
genellikle 10-30 cm arasinda olup, kolonlarin birbirine eklenmesi yoluyla boylarinin
uzatilmasi saglanabilir. Kolonlarin i¢ c¢ap1 4-10 mm, kolon dolgu maddelerinin
tanecik buyiikliigi ise genellikle 5-10 um oranindadir. Giinltimiizde en sik kullanilan
kolon 25 cm uzunlugunda, 4.6 mm i¢ ¢apinda ve 5 um tanecik biiylkliigline sahip

kolondur.

Son yillarda hiz ve minimum ¢6ziicli sarfiyatt bakimimdan diger kolonlara
gore ustiinliik saglayan daha kiiglik boyutlarda yiiksek hiz ve yiiksek performanslh
kolon tiretimi de s6z konusudur. Bu kolonlar ile 15 saniye icinde 8 farkli tipte
maddenin birbirinden ayrilmasi miimkiindiir (Kilig¢ ve Kdseoglu, 1997; Christian,

2004; Kissinger ve Heinman, 1996; Adamovics, 1997).
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2.7.2. Koruyucu Kolonlar

Analitik kolonu koruyarak daha uzun siire kullanimini saglayan, analitik
kolonun Oniine yerlestirilen kisa kolondur. Gorevi, partikiil halindeki maddeleri,
¢oziicii icindeki yabanc1 maddeleri, numune kab1 i¢inde bulunan ve durgun faza geri
doniistimsiiz olarak baglanan maddeleri tutmak, hareketli fazi durgun faz ile

doyurarak analitik kolondaki ¢oziicii kaybinin en aza inmesini saglamaktir.

Emniyet kolonun tanecik boyutu basing diisiislinii en aza indirmek amaciyla
genellikle biiyiiktiir. Emniyet kolonundaki dolgu maddesi analitik kolondaki dolgu
maddelerinin benzeridir. Emniyet kolonu kirlendigi zaman yenisiyle degistirilmek
suretiyle daha pahali olan analitik kolonun korunmasi saglanir (Kilig ve Koseoglu,

1997; Christian, 2004)

2.7.3. Kolon Termostatlari

Kolonlarin sicakligini kontrol etmek gerekli olmakla birlikte genellikle
kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak kolon sicakligi sabit tutuldugu zaman
elde edilen kromatogramlarin daha iyi oldugu gozlenmistir. Buna dayali olarak,
kolonlarin sicakligmm 100-150°C’ye kadar her sicaklikta sabit tutabilen kolon
1siticilart ve kolonlarin bagl bulundugu sabit sicakliktaki bir su banyosu tarafindan

beslenen su ceketi kullanimi mimkiindiir.

2.8. Kolon Dolgu Maddeleri ve Ozellikleri

YBSK cihazinda kullanilan kolonlar, yiiksek basinci korumak i¢in paslanmaz
celikten yapilmislardir. Bunlar bastan basa diizgiin bir i¢ ¢apa sahiptirler ve ticari
olarak degisik biiytikliiklerde mevcutturlar. Bir kromatografik sistemin performansi,
kolonda gergeklestirilen ayirma ile yani kolon dolgu maddesinin seg¢ilmesi ve
kullanilmas: ile tayin edilir. Iyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem
hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere karsi inert olmalidir. Genis bir
ylizey alanina diizgiin olarak dagilmis ve hareketli fazla kolay etkilesebilen agik
yapilt bir ylizeye sahip olmalidir. Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan

etkilenmemelidir.
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Kolon verimi, kolon dolgu maddesi, ortalama parcacik c¢api, kolonu
doldurmak i¢in kullanilan teknikler, kolonun i¢ c¢api1 ve kolonun i¢ ylizeyinin
geometrisi gibi pek ¢ok faktor tarafindan tayin edilir. Paslanmaz celik kolonlarin,
malzeme Ozellikleri agisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya ¢ikmistir. Analitik
uygulamalarda 2.1, 3.2 ve 4.5 mm i¢ ¢apa sahip kolonlar 10-30 cm arasindaki

uzunluklarda kullanilirlar.

Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektdr arasindaki baglanti borularinin
uzunlugunun miimkiin oldugu kadar kiiciikk tutulmasi istenir. Kolon ¢ikisina ve
dedektor sistemine baglanmis borularin en iyisi, hareketli fazla onemsiz Ol¢iide
seyrelmeye izin veren minimum O6li hacme sahip olanidir. Bu 6rnek seyrelmesini
engelleyen, 0.025 - 0.050 cm i¢ ¢apa sahip (celik ve teflon) baglanti borularinin

kullanilmasi ile bagarilir.

YBSK ¢alismalarinda sabit faz olarak genellikle silikajel kullanilir. Igerdigi
SiOH gruplart nedeniyle zayif asidik ozelllik gosteren silikajel, bazik ozellik
gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar. Silikajel dogrudan dolgu maddesi
olarak kullanildig1 gibi kati yiizeyine film halinde kaplanabilir. Asidik 6zellik
gosteren bilesiklerin ayrilmasini saglayan, yani bazik 6zellik tasiyan bir kolon dolgu
maddesi de aluminadir. Bu dolgu maddesi de kat1 bir yiizeye film halinde kaplanarak

kullanilir.

Elementel tiirlendirme amaci ile kullanilan dolgu maddesi ise genellikle
anyon ve katyonlar1 tutan iyon degistirici re¢inelerdir. Bu reginelerin kullanilmasi
durumunda 6rnekte iyon halinde bulunan tiirlerin birbirinden ayrilmasi saglanabilir.
Kullanilan iyon degistirici recinelerin, dogrudan kolona doldurulabilen kati
recinelere olan ilgilerine etki eden bir¢cok faktor vardir. Bunlar, iyonlarin yiikii ve
biiyiikliigii, pH, iyon siddeti, kullanilan reginenin gézenekliligi, ¢oziicii cinsi, ¢oziicii
derigimi ve sicakliktir. Birkag bilesenden olusan bir karisimdaki her bilesen, farkli bir
net yiike sahiptir ve bu ylizden kolondan ayrilmasi i¢in farkli bir iyonik kuvvet

gerektirir. Iyonik kuvvet tamponun veya tampona eklenen tuzun artan derisimi ile
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artabilir. Bu, ornegin kolonda alikonmasini azaltabilir ve bilesikler farkli tuz

derisimlerinde kolondan daha kolay ayrilirlar.

Ornek bilesenlerinin ayrilmasi, tamponun pH’mmn degistirilmesi ile
saglanabilir. pH, molekiiliin pH’sma yaklastiginda molekiil kendi yiikiinli kaybeder
ve iyon degistiriciden kurtulur. Katyon degistirmede, 6rnekler kendi pH degerlerinin
altinda bir pH’da tutuldugunda, tamponun pH’sinin artmasiyla 6rnek kolondan daha

cabuk ayrilir.

Iyon degistirme, iyonik tiirlerden birinin digeriyle yer degistirmesini igerir.
Sabit faz, iyon degistirici R* vermek icin , net pozitif yiik tastyan kati bir matriksten
olusur. Eger anyon iceren hareketli faz kullamlirsa R” (iyon degistirici taraf) negatif
kars1 iyonu kendine dogru ¢eker, boylece 6rnek anyonlart (X), karst iyonlarla (Y")

ter degistirir.
RTY+X=R"X+Y
Bu yontem anyon degisimi i¢cerdiginden, anyon degistirme olarak bilinir.
Yiizey, iyon degistirici R” vermek i¢in, net negatif yiik tasidig1 zaman katyon
degistirme olay1 meydana gelir. Kars1 iyonlar (Y") ve &rnek iyonlarinin (X') ikisi de
katyondur ve iyon degistirme su sekilde olur :

RY +X =RX +Y"

Anyon ve katyon degistirici recinelerde gergeklesen ayirma mekanizmalari

Sekil 2.8’de goriilmektedir.
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Sekil 2.8. Anyon ve katyon dagitict reginelerde gerceklesen ayirma

mekanizmalari.

Iyon degistirme kromatografisinde, kromatografik destek maddesi, hareketli
fazda iyonik ¢ozeltilerle yer degistirme yetenegine sahip iyonlar igerir. Iyon
degistiricilerin iki tipi, bazik ve notral maddeler icin katyon degistiriciler, asidik ve

noétral maddeler i¢in anyon degistiricilerdir.

Iyon degistiriciler kimyasal 6zellik ve boyut farkliliklarina kadar, yapisal

farkliliklarina gore de siiflandirilirlar.

I. Mikrogozenekli veya jel yapisindaki recineler : Bu recineler mikro
gbzenekler iceren, capraz bagli yapisal bir agdan olugmaktadir. Cok kiiciik
gbzeneklere sahip oldugundan polar olmayan ¢oziicii sistemlerinde, sisme c¢ok
diisiiktiir. Biiylik hacimlardeki iyonlarin tutunmasi ¢ok yavastir ve cogu kez

tersinmezdir.
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I1. Makrogozenekli regineler : Bu regineler mikrog6zenekli reginelere ek olarak,
genis biiylkliikte gozenekler de icerir. Bunlar biiylik i¢ ylizey alanlarina ve yiiksek
gbzeneklilige sahiptir. Biiylik gozenekler, farkli biiyiikliikteki iyonlarin iyon

degistirici fonksiyonel gruplara kolayca ulagmasini saglayan kanallar igerir.
III.  Pelikular re¢ineler : Bu recineler, cam boncuklardan olusmus i¢ kisma, iyon
degistirici ince bir recine filminin kaplanmasi ile hazirlanir. I¢ kismin cap1 ¢ok

kiigiiktiir ve bu yiizden ¢oziiciilerin ¢ok kiiclik miktarlari i¢in uygundur.

IV.  Yiizeysel gozenekli recineler : Cam boncuklardan olusmus i¢ kisim, iizerine

iyon degistiricinin baglandig: silika mikrokiireciklerinin ince tabakasi ile ¢evrilir.

, mikro gizenek

4
makro ghzenek

AT - iyon de Zistirici
AEARERy ivon -
S o B recine baglanmg
& or:cukﬁd"’g?qt”u’i silika
s regine

VoAl

(a) Mikrogo6zenekli regineler
(b) Makrogozenekli recineler
(c) Pelikular regineler

(d) Yiizeysel gozenekli regineler

Sekil 2.9. Regine tipleri.



65

YBSK destek maddeleri hem silika temelli maddeleri hem de tiirevlendirilmis

hidrofilik ve hidrofobik polimerleri kapsar.

a) Polimer temelli iyon degistiriciler : Polimer temelindeki iyon degistirici
recinelerin  polimerik iskeleti polistirene ¢apraz baglanmig divilbenzenden
sentezlenir. Bu iskelet genellikle bir stirendivinilbenzen (DVB) polimeri,
polimetakrilat polimeri, metakrilik asit divinilbenzen (MA-DVB) polimeri veya
akrilik asit divilbenzen (A-DVB) polimeridir.

Capraz baglanmanin miktari, divilbenzen miktar ile kontrol edilir. Genellikle
her 11 mol stiren i¢in 1 mol divilbenzen kullanilir. Capraz bagl polimerik zincirlerin
olusturulmas: i¢in yaygin bicimde p-divinilbenzen kullanilmakta birlikte, m-
divilbenzen de aymi islevi goriir. Polistirendivilbenzen reginesinin gozenekliligi ve
mekanik kuvveti, ¢capraz baglanma derecesinin bir fonksiyonudur. Yiiksek dereceli
capraz bagli recineler (% 8-10) yiliksek basingta kullanilabilir, fakat kiigiik caplh
recineler (% 2-8), biiyiik molekiillerin matrikse gegmesine izin verir ve ¢ozlinlirligii
arttirirlar. Fakat mekanik kararliliklar diistiktlir. Bu destek maddelerin avantaji pH =

2 - 12 araliginda kararl olmalaridir.

Katyon degitiriciler, polimere asidik fonksiyonel gruplar eklenerek, anyon
degistiriciler ise bazik fonksiyonel gruplar eklenerek elde edilirler. En ¢ok kullanilan
fonksiyonel gruplar katyon degistiriciler igin —SOj (siilfonat), anyon degistiriciler
icin kuarter amin (-N'(CH3)); trimetilamonyum; -N" (CH3),C,H4;OH (dimetil
hidroksietii amonyum) formundaki iyon degistiricilerdir. Ornegin  bir
stirendivinilbenzen polimeri siilfirik asitle tepkimeye girdiginde —SO3H bagl katyon

degistirici olusturur.

b) Silika temelli iyon degistiriciler : Silika temelinde iyon degistiren
matriksler hidrofiliktir ve polimerik tabaka olusmasi i¢in kullanilan c¢apraz
baglayicilar yliziinden diisiik hidrofobik tutunma gosterirler. Kiiciik parcacik
biiyiikliikleri ve sik dagilimlart yiiksek kaliteli bir aywma saglar. Gozenekli

ylizeylerinden dolayi, hareketli faza 6nemli bir temas ylizeyi saglarlar. Kimyasal ve
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mekanik olarak kararli olan silika matriksleri, yiiksek akis hizi gerektiren yiiksek
basinca karsi iyi direng gosterirler. pH = 2.5-7 araligindaki sulu tamponlar ve pek
cok organik ¢dziiciiler, matrikste sisme veya biiziilme olmaksizin kullanilabilirler.
Bunlar mikro ve makro regineler arasinda bir yerde diisiiniiliir ve iyon degistirme fazi
ince polimerik aga monomerik baglanmis olabilir. Silika temelindeki reginenin
avantaji, polistiren temelindeki iyon degistirici re¢ineden mL kolon hacmi basina
daha biiylik degistirme kapasitesine sahip olmasidir. Bununla birlikte silika bazli
iyon degistiricilerin birka¢ sinirlamasi vardir. Bunlarin bazik kosullar altinda

kullanimlar1 sinirhdir ve yiiksek iyonik siddet kolon dmriinii azaltir.

Iyon degistirici recineler, polimere baglanan asidik veya bazik fonksiyonel
gruplarin kuvvetine gore de smiflandirilirlar. Bu smiflandirma kuvvetli bazik
(kuvvetli anyon degistirici), olduk¢a bazik, zayif bazik, kuvvetli asidik (kuvvetli
katyon degistirici) ve zayif asidik seklindedir. Fonksiyonel grubun bazikligi veya
asidikligi arttikca ters yiiklii 6rnek iyonlarini ¢ekme giicii artar. Cizelge 2.2°de ¢esitli

anyon ve katyon degistirici recineler goriilmektedir.



Cizelge 2.2. Cesitli iyon degistirici regineler.
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Siiflandirma Fonksiyonel Grup Polimerik destek
Kuvvetli bazik Tetraalkil-amonyum hidroksit S-DVB
(Kuvvetli anyon degistirici)
- CH,N(CH3);'CI S-DVB
- CH,N(CH3); OH S-DVB
Tetraalkil-amonyumkloriir S-DVB
Oldukga bazik - N(CH3), S-DVB
Zayif bazik - NH, S-DVB
- NH; S-DVB
Kuvvetli asidik
(Kuvvetli katyon degistirici) |- SO; H" S-DVB
-SOs'Na” S-DVB
Zay1f asidik
-COOH" S-DVB
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Cizelge 2.3. Diisiik molekiil agirlikli (< 1000) 6rnekler i¢in se¢ilmesi gereken faz.
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Cizelge 2.4. Yiiksek molekiillii (polimerler) 6rnekler i¢in se¢ilmesi gereken sabit faz.

Organk girielde

b

-

?an‘krdﬂmtégr'afié’l (GRS, SEC)

P27 Licroneler argank ehiert e

Ters 18z

cFiner
3 #

B LT L

T - protel
suds Gozinen

" pephistsr

Lriikledl asitle

L. aakkertler w

e LiCi’iiﬁr:s;ii’:-r:f@WP 00 PR-19 lailyiik
gzenekl sorbert
Ters faz

= IO R st {Cpsnar BV 300 FR-AG ROy

eyfizenehll sorbert
el gegigen leomotcigratis! (GRS, SEC]
Fragtogerd EMD GPE sty gozeli ehent 2

e bR

o cledigtirei kromotagradisi B
ey aqtotelB EMD THAE, DEAE, DMAE, S03-, C00-

__ Hidrofobik kromotogratist (HEC)
Fragtogel® EMD Propl, feri

fine

j Ters faz p
B [ iCr05par EVWF 300 PRAG byl
' gazenskl zorhent

Attty kramotagraficl :
Fragtogei® EMD selat, epakai, heparin, aziarton

e PO degishiici kromatogrfisd

Frangonel@ WD DM-E

Jel gegirgen kr amatog afisl (GRS, SEC)

suil cozeli eluent il Polysprier® CHMS, Bio e LA 500

o yan cledisgtinme kromatodrafi
 Fragtogei® EMD THAE

Marnd faz
" LiChrosphene NHZ

Syt afapntrrc



70

2.9. Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

Kromatografik yontemlerin bir parcasidir. SUT yontemin kabul edilebilir
dogrulukta ve kesinlikte oldugunu belirtir. Gerekli islem ve hesaplamalar yontem
gelistirilmesi ve validasyon islemlerinin tamamlanmasindan sonra veya islemler

sirasinda yapilir.

Ornegin SUT’nin bir pargasi olan alikonma zamanmin tekrarlanabilirligi
(%BSS) validasyon sirasinda yapilir (Kilig ve Koseoglu,1997; Christian, 2004; Riley
ve Rosanske, 1996).

Amerikan Farmakopesi XXIV Tarafindan Tanmmlanan SUT

Parametreleri

1.  Teorik Tabaka (Plaka) Sayis1 (N)

2.  Kuyruklanma Faktorii (T)

3.  Kapasite Faktori (k')

4.  Secicilik Faktorii (o)

5.  Ayirim Giicii (Resolution) (Rs)

6. Pik Yiiksekligi veya Alaninin %BSS’1

Bu kriterlerden en az iki tanesinin gerekli sartlari saglamasi yontemin sistem

uygunlugunu gostermektedir (Riley ve Rosanske,1996; USP 24).
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2.9.1. Teorik Tabaka Sayis1 (N)

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi
ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N’nin sayisal degeri analizi
yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi deney kosullarina 6rnegin akis hizi,

sicaklik, kolon kalitesi, dolumun tek bigimliligi gibi ¢esitli faktorlere de baglidir.
Tavsiye edilen deger N > 2000°dir.
Ip 2
N=16[1%]
w
tr : Maddenin alikonma zamani
W : Elde edilen pikin taban genigligi
2.9.2. Kuyruklanma Faktorii (T) ve Asimetri Faktorii (As)

Bu faktor pikin asimetrik olmasi ile ilgilidir. Caligmalarda daima simetrik

pikler tercih edilmelidir. Simetrik olmayan piklerde :

[

Dogru olmayan tabaka sayist ve ayirim giici sonuglari,

2. Kararli olmayan miktar tayinleri,

3.  Gozlemlenemeyen pik kuyruklanmalari,

4.  Alikonmanin tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 gibi sorunlarla

karsilagilir.

Pik asimetrisi (As) taban yiiksekliginin % 10’u civarinda, kuyruklanma
faktorii (T)’de %5°1 civarinda olgiiliir (Sekil 3.13). Bu durumlarla karsilasmamak i¢in

As’nin 0.95 — 1.2 arasinda T’nin de T < 2 olmasi istenir.
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Pik ASIMETRI - 4 RUKL.
J B [\ PRAKTORU

FAKTORI

Sekil 2.10. Asimetri ve kuyruklanma faktorii.

2.9.3. Kapasite Faktorii (k')

Analizi yapilan maddelerin alikonma zamanlar1 veya alikonma hacimleri
yardimi ile hesaplanir. Kolonun performansi ve alikonmanin uzun siireli

tekrarlanabilirligi ile ilgilidir.

' tr_tO _
k= ty Vo

t/V; : Maddenin alikonma zamani/hacmi

to/Vo : Hareketli fazin alikonma zamani/hacmi
Elde edilen k' degerinin genel ¢alismalarda 2 - 8 eser madde miktar tayininde

1 - 3 ve stabilite belirleyici ¢aligmalarda k' > 4 olmasi istenir.
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2.9.4. Secicilik Faktorii (o)

Bagil alikonmayi ifade eder.

—1y
I1—1

t; : 1 nci maddenin alikonma zamani
t, : 2 nci maddenin alikonma zamani

to : Hareketli fazin alikonma zamani

Iki pikin elde edildigi sistemlerde (ikili karisim veya madde ve i¢ standardin

kullanildig1 karisimlar i¢in) kullanilir. Genel olarak o > 1 olmasi istenir.

2.9.5. Ayirim Giicii (Resolution) (Rs)

Ayirim  kantitatif kromatografi caligmalarinin  baglica  gerekliligidir.
Genellikle 5 veya daha az madde iceren numunelerde Rs > 1.5 kolaylikla

saglanabilir.

Rs > 1.5 maksimum kesinligin gostergesidir. Rs bir kolonun eksikligini

giinler aras1 ayirim sartlarindaki degisiklikleri gosterir.
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Sekil 2.11. ikili karisimlarda ayirim giicii parametreleri.

t; : 1 nci maddenin alikonma zamani
t, : 2 nci maddenin alikonma zamani
W, : 1 nci maddenin taban genisligi

W5 : 2 nci maddenin taban genisligi
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Genel ayirimlarda Rs > 2.0, miktar tayini ¢alismalarinda Rs > 1.5, biyolojik

stvilarda yapilan caligmalarda Rs > 1.2 degerleri kabul edilebilir degerlerdir.

2.9.6. Pik Alam veya Yiiksekliginin Tekrar Edilebilirligi (%BSS)

En az 6 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alani veya

yiiksekliklerinin bagil standar sapmalarinin (%BSS) hesaplanmasi ile elde edilir.

Genel aymrmlarda %BSS < %]1.5, biyolojik sivilarda yapilan c¢aligmalarda
%BSS < %5.0, eser madde miktar tayininde %BSS degeri %5 - 15 kabul edilebilir

degerlerdir.

Kromatografi ve Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) ile sistem
uygunluk testleri (SUT) bolimii Lalezar Yenilmez’in “Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi ve Ilag Analizlerindeki Uygulamalari” baslikli Tezsiz Yiiksek Lisans

Dénem Odevi’nden hareketle hazirlanmistir (Yenilmez, 2006)
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2.10. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE ORIiJINLERi

1. Klorkinaldol........................ GlaxoSmithKline
2. Diflukortolon valerat............... GlaxoSmithKline
3.Metanol....................... L. Merck

Bu etken maddeler ayrica bir saflastirma islemi uygulamaksizin dogrudan

deneylerde kullanilmistir

2.11. KULLANILAN CIHAZLAR

1. UV-Visible spektrofotometre : SHIMADZU UV — 1601

2. Manyetik Karistirict : IKAMAK RH Jonke & Kunkel IKA Labortechnik
3. IR spektrofotometre : JASCO FT/IR — 420 Fourier Transform Infrared
Spektrofotometer

4. Erime noktasi tayin cihazt  : BUCHI SMP - 20

5. Terazi : SHIMATZU LIBROR AEG - 220

6. HPLC Cihaz1 : G1379 A seri numarali Gaz Giderici, G1311 A seri
numarali Dortlii Pompa, G1313 A seri numarali Enjektor ve G1315B seri numarali
DAD Dedektoriinden olusan Agilent marka HP1100 Kromatografi Sistemi

2.12. KULLANILAN BIiLGiSAYAR PROGRAMLARI

1. Matlab 6.1

2. Minitab 12.1

3. UV-PC 1601

4. Microsoft Excel 2000

5. Brereton Multivariate Calibration

6. Pentium (R) 4 CPV 2.93 6 hz S12 MB RAM
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2.13. KULLANILAN BIiLGISAYAR KONFiGURASYONU

Pentium M Processor 740, 1700 MHz, 512 MB RAM Diziistii Bilgisayar

2.14. UZERINDE CALISMA YAPILAN FARMASOTIK PREPARATLAR
2.14.1. NERISONA-C ® Krem (Intendis)

= Diflukortolon valerat......... 1 mg

= Klorkinaldol ................... 10 mg/ 1 gr krem

2.14.2. IMPETEX ® Krem (Roche)

= Diflukortolon valerat......... 1 mg

= Klorkinaldol ................... 10 mg/ 1 gr krem

2.15. STANDART MADDELERIN STOK COZELTILERI
2.15.1. Spektrum oranlar tiirev spektrofotometri

Diflukortolon valerat : metanol - su (3:1 h/h) karisimi igerisinde 200 mg / 100

ml ¢bzeltisi

Klorkinaldol : metanol - su (3:1 h/h) karisimi igerisinde 200 mg / 100 ml

¢oOzeltisi
2.15.2. Kemometrik yontemler

Diflukortolon valerat : metanol - su (3:1 h/h) karisimi igerisinde 200 mg /
100 ml ¢ozeltisi
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Klorkinaldol : metanol - su (3:1 h/h) karisimi igerisinde 200 mg / 100 ml

¢oOzeltisi

2.15.3. YBSK

Diflukortolon valerat : metanol igerisinde 50 mg / 100 ml ¢ozeltisi

Klorkinaldol : metanol igerisinde 50 mg / 100 ml ¢ozeltisi

Efedrin hidrokloriir : metanol i¢erisinde 50 mg / 100 mL ¢ozeltisi

pH = 5.5 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 12 gram NaH,PO4 900 mL suda ¢oziiliir.
Uzerine 0.2 M NaOH ¢ozeltisinden ilave edilerek pH’1 5.5 e ayarlamir. Daha sonra

hacim 1000 mL’ye suyla tamamlanir.
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3. BULGULAR

3.1. KULLANDIGIMIZ ETKEN MADDELERIN SAFLIK KONTROLLERI

Deneylerde kullanilan standart maddeleri saflik kontrolleri igin; erime
noktalari, UV spektrumlari ve IR spektrumlart alinmig ve referanslarla

karsilagtirilmustir.
3.1.1. DiF icin saflik kontrolii

Erime noktas1 : 195 °C. Bu deger referans degerle uyumludur (The Merck
Index 30™ Edition).

UV spektrumu : DIF’1n metanol - su (3:1) igerisindeki ¢ozeltisinin 200 — 300
nm arasindaki spektrumu Sekil 3.1°de goriilmektedir. Bu spektrumda 239 nm’de

maksimum gortilmektedir.

IR spektrumu : KBr diski halinde basiimigs DIF’1n 400 — 4000 cm™ arasindaki
IR spektrumunda 1748, 1666, 1624, 1608, 1213, 989, 916, ve 721 cm’! de temel
pikler goriilmiis (Sekil 3.2) ve bu da referansla uyum gdostermistir (British

Pharmacopoeia 1999 Volume I).
3.1.2. KLO i¢in saflik kontrolii

Erime noktasi : 112 °C. Bu deger referansla uyumludur (Clarke, E.G.C. Isolation

and Identification of Drugs,’s).

UV spektrumu : KL.O’iin metanol - su (3:1) igerisindeki ¢ozeltisinin 200 — 350 nm
arasindaki spektrumu Sekil 3.3°de goriilmektedir. Bu spektrumda 205, 250 ve 318

nm’lerde {i¢ adet maksimum ve 270 nm’de bir adet omuz g6zlenmektedir.

IR spektrumu : KBr diski halinde basilmis KLO’iin 400 — 4000 cm’
arasindaki IR spektrumunda temel pikler 1608, 1149, 1024 ve 770 cm™’de
goriilmektedir (Sekil 3.4). Bu da referansla uyum gostermistir (Clarke, E.G.C.

Isolation and Identification of Drugs,’s)
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0439

Absorbans

0,00
2000 2200 2400 .. 200 2800 3000

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.1. Metanol - su (3:1) icerisinde 9.6 pg/mL DIF ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumu.
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4000 3000 2000 1000 400
Dalga sayist (cm™)
1: 3301.54, 7.5929 2: 3068.19, 53.1563 3: 3015.16, 42.1490 a: zuus.zr, 21.1316
5. 2947.66, 8.0379 6: 2878.24, 17.4252 7: 2860.88, 19.5559 8: 272974, 57.0448
9: 1748.16, 4.1395 10: 1729.83, 1.1789 11: 1666.20, 1.0300 12: 1624.73, 2.8508
i3: 1608.34, 4.9257 14: 145782, 14.7905 15: 141260, 13.9392 i5: 139428, 25.8193
17: 1378.85, 13.6575 18: 1316.18., 11.1276 19: 1257.36, 16.4519 20: 1241.93, 22.4646
21: 1213.97, 31.1517 22: 1168.65, 4.3054 23: 1113.69, 21.5118 24: 1065.48, 7.5158
25: 1041.37, 15.8394 26: 1018.23, 18.6187 27: 989.30, 10.3482 28: 955.56, 38.7337
29: 937.23, 13.4123 30: 916.99, 34.1505 31: 899.63, 9.3255 32: 862.02, 51.7386
33: 833.10, 33.0479 34: 81863, 27.4989 35: 796.46, 57.6289 36: 754.03, 41.7040
37: 721.25, 37.0122 38: 709.68, 30.9665 39: 687.50, 42.0295 40: 647.96, 452772
41: 621.93, 41.4467 42: 578.54, 50.4382 43: 55251, 427316 44: 539.01, 44.7500
45: 516.83, 43.2312 45: 499.47, 30.0265 47: 449.33, 30.6932 48: 431.01, 28.0298
49: 416.55, 19.6006 .

Sekil 3.2. DIiF’m IR spektrumu.
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1.200
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Absorbans

0,000
2000 2500 300,0 3500

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.3. Metanol - su (3:1) igerisinde 4 pg/mL KLO c¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumu.
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8: 1190.83. 6.0040 10: 1149.37, 10.3048 11: 1024.98, 14.5222 12: 954.59, 6.3502
i4: 83213, 12.4122 15: 82249, 9.2470 i6: 785.85, 14.3166
19: 674.96, 17.8103 20: 62064, 17.2356

i3: 865.88, T.&T48
TFN.42. B 6RO7T

17:
21: 58529, 11.7723

18: 729.92, 8.6780

22: 547.68, 11.2626

Sekil 3.4. KLO’iin IR spektrumu.
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3.2. KEMOMETRIK TEKNIiKLERLE SPEKTROSKOPIiK VERILERIN
DEGERLENDIRILMESi YONTEMLERiI IiLE ELDE EDILEN
SONUCLAR

3.2.1. Kemometrik calismalar

Klorkinaldol (KLO) ve Diflukortolon valerat (DIF)’in metanol — su (3:1)
karisimi igerisindeki c¢ozeltilerinin 200-350 nm arasindaki UV spektrumlart (Sekil
3.5) cizdirildiginde 200-300 nm’ler arasinda KLO ve DIF’1n spektrumlarinin girisim
yaptig1 goriilmektedir. Dolayisiyla karigimlarda her iki etken maddenin ayni anda
hicbir ayirma iglemi gerekmeksizin miktar tayinlerinin dogrudan bu spektrum
araliginda absorbans degerlerinin 6l¢iilmesi ile yapilmasit miimkiin degildir. Sekil
3.5°de 300-350 nm arasindaki bdlgede KLO’iin sanki DIF’in girisimi olmaksizin
dogrudan absorbans degerlerinin dl¢lilmesi ile tayini yapilabilecek gibi goriinmesine
karsilik cok diisiik degerlerde de olsa DIF’in bu bolgede absorpsiyon yaptigi
dolayisiyla bu islemin gergeklestirilemeyecegi anlagilmistir. Bu nedenle
karisimlarinda KLO ve DIF’m, ki secilen farmasotik preparat icerisinde karisim
halinde bulunmaktadirlar, miktar tayinlerinin bu iki maddenin karigimlarinin
cozeltilerinde okunan absorbans degerlerinin kemometrik yontemler kullanilarak
degerlendirilmesi ile yapilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla CLS, ILS, PCR ve
PLS-1 yontemleri uygulanmig ama yalnizca PCR yontemi kullanilarak iyi sonuglar

alinmis, digerlerinde ise anlamsiz sonuglar elde edilmistir.
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1,181

1.000

Absorbans

0,000
2000 2600 . 3000 3600 3600

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.5. Metanol - su (3:1) igerisinde a) 4 ug/mL KLO ¢dzeltisinin, b) 9.6 pg/mL

DIF ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari.
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3.2.2. PCR yontemi

Bu yontem iki basamaktan olusur. 1. basamakta eigen (6z) vektorler veya
absorbans — data matrisi faktorleri tayin edilir. 2. basamak ise ¢oklu lineer regresyon

yardimiyla konsantrasyon data matrisinin regresyonudur.
T
AProj = Vc . A
Burada;

Apyoj : Yeni koordinatlari igeren (projeksiyonlarda) matris
A : Standart caligma setinin absorbans matrisi

V. :Baz vektorleri igeren matristir.
Buna gore;
C=F. Aproj

F : Standartlardan hazirlanan ¢alisma setindeki lineer denklem sistemi igin

kalibrasyon katsayilarini iceren matristir.

Bu kalibrasyon matris sistemi kullanilarak bilinmeyen numunenin ¢esitli dalga
boylarinda okunan absorbans degerleri yardimiyla bilinmeyenlerin konsantrasyonu
hesaplanir. Kalibrasyon matrisinin hesaplanmasinda eigen values (6z degerler), yeni

koordinatlari igeren skor’lar (scores) ve yiikleme (loadings) faktoérleri hesaplanir.

3.2.2.1.  DIF + KLO karisgminda DiF ve KLO’iin PCR y6nteminin

spektrofotometrik analizlerde kullanilmasi ile miktar tayini:

Yapilan ¢alismalara gére bu yontemden iyi sonug alabilmek icin 230 -348
nm araliginda AA = 2 nm aralikla 60 dalga boyunda absorbans degerlerinin 6l¢iilmesi

gerektigi bulundu.
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Bu karisimda her iki maddenin de miktar tayini i¢in bu maddelerin
konsantrasyonlarin1 igeren metanol - su (3:1) icerisindeki karisim ¢ozeltilerinin
calisma setine (Cizelge 3.1) temel bilesen regresyonu yontemi paket programlar
kullanilmak suretiyle uygulanmistir. Kalibrasyon seti hazirlanirken kullanilan

karisim konsantrasyonlari Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda 18 karisim numunesinde 3 temel bilesenin alindiginda
hem DIF hem de KLO igin en iyi sonuglarin elde edildigi bulundu. Bu yéntemde
lineer kalibrasyon araligmin DIF icin 0.88 — 3.00 ug/mL, KLO icin ise 1.0 — 11.2
ug/mL oldugu saptandi.

Yontemde tayin alt siirt DIF ve KLO igin sirastyla 0.86 pg/mL ve 1 pg/mL,
yakalama smir1 ise DIF igin 0.32 pg/mL ve KLO ic¢in 0.30 pg/mL olarak
bulunmustur. YAS hesaplamasinda Ribone ve ark. 2001 1n ¢aligmasindaki islemler
temel alinmistir. Bu islemler : YAS =3 |l ¢ll || bll den hesaplanmustir. Burada || ¢ ||

enstriimental giiriiltii l¢limii ve b ise tayin edilecek bilesiklerin saf haldeki regresyon

katsayilar1 vektoridiir. || € || = Vel + g + g +.. g dir

Bu paket programlar igerisinde en iyi sonucu alabilmek i¢in ortalama merkezli
(mean center) ve standardize edilmis veriler denenmis, bunlarin igerisinde konulan
konsantrasyona en uygun analiz sonuclarinin asagida gosterilen formiile gore

standardize edilmis verilerle ulasildig1 gézlenmistir:

Burada z standardize edilmis deger, x veri, X ortalama, Sp ise standart
sapmadir. Yine kullandigimiz paket programlarla ¢aligma (kalibrasyon) setindeki
konsantrasyonlara (Cizelge 3.1) karsilik gelen score matrisleri ve okunan

absorbanslara karsilik gelen loading (yiikleme) matrisleri kurulmustur. Sonra ayni
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islem bilinmeyen konsantrasyonlarda bu iki etken maddeyi igeren karisimlara

uygulanmis ve elde edilen veriler kalibrasyon regresyonu yardimiyla hesaplanmistir.

Standart c¢ozeltilerden hareketle hazirlanan sentetik karisimlara yontem
uygulandiginda elde edilen ortalama % geri kazanim ve bagil standart sapma (%
BSS) degerleri Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Buna gore ortalama % geri kazanim ve
bagil standart sapma (% BSS) degerleri sirastyla KLO igin % 100.05 ve % 0.64, DIiF
icin ise % 100.29 ve % 1.48 olarak bulunmustur.



Cizelge 3.1. DIF ve KLO i¢in PCR yonteminde kullanilan kalibrasyon seti.

Karisim No HI;LII(I)L ulg)/inle
1 1.00 0.88
2 1.00 2.60
3 1.00 3.00
4 4.00 0.88
5 4.00 1.20
6 4.00 2.60
7 4.00 3.00
8 6.00 0.88
9 6.00 1.20
10 6.00 2.60
11 6.00 3.00
12 11.20 0.88
13 11.20 2.60
14 11.20 3.00

&9
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Cizelge 3.2. KLO ve DIF’1n standart karisimlar1 i¢in PCR yéntemiyle elde edilen

ortalama % geri kazanim sonuglari.

KONULAN BULUNAN GERI KAZANIM
KARISIM ng/ml ng/ml (%)
NO

DiF KLO | DIiF KLO DiF KLO

1 1.20 1.00 1.19 0.99 99.75 99.73
2 1.20 4.00 1.22 4.03 101.83 100.77
3 1.20 6.00 1.16 5.96 99.56 99.37
4 1.20 10.00 | 1.19 9.99 99.90 99.99
5 0.88 4.00 0.86 3.97 97.99 99.20
6 1.20 4.00 1.23 4.04 102.89 101.06
7 2.60 4.00 2.61 4.01 100.26 100.15
8 3.00 4.00 3.01 4.00 100.18 100.12
* x| 100.29 100.05

** S| 1.48 0.64

*%%04 BSS|  1.48 0.64

* x: Ortalama
** SS : Standart sapma
*#% BSS : Bagil standart sapma
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3.2.3. Kemometrik yontemlerle elde edilen sonuclara gore SEP, SEC ve PRESS

degerlerinin hesaplanmasi

3.2.3.1. DiF + KLO karisimlan icin SEP, SEC, PRESS, r, egim ve kesim

degerlerinin bulunmasi i¢in gerceklestirilen islemler

Temel bilesen regresyonu yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmis ve

asagidakiler hesaplanmistir :

a) SEP : Tahmindeki standart hata :

\/i (¢i-ci)’

SEP =

formiilii yardimiyla hesaplanmis ve elde edilen degerler Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

A\
Burada c; i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu, ¢; ise i. numunenin

bulunan konsantrasyondur.

b) SEC : Kalibrasyondaki standart hata :

,/i @©—ci)’

m-—2

SEC =

formiilii yardimiyla hesaplamis ve elde edilen degerler Cizelge 3.3°de gdsterilmistir.

A
Burada c; i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu, ¢; ise i. numunenin

m kalibrasyon standardi i¢in tahmin edilen konsantrasyondur.
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¢) PRESS : Tahmin hatalarinin karelerinin toplama:

PRESS=Y" ( ¢i—ci)?

i=1

formiilii yardimiyla hesaplamis ve elde edilen degerler Cizelge 3.3’de gdsterilmistir.

Burada c; i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu, gi 1s€ 1. numunenin
m kalibrasyon standardi i¢in tahmin edilen konsantrasyondur.

Ayrica, konulan ile bulunan degerler grafige gecirildiginde elde edilen
dogrunun korelasyon katsayisi (r), egimi ve kesimi de ayni ¢izelgelerde
gosterilmistir.

Yontemde hesaplanan SEP, SEC, r, kesim, egim ve PRESS degerleri Cizelge

3.3’te gosterilmigtir.

Cizelge 3.3. DIF + KLO karisimi analizinde uygulanan PCR yontemindeki

parametreler.

SEP SEC r Kesim Egim PRESS

KLO | 0.0301 0.0274 10.9999 | 0.0094 | 0.9983 | 0.0064

DIF 0.0326 | 0.0296 | 0.9986 | 0.008 1.0061 0.0053

r’nin 1’e yakin olmasi konulan ile bulunan miktarlar arasindaki dogrusal

iligkinin ¢ok iyi oldugunu gostermektedir.
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3.2.4. ANOVA testi

DIF + KLO karisimlarinin metanol — su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin giin
ici absorbans degerleri okunarak (2’ser saat aralikla 5 kez) ve glinler arasi degerleri
(3 giin boyunca) okunarak temel bilesen regresyonu yontemleri uygulanmis ve
bunlarm sonucunda DIF + KLO karisimlarinda hesaplanan DIF ve KLO miktarlar:
ANOVA testi ile karsilastinlmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.12°de
gosterilmistir. Bu ¢izelge sonuglarina gore hesaplanan F degerlerinin serbestlik
derecesi 2 ve 27’ye gore cizelge degeri olan 3.35 degerinden kiiciik oldugu

gozlenmistir.

3.2.5. PCR yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasi

3.2.5.1. Secicilik

icerisinde DIF ve KLO bulunan NERISONA-C ® krem ve IMPETEX ® krem
preparatlarina uygulamasinin yapilmasi i¢in de ¢aligmalar yapilmistir. Amacimiz
etken maddelerin miktarin1 tayin etmek oldugu icin Oncelikle bu preparatlardaki
yardime1 maddelerin ve krem bazimnin yontemi etkilemediginin saptanmasi gerekir.
Bu nedenle NERISONA-C ® ve IMPETEX ® krem preparatlarinin hazirlanan
¢ozeltilerine standart olarak ayri ayri DIF ve KLO ilave edilerek miktar tayini
yapilmis ve elde edilen sonuglara gore yardimci maddelerin yontemi etkilemedigi

bulunmustur (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Preparatlara etken madde ilave edildikten sonra PCR yontemi ile

hesaplanan DIF ve KLO miktarlari.

KONULAN BULUNAN GERi KAZANIM (%)
KARISIM
NO . .

agml | gl | pgmi | pgm | P | KLO
1 0.10 1.00 0.09 1.00 99.90 100.10
2 0.10 1.00 0.09 0.99 98.90 99.80
3 0.20 2.00 0.19 2.00 99.90 100.10
4 0.20 2.00 0.20 1.99 100.10 99.90
5 0.30 3.00 0.30 3.00 100.10 100.20
6 0.30 3.00 0.29 2.99 99.80 99.90
7 0.40 4.00 0.39 3.95 99.90 98.90
8 0.40 4.00 0.40 4.00 100.20 100.10
9 0.50 5.00 0.50 4.99 100.10 99.80
10 0.50 5.00 0.50 5.00 100.10 100.10
x~| 9990 99.89

SS| 037 0.38

%BSS| 037 0.38
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3.2.5.2. islem:

Yardimct maddelerin etkisinin olmadigi anlasildiktan sonra secilen 3 adet
NERISONA-C ® ve IMPETEX ® krem igeriginden ayri ayr1 1 er gr tartilmis ve 50
mL’lik balonjojede metanol - su (3:1) igerisinde ¢Ozllmiistir. 30 dakika
karistirildiktan sonra slispansiyon, Whatman No:42 kagidindan siiziilerek siiziintiiden
alman 1.25 mL’lik kisim 25 mL’lik balonjoje igerisinde metanol — su (3:1) ¢ozeltisi
ile igaret ¢izgisine kadar tamamlanmistir. Yontem bu ¢ozeltilere uygulandiktan sonra

elde edilen sonuglar Cizelge 3.5 ve 3.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. NERISONA-C ® preparatina PCR yoéntemi uygulandiginda DIF ve
KLO icin elde edilen sonuglar (mg/1 g krem) ( Preparat iizerinde yazili olan

miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg KLO /1 g krem ).

DiF KLO
DENEY NO (mg) (mg)
1 0.95 9.97
2 0.97 10.03
3 0.97 10.06
4 0.95 10.08
5 0.95 10.1
6 0.97 10.07
7 0.97 10.06
8 0.95 10.05
9 0.97 10.07
10 0.95 10.06
X~ 0.96 10.06
SS 0.01 0.04
%BSS 1.04 0.39
* G.A.(p=0.05 icin) +0.01 +0.02

* GA = Gliven aralig1 (GA = X +1xSS/ \n)
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Cizelge 3.6. IMPETEX ® preparatina PCR y6ntemi uygulandiginda DIiF ve KLO
i¢cin elde edilen sonuglar (mg/1 g krem) ( Preparat {lizerinde yazili olan miktarlar : 1

mg DIF + 10 mg KLO / 1 g krem ).

DENEY NO KLO DIF
(mg) (mg)

1 11.32 1.13

2 11.16 1.06

3 10.98 1.12

4 11.02 1.19

5 11.17 1.16

6 10.98 1.13

7 11.32 1.16

8 11.02 1.12

9 10.98 1.19

10 11.16 1.13

X~ 11.11 1.14

SS 0.13 0.04

%BSS 1.17 3.51

GA (p=0.05 icin) +0.08 +0.02
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3.3. SPEKTRUM ORANLARI TUREV SPEKTROFOTOMETRIi iLE
YAPILAN MIKTAR TAYINI CALISMALARI

DIF + KLO karisiminda DiF ve KLO’{in miktar tayinleri i¢in spektrum

oranlari tiirev spektrofotometri yontemi kullanilmistir.

3.3.1. DIiF + KLO karisiminda DiF’in miktar tayini :

DIF + KLO karisimmin metanol - su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin 200 — 350
nm arasindaki 0. derece tiirevi yani orijinal absorbsiyon spektrumlart Sekil 3.6’da
goriilmektedir. Yaptigimiz calismalarda DIF’in bu karisimda miktar tayinini
yapabilmek i¢in DIF + KLO karisgimlarmin metanol - su (3:1) igerisindeki
spektrumlart KLO’iin ayn1 ¢dziicii icerisindeki spektrumlarina bilgisayar yardimiyla
boliinmiistiir. Boliicii olarak 4 pg/mL KLO’lin metanol - su (3:1) igerisindeki
spektrumu sec¢ilmistir. Elde edilen boliim spektrumlart Sekil 3.7°de goriilmektedir.
Daha sonra bu boliim spektrumlarimin 1., 2. ve 3. tiirev spektrumlar ¢izdirilmis ve
spektrumlar karsilastirildiginda, 1. tiirev spektrumunda daha belirgin ve diizgiin
pikler goriildigii i¢in ¢aligmalar 1. tlirev spektrumlarinda gerceklestirilmistir. Bu
nedenle Sekil 3.7°deki boliim spektrumlarinin 1. tiirev spektrumlari ¢izdirilmistir
(Sekil 3.8). Boliim spektrumlarini ¢izdirirken de cesitli dalga boylar1 denenmis ve
AL = 2 nm’de smoothing (diizleme) yapilarak en iyi spektrumun alindigi
bulunmustur. 1. tiirev spektrumunda DIF igin ii¢ adet minimum (238.1, 261.2 ve

276.9 nm) ve bir maksimum (229.9 nm) oldugu gézlenmistir (Sekil 3.8).

229.9 ve 238.1 nm’lerde oran spektrum 1. tiirev spektrumunda degisik miktarda
DIF igeren standart karisimlart igin analitik sinyaller 6lciilerek ve Cizelge 3.7°de
gosterilen regresyon esitlikleri kullanilarak yontemdeki geri kazanim degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 3.8). Buna gore ortalama % geri kazanim degerinin 238.1
nm i¢in % 99.86, % bagil standart sapma degerinin de % 1.98 oldugu ayni cizelgede
gozlenmektedir. Ortalama % geri kazanim degerinin 229.9 nm’de %92.40, % bagil

standart sapma degerinin de %16.19 oldugu goriilmiistiir.
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Yapilan calismalarda bu yontemle DIF + KLO karisimi igerisinde DIF’in
miktar tayini i¢in 0.88 — 3 pg/mL araliginda dogrusal olarak konsantrasyonla analitik
sinyaller arasinda bir bagint1 oldugu saptanmistir. Korelasyon katsayisinin bu 2 dalga
boyu i¢in hesaplanan regresyon esitligi i¢in 0.9972 — 0.9879 arasinda oldugu
bulunmustur (Cizelge 3.7) ki bu, konsantrasyon ile analitik sinyaller arasinda

dogrusal olarak i1yi bir bagintinin bulundugunu gostermektedir.

Yontemde DIF icgin tayin alt simr1 0.88 pg/mL (dogrusal araligin alt sinir1)
alimmigstir. Yakalama smirt ise 0.32 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yakalama sinir1
icin 3 SS/m esitliginden yararlanilmigtir (SS = Standart sapma, m = kalibrasyon

egrisinin egimi).
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Dalga boyu (nm)

Sekil 3.6. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 8.72 pg/mL KLO ve 0.88 pg/mL DIF, b)
8.72 ng/mL KLO ve 1.2 pg/mL DIF, ¢) 8.72 pg/mL KLO ve 3 pg/mL DIF

karisim ¢ozeltilerinin orijinal absorpsiyon spektrumlari.
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Dalga boyu (nm)

Sekil 3.7. Metanol - su (3 : 1) igerisinde a) 8.72 pg/mL KLO ve 0.88 pg/mL DIF, b)
8.72 pg/mL KLO ve 1.2 pg/mL DIF, c¢) 8.72 ug/mL KLO ve 3 pg/mL DIF
karisim ¢ozeltilerinin boliim spektrumlart (Boliicli metanol - su (3:1) igerisindeki 4
pg/mL KLO ¢ozeltisinin spektrumu (Smoothing AA = 2 nm, Scaling factor : 10)).

0304

| \J\/ '-.‘ ) |
v

20p.0 2500 Dalga boyu (nm) 3500

Absorbans

Sekil 3.8. Metanol - su (3 : 1) igerisinde a) 8.72 pg/mL KLO ve 0.88 pug/mL DIF, b)
8.72 ng/mL KLO ve 1.2 png/mL DIF, ¢) 8.72 pg/mL KLO ve 3 pg/mL DIF
karisim ¢ozeltilerinin 4 pg/mL. KLO’{in metanol - su (3:1) igerisindeki ¢dzeltisinin
spektrumuna boliimiinden sonraki 1. tiirev spektrumlart (AA = 2 nm, Scaling factor :
10).



Cizelge 3.7. KLO ve DiF'in 'DD (spektrum oranlar1 1. tiirev spektrofotometri) kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafikleri i¢in hesaplanan

istatistiksel sonugclar.
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. REGRESYON ESITLIKLERI KONSANTRASYON
BiLESENLER | A (nm) r ARALIGI

m (+ SH) n (= SH) (ng/ml)
DiF 229.9 6.7x 107+£2.77 x 10™ 8.25x 107+ 4.60 x 107 0.9879 0.88-3
DiF 238.1 -5.26x 107+ 1.59x 107 -339x 107+ 2.65x 10™ 0.9972 0.88 -3
KLO 203.2 9.05x 10%£4.70 x 10 1.58 x 10"+ 5.00 x 10™ 0.9961 1-11.2
KLO 211.5 -9.58x 102+ 3.40x 107 -235x10"'+3.00x 10 0.9975 1-11.2
KLO 2573 -5.54x 102+ 8.20x 107 -1.53x10"'+8.00x 107 0.9982 1-11.2
KLO 269.7 230x 107+ 5.90x 10™ -3.53x10%+5.90x 107 0.9925 1-11.2

m = egim. n = kesim. y = mx + n. r = korelasyon katsayis1. SH = standart hata




Cizelge 3.8. KLO ve DiF'in standart karigimlarmda 'DD (spektrum oranlari 1. tiirev spektrofotometri) yontemi ile elde edilen ortalamalo%?)geri kazanim

sonugclari.
KONULAN KLO DIiF
KARISIM - - -
NO KLO DiF GERI KAZANIM (%) GERI KAZANIM (%)
ng/ml ng/ml 203.2 nm 211.5 nm 257.3 nm 269.7 nm 229.9 nm 238.1 nm
1 8.72 0.88 93.01 97.08 91.49 101.80 119.57 98.27
2 8.72 0.92 91.62 97.08 89.22 102.01 93.28 97.30
3 8.72 1.00 90.22 94.45 86.94 102.32 90.29 102.58
4 8.72 1.20 93.01 97.08 91.49 101.36 100.12 98.00
5 8.72 1.80 93.01 97.08 91.49 99.87 94.11 97.66
6 8.72 2.00 95.79 98.39 91.49 104.84 104.10 101.31
7 8.72 2.80 91.62 94.45 91.49 99.87 99.41 103.40
8 8.72 3.00 101.37 103.67 102.88 98.39 100.75 99.22
9 1.00 1.00 129.28 122.13 120.94 101.65 55.97 99.13
10 2.00 1.00 148.41 96.03 90.25 100.65 60.45 97.28
11 4.00 1.00 96.41 93.95 99.73 98.15 70.89 102.09
12 8.80 1.00 100.45 102.73 101.93 99.09 94.78 102.01
13 9.00 1.00 98.22 99.16 99.67 102.08 94.78 99.18
14 9.48 1.00 95.81 97.78 98.82 98.94 100.75 99.63
15 9.88 1.00 98.08 98.47 98.84 99.83 85.82 99.99
16 10.40 1.00 102.50 102.48 101.53 102.73 85.82 98.14
17 10.52 1.00 100.20 100.12 100.38 100.97 94.78 101.56
18 10.80 1.00 103.23 101.87 101.45 101.78 100.75 101.86
19 11.00 1.00 99.15 98.98 97.80 100.91 100.75 101.17
20 11.20 1.00 101.72 99.26 101.37 99.82 100.75 97.43
< 101.16 99.61 97.46 100.90 92.40 99.86
=20 SS 13.83 5.97 7.54 1.64 14.96 1.98
% BSS 13.67 5.99 7.74 1.63 16.19 1.98

*GA +5.35 +2.31 +2.92 +0.63 +5.79 +0.77

* GA : Giiven Araligi (p = 0.05) (GA=x +¢x SS/n)
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3.3.2. DIF + KLO karnisiminda KLO’iin miktar tayini:

DIF + KLO karisimini metanol - su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin 200 — 350
nm arasindaki 0. derece tiirevi yani orijinal absorbsiyon spektrumlar1 Sekil 3.9°da
goriilmektedir. Yaptigimiz c¢aligmalarda KLO’tGn bu karisimda miktar tayinini
yapabilmek i¢in DIF + KLO karisimlarinin metanol - su (3:1) igerisindeki spektrumlari
DIF’ 1n aym ¢oziicii igerisindeki spektrumlarma boliinmiistiir. Béliicii olarak 9.6 pg/mL
DIF m metanol - su (3:1) igerisindeki spektrumu secilmistir. Elde edilen bdliim
spektrumlart Sekil 3.10°da goriilmektedir. Daha sonra bu bdliim spektrumlarinin 1., 2.
ve 3. tirev spektrumlart ¢izdirilmis ve spektrumlar karsilastirildiginda 1. tiirev
spektrumunda daha belirgin ve diizgiin pikler gorildiigii i¢in caligmalar 1. tlirev
spektrumlarinda gergeklestirilmistir. Bu nedenle Sekil 3.10’daki boliim spektrumlarinin
1. tiirev spektrumlar ¢izdirilmistir (Sekil 3.11). Bolim spektrumlarini ¢izdirirken de
cesitli dalga boylart denenmis ve AL = 2 nm’de smoothing (diizleme) yapilarak en iyi
spektrumun alindig1 bulunmustur. 1. tiirev spektrumunda KLO i¢in {i¢ tane maksimum
(203.2, 247.3 ve 269.7 nm) ve iki minimum (211.5 ve 257.3 nm) oldugu gézlenmistir
(Sekil 3.11).

203.2, 211.5, 257.3 ve 269.7 nm’lerde oran spektrumu 1. tiirev spektrumunda
degisik miktarda KLO iceren standart karisimlari i¢in analitik sinyaller olciilerek
yontemdeki geri kazanim degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3.8). Buna gore 203.2,
211.5, 257.3 ve 269.7 nm’lerdeki ortalama yiizde geri kazanim degerleri sirasiyla
%101.16, 99.61, 97.46, 100.9 ve % bagil standart sapma degerleri yine sirastyla %
13.67, 5.99, 7.74 ve 1.63 olarak bulunmustur.

Yapilan calismalarda bu yontemle DIF + KLO karisimi igerisinde KLO’iin
miktar tayini i¢in 1 — 11.2 pg/mL araliginda konsantrasyonla analitik sinyaller arasinda
dogrusal bir baginti oldugu saptanmistir. Bu dalga boylarinda yapilan ol¢timlerdeki
sonuglara gore hazirlanan regresyon esitlikleri Cizelge 3.7°de gosterilmistir. Korelasyon
katsayisinin bu 4 regresyon esitligi i¢in 0.9925 — 0.9982 arasinda oldugu bulunmustur
(Cizelge 3.7).
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Yontemde KLO i¢in tayin alt sinir1 1 pg/mL olarak alinmis, yakalama sinir ise
0.30 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yakalama st igin 3 SS/m esitliginden

yararlanilmistir (SS = 5 adet kore ait standart sapma, m = kalibrasyon egrisinin egimi)
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Sekil 3.9. Metanol - su (3:1) igerisinde a) 1 ug/mL DIF ve 4 ug/mL KLO, b) 1 pg/mL
DIF ve 8.8 ug/mL KLO, c¢) 1 pg/mL DIF ve 10.8 pg/mL KLO karisim ¢ozeltilerinin

orijinal absorpsiyon spektrumlari.
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Sekil 3.10. Metanol - su (3:1) igerisinde a) 1 ug/mL DIF ve 4 pg/mL KLO, b) 1 pg/mL
DIF ve 8.8 ug/mL KLO, c¢) 1 pg/mL DIF ve 10.8 pg/mL KLO karisim ¢ozeltilerinin
boliim spektrumlari (Boliicii metanol - su (3:1) igerisindeki 9.6 pg/mL DIF ¢6zeltisinin
spektrumu (Smoothing AL =2 nm, Scaling factor : 1)).
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Sekil 3.11. Metanol - su (3:1) igerisinde a) 1 ug/mL DIF ve 4 ug/mL KLO, b) 1 pg/mL
DIF ve 8.8 ug/mL KLO, c¢) 1 pg/mL DIF ve 10.8 pg/mL KLO karisim ¢ozeltilerinin
9.6 pg/mL DIF’mn metanol - su (3:1) ierisindeki ¢dzeltisinin spektrumuna béliimiinden
sonraki 1. tiirev spektrumlar1 (AL = 2 nm, Scaling factor : 1).
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3.3.3. ANOVA testi

DIF + KLO karisimlarmin metanol — su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin giin igi
absorbans degerleri okunarak (2’ser saat aralikla 5 kez) ve giinler aras1 degerleri (3 giin
boyunca) okunarak 'DD yontemi uygulanmis ve bunlarm sonucunda DiF + KLO
karisimlarinda hesaplanan DIF ve KLO miktarlart ANOVA testi ile karsilastirilmis ve
elde edilen sonucglar Cizelge 3.12°de gosterilmistir. Bu c¢izelge sonuglarima gore
hesaplanan F' degerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye gore cizelge degeri olan 3.35

degerinden kii¢lik oldugu gozlenmistir.
3.3.4.'DD yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasi
3.3.4.1. Secicilik

[cerisinde DIF ve KLO bulunan NERISONA-C ® krem ve IMPETEX ® krem
preparatlarina uygulamasinin yapilmasi i¢in de ¢aligmalar yapilmistir. Amacimiz etken
maddelerin miktarini tayin etmek oldugu igin dncelikle bu preparatlardaki yardimci
maddelerin ve krem bazinin yontemi etkilemediginin saptanmasi gerekir. Bu nedenle
krem preparatlarinin ¢dzeltilerine standart olarak DIF ve KLO ayr1 ayri ilave edilerek
miktar tayini yapilmis ve elde edilen sonuglara gdére yardimci maddelerin yontemi

etkilemedigi bulunmustur (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.9. Preparatlara etken madde ilave edildikten sonra 'DD (spektrum oranlari 1.

tiirev spektrofotometri) ile hesaplanan DIF ve KLO miktarlar1.

KONULAN BULUNAN GERI KAZANIM (%)
KARISIM
NO . .

sgmi | ugml | gmi | pgm | PF | KLO

1 0.10 1.00 0.10 0.99 100.10 99.90
2 0.10 1.00 0.09 1.00 99.90 100.10
3 0.20 2.00 0.19 1.99 99.80 99.80
4 0.20 2.00 0.20 1.99 100.20 99.90
5 0.30 3.00 0.30 3.00 100.10 100.10
6 0.30 3.00 0.29 3.00 99.90 100.20
7 0.40 4.00 0.39 4.00 98.70 100.10
8 0.40 4.00 0.39 3.99 99.80 99.90
9 0.50 5.00 0.50 5.01 100.20 100.10
10 0.50 5.00 0.51 4.99 100.10 99.80
x| 99.88 99.99

SS| 044 0.15

% BSS|  0.44 0.15
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3.3.4.2. Islem

Yardimci maddelerin etkisinin olmadig1 anlasildiktan sonra secilen 3 adet
NERISONA-C ® IMPETEX ® krem igeriginden ayri ayri 1 gr tartilmis ve 50 mL’lik
balonjojede metanol - su (3:1) igerisinde ¢Oziilmiistiir. 30 dakika karistirildiktan sonra
siispansiyon, Whatman No:42 kagidindan siiziilerek siiziintiiden 1.25 mL’lik kisim 25
mL’lik balonjoje igerisinde metanol — su (3:1) karisimi ile isaret ¢izgisine kadar
tamamlanmistir. Yontem bu c¢ozeltilere uygulandiktan sonra elde edilen sonuglar

Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.12°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.10. NERISONA-C ® preparatina 'DD (spektrum oranlari 1. tiirev
spektrofotometri) yontemi uygulandiginda DIF ve KLO igin elde edilen sonuglar (mg/1
g krem) (Preparatin iizerinde yazili olan miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg KLO/1 g krem).

DENEY NO KLO DIF
(mg) (mg)

1 10.32 1.26
2 10.10 1.03
3 10.67 0.95
4 10.53 1.03
5 10.10 1.27
6 9.84 1.19
7 10.10 1.03
8 10.32 0.95
9 10.25 1.10
10 9.84 1.12
X"~ 10.23 1.09

SS 0.29 0.13

%BSS 2.83 11.93

GA (p=0.05 iin) +0.21 +0.09
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Cizelge 3.11. IMPETEX ® preparatna 'DD (spektrum oranlari 1. tiirev
spektrofotometri) yontemi uygulandiginda DIF ve KL O ig¢in elde edilen sonuglar (mg/1
g krem) (Preparatin iizerinde yazili olan miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg KLO/1 g krem).

DENEY NO KLO DIF
(mg) (mg)

1 10.53 1.06

2 10.71 1.06

3 10.36 1.26

4 10.71 1.26

5 10.71 1.23

6 10.71 1.22

7 10.36 1.22

8 10.53 1.22

9 10.58 1.26

10 10.36 1.22
X~ 10.56 1.20

SS 0.15 0.08

%BSS 1.42 6.67
GA (p=0.05 icin) +0.11 +0.05
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3.3.5. ANOVA testi

DIF + KLO karisimlarmin metanol — su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin giin igi
absorbans degerleri okunarak (2’ser saat aralikla 5 kez) ve giinler aras1 degerleri (3 giin
boyunca) okunarak 'DD yontemi uygulanmis ve bunlarm sonucunda DiF + KLO
karigimlari igin 3 giin ayni saat araliklarinda karsilastirilarak bulunan miktarlar ANOVA
testi ile karsilagtirilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.12°de gosterilmistir. Bu
cizelge sonuglarina gore hesaplanan F degerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye gore
cizelge degeri olan 3.35 degerinden kiiciik oldugu gozlenmistir. 3 gilin igerisinde
'DD’nin hazirlanan ¢dzeltilere uygulanmasinda elde edilen sonuglarmn (p = 0.05 olarak)
birbirlerinden istatistiksel olarak anlamli farkinin bulunmadigi ve bu siire igerisinde

yontemin gegerli oldugu anlasilmaktadir. Bu ayn1 zamanda stabilitenin de gostergesidir.



Cizelge 3.12. Onerilen yontemler i¢in DiF + KLO karisimlarinda ANOVA testi sonuglari.
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DD PCR YBSK
Parametreler
KLO DiF KLO DIiF KLO DiF
Giinler aras 0.05 0.06 0.06 0.07 0.05 0.09
varyans
Giin ig1 0.16 0.20 0.19 0.20 0.16 0.29
varyans
F orani 3.20 3.32 3.18 2.74 321 3.28
Ortalama deger 4.01 1.17 4.17 3.60 41.80 63.80
(ng/mL)
Gtinler aras1 % BSS 0.05 0.12 0.07 0.13 0.08 0.16
Giin ici % BSS 0.04 0.09 0.02 0.08 0.03 0.09

Giinler aras1 ve giin i¢i sonuglar1 2 ve 27 serbestlik derecesinde hesaplanmistir. Bu serbestlik derecesinde ve %95 giiven aralifinda F orani

3.35°tir.




Dedektor cevabi
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3.4. YBSK iLE YAPILAN CALISMALAR

Yontemi optimize etmek icin yapilan calismalar sonucunda, en iyi ayrimin
ACE CI18 ters faz kolonu (250 mm x i.d. 4.6 mm, 5 pm) {lizerinde hareketli (mobil)
faz olarak metanol — fosfat tamponu (pH : 5.5; 0.1 M) (95:5 h/h) ve 20 uL enjeksiyon
hacmi kullanilarak 1 mL/dak akis hiz1 ile elde edildigi saptanmistir. DAD (Fotodiyot
dizisi) dedektérii kullanilarak dedeksiyon 220 nm’de yapilmustir. I¢ standart olarak
cesitli maddeler denemis ve en uygun piki veren efedrin hidrokloriir secilmistir.
Yontemde alikonma zamanlar1 (retention time) efedrin hidrokloriir (i¢ standart) i¢in
2.54 dakika, DIF icin 3.44 dakika ve KLO icin 4.46 dakika olarak bulunmustur
(Sekil 3.12).

DAD1 D, Sig=220,16 Ref=off (DILEK\DK000206.D)

3.444
6

400

0 J

T T T T T T
0 1 2 3 4 5 mil

Zaman (dak)

Sekil 3.12. a) Efedrin hidrokloriir (IS) (200 ug/mL)’iin, b) DIF (100 ug/mL)’ i ve c)
KLO (100 pg/mL)’in gelistirilen YBSK yontemindeki kromatograma.
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Miktar tayini islemlerinde kalibrasyon grafiklerinden yararlanilmistir. Bu
grafikler i¢in pik alanlar1 Sl¢giilmiis ve kromatogramda etken maddeler i¢in Slgiilen
pik alanlar i¢ standart icin dlgiilen pik alanlarina boliindiikten sonra elde edilen alan
oran1 degerleri konsantrasyona kars1 grafige gecirilmistir (N = 10). Boylece elde

edilen dogrusal kalibrasyon egrisinin denklemleri :
KLO igin;
y =0.6866x + 5.2983 (r=0.9975)
DIF icin;
y =0.1489x + 0.5142 (r = 0.9991) olarak bulunmustur.

(Burada x, pg/mL cinsinden konsantrasyonu, y ise pik alani madde/pik alani i¢

standart oranin1 gostermektedir.)

Yontemde calisma araliklart DIF igin 2.40 — 300.00 pg/mL. KLO igin ise
0.72 — 240.00 pg/mL oldugu saptanmistir. Yontemde KLO ve DIF igin tayin alt
smir1 strastyla 0.72 pg/mL ve 2.40 pg/mL olarak alinmis, yakalama siniri ise
sirastyla 0.22 pg/mL ve 0.76 pg/mL olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 3.13’da gosterilmistir. Tayin alt sinirt dogrusal araligin alt sinir1 olarak

alinmis, yakalama sinir1 ise 3 SS/m formiiliinden hesaplanmustir.
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Cizelge 3.13. Kromatografik kosullar optimize edildiginde KLO ve DIF icin elde

edilen dogrusal parametreler.

DIiF KLO
Dogrusal calisma arahig: 240 - 300 0.7 - 240
(ng/mL)
Egim 0.1489 0.6866
Kesisim 0.5142 5.2983
Korelasyon katsayisi 0.9991 0.9975
*YAS (pg/mL) 0.76 0.22
**TAS (ng/mL) 2.40 0.72

* YAS : Limit Of Detection (Yakalama alt sinir1)
** TAS : Limit Of Quantitation (Tayin alt sinir1)
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Yontemde sistem uygunluk testleri arastirilmis elde edilen sonuglar Cizelge

3.14° de gosterilmistir.

Standart c¢ozeltilerden hareketle hazirlanan sentetik karigimlara yontem
uygulandiginda elde edilen ortalama % geri kazanim ve bagil standart sapma
degerleri Cizelge 3.15’te gosterilmistir. Buna gore ortalama % geri kazanim ve %
bagil standart sapma degerleri sirastyla KLO igin %101.03 ve % 2.23, DIF icin
%100.21 ve %2.19 olarak bulunmustur (Cizelge 3.15).
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Cizelge 3.14. DIF ve KLO i¢in gelistiilen YBSK yonteminde sistem

uygunluk testi sonuglart.

Parametreler DIF KLO
Teorik tabaka sayisi 2109 3530
Kapasite faktorii 5.86 7.85
Secicilik faktorii 1.45 1.33
Ayirim giicii 4.51 4.97
Asimetri faktorii 0.96 0.95
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Cizelge 3.15. Sentetik karigimlara YBSK yontemi uygulandiginda elde edilen

ortalama % geri kazanim sonuglari.

KONULAN BULUNAN GERI KAZANIM (%)
KARISIM

wgim) | Goim) | (ugim | @gmy | OF KLO

1 66.00 1.00 64.05 0.98 97.04 98.00
2 150.00 4.32 153.89 4.44 102.59 102.85
3 240.00 20.40 248.31 20.95 103.46 102.74
4 300.00 64.80 296.79 66.07 98.93 101.97
5 40.00 148.80 39.73 153.93 99.32 103.46
6 100.00 200.00 99.96 199.36 99.96 99.68
7 3.00 240.00 3.01 236.40 100.16 98.50
X~ 100.21 101.03

SS 2.19 2.25

% BSS 2.19 2.23
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3.4.1. ANOVA testi

DIF + KLO karisimlari i¢in giin i¢i absorbans degerleri okunarak (2’ser saat
aralikla 5 kez) ve giinler aras1 degerleri okunarak kromatografik ydntemler
uygulanmis ve bunlarm sonucunda DIF + KLO karigimlari icin 3 giin ayni saat
araliklarinda karsilagtirilarak bulunan miktarlar ANOVA testi ile karsilastirilmis ve
elde edilen sonuglar Cizelge 3.12°de gosterilmistir. Bu ¢izelge sonuglarina gore
hesaplanan F' degerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye gore ¢izelge degeri olan
3.35 degeri incelendiginde, her iki etken maddenin miktarlarinda 3 giin igerisinde

onemli bir diigme gozlenmemistir.
3.4.2. YBSK yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasi
3.4.2.1. Secicilik

[cerisinde DIF ve KLO bulunan NERISONA-C ® krem ve IMPETEX ®
krem preparatlarina uygulamasinin yapilmasi i¢in de c¢alismalar yapilmistir.
Amacimiz etken maddelerin miktarin1 tayin etmek oldugu icin Oncelikle bu
preparatlardaki yardimci maddelerin ve krem bazinin yontemi etkilemediginin
saptanmast gerekir. Bu nedenle krem preparatlarinin ¢ozeltilerine standart olarak
DIF ve KLO ayr1 ayn ilave edilerek miktar tayini yapilmis ve elde edilen sonuglara
gore yardimc1 maddelerin yontemi etkilemedigi bulunmustur (Cizelge 3.16). Ayrica
optimize edilen sartlarda DIF, KLO ve i¢ standardin piklerini etkileyecek piklere
rastlanmamistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. (a) Krem preparati, (a) efedrin hidrokloriir (IS), b) DIF ve ¢) KLO (b) plasebo’nun kromatogramu.
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Cizelge3.16. Preparatlara etken madde ilave edildikten sonra YBSK yontemi ile

hesaplanan DIF ve KLO miktarlari.

KONULAN BULUNAN GERI KAZANIM (%)
KARISIM
NO . .

wgml | ugml | pgmi | pgmi | PIF | KLO
1 0.10 1.00 0.09 1.00 99.90 100.10
2 0.10 1.00 0.09 0.99 98.90 99.80
3 0.20 2.00 0.19 2.00 99.90 100.20
4 0.20 2.00 0.20 1.99 100.10 99.90
5 0.30 3.00 0.30 3.00 100.10 100.10
6 0.30 3.00 0.29 2.99 99.80 99.90
7 0.40 4.00 0.39 3.99 99.90 99.90
8 0.40 4.00 0.41 4.00 100.20 100.10
9 0.50 5.00 0.50 4.95 100.10 98.90
10 0.50 5.00 0.49 5.01 99.90 100.10
x| 99.88 99.90

SS| 037 0.37

%BSS|  0.37 0.37
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3.4.2.2. Islem

Yardimc1 maddelerin etkisinin olmadig1 anlagildiktan sonra segilen 3 adet
NERISONA-C ®ve IMPETEX ® krem igeriginden ayri ayr1 1’er gr tartilip 50 mL’lik
balonjojede metanol igerisinde ¢oziildii. 30 dakika karistirildiktan sonra ¢ozelti 0.45
um milipore filtreden 50 ml’lik balonjojeye siiziildii. Bu siiziintiiden alinan 12.5 mL
efedrin hidrokloriir’lin stok ¢ozeltisinden 2.5 mL ilave edildikten sonra 25 mL’lik
balonjojede ayni ¢éziicii ile 25 mL’ye tamamlandi. Béylece KLO, DIF ve efedrin
hidrokloriir (IS)’iin konsantrasyonlart sirasiyla 100 pg/mL, 100 pg/mL ve 200
pg/mL  olarak ayarlandi. Yontemin son ¢ozeltilere uygulanmasiyla elde edilen

sonuglar Cizelge 3.17 ve 3.18’de gdosterilmistir.
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Cizelge 3.17. NERISONA-C ® preparatina YBSK yéntemi uygulandiginda DiF ve
KLO icin elde edilen sonuglar (mg/1 g krem) ( Preparat iizerinde yazili olan

miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg KLO /1 g krem ).

DENEY NO (DmigF) l((nfg(;
1 0.95 10.04
2 0.96 10.00
3 0.96 9.93
4 0.95 10.06
5 0.96 10.10
6 0.96 10.06
7 0.96 10.05
8 0.97 10.07
9 0.96 10.06
10 0.96 10.05
X" 0.96 10.04
SS 0.01 0.05
%BSS 1.04 0.49
G.A.(p=0.05 icin) +£0.01 +£0.03




127

Cizelge 3.18. IMPETEX ® preparatina YBSK yéntemi uygulandiginda DIF ve KLO
i¢cin elde edilen sonuglar (mg/1 g krem) ( Preparat {lizerinde yazili olan miktarlar : 1

mg DIiF + 10 mg KLO / 1 g krem ).

DENEY NO oir kLo
1 1.14 11.02
2 1.16 10.86
3 1.12 10.96
4 1.09 11.04
5 1.06 10.88
6 1.09 10.96
7 1.12 11.02
8 1.16 10.86
9 1.06 10.88
10 1.06 10.86
X~ 1.11 10.93
SS 0.04 0.07
%BSS 3.60 0.64
G.A.(p=0.05 icin) +0.02 +0.04
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4. TARTISMA

4.1. DIF + KLO KARISIMININ ANALIiZI ICIN YAPILAN CALISMALAR

4.1.1. Kemometrik yontemlerin kullanilisi

Kemometrik yontemler aslinda analitik yontemler olmayip matematiksel ve
istatistiksel yontemlerdir. Yani her tiirlii analitik veri i¢in uygulanabilir. Biz
calismalarimizda, spektrofotometrik analizleri tez konumuz olarak sectigimiz ve ikili
karigimlara uygulamayr amacgladigimiz i¢in spektrumlarda okunan absorbans
degerleri bu kemometrik yontemlerle degerlendirilerek karisimdaki etken maddelerin
miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda CLS, ILS, PCR ve PLS-1
teknikleri paket programlar kullanilarak DIF + KLO karisiminda DIiF ve KLO’iin
miktar tayini i¢in uygulamaya c¢alisilmis ve 3.2.1 bolimiinde de belirtildigi gibi
yalnizca PCR yontemiyle tutarli sonuglar elde edilmis diger yontemlerde ise birbirini
tutmayan cok farkli sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle tartisma bdliimiinde

yalnizca PCR teknigi kullanilarak elde edilen sonuglar yorumlanacaktir.

4.1.1.1. Temel bilesen regresyonu (PCR) yontemi kullanilarak yapilan

calismalar

DIF + KLO karisiminda bu iki etken maddenin de ayn1 anda miktar tayini icin
temel bilesen regresyonu yontemi spektrofotometrik verilerin (absorbanslarin)
degerlendirilmesinde kullanilmistir. Yontemde bu iki maddenin karisimlarinin
metanol - su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin 200 - 350 nm’ler arasindaki orijinal
UV absorpsiyon spektrumlar1 kullanilmistir (Sekil 3.5). Sekil 3.5’te gortldiigi gibi
200 - 350 nm’ler arasinda her iki maddenin spektrumlar1 girisim yapmaktadir.
Dolayisiyla digerinin etkisi olmaksizin DIF veya KLO’iin yalmzca absorbans
degerlerini okuyarak bu karisimda segici olarak miktar tayinlerini gergeklestirmek
imkansizdir. Higbir ayirma islemi yapmaksizin DIiF ve KLO’{in ikili karisimlarinda
miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in spektral verilerin temel bilesen regresyonu
yontemiyle analizinden yararlanilmistir. Buna gore Sekil 3.5°teki spektrumun 230 -

348 nm’ler arasindaki boliimiiniin istenen amag i¢in yeterli oldugu yapilan analizler
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sonucunda bulunmustur. 230 — 348 nm dalga boylar arasindaki spektrumda hangi
dalga boylarinin se¢ilmesi gerektigi konusunda yapilan denemeler sonucunda 14 adet
karisim numunesi i¢in (kalibrasyon seti) (Cizelge 3.1) AL = 2 nm olarak 60 dalga
boyunda absorbans degerlerinin okunmasinin ve bu yodntemdeki hesaplamada
kullanilmasinin yeterli oldugu anlasilmistir. Sonra 3.2.2.1 boliimiinde anlatildigr gibi
okunan absorbans degerlerine gore hazirlanan matris ve konsantrasyon matrislerini
kullanarak once kalibrasyon matrisi ve katsayilar1 hesaplanmis daha sonra
bilinmeyen numune i¢in belirlenen dalga boylarinda yapilan dlgiimler, bu matris ve
katsayilar yardimiyla analiz edilerek bilinmeyen numunedeki bilesenlerin
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir (Cizelge 3.2). Bu hesaplamada 2.1.2.2.3 boliimiinde

gosterilen paket programlardan yararlanilmistir.

Yontemde 3.2.3.1 boliimiinde anlatildigr gibi standardize edilmis veriler

kullanildiginda daha iyi sonuglar elde edildigi saptanmustir.

Sekil 3.5’de 280 — 350 nm dalga boylari arasinda sanki DIiF’in hicbir
absorpsiyonu yokmus gibi goriinse de spektrofotometrede bu bolgede ¢ok kiigiik de
olsa absorbans degerleri okunmakta, dolayistyla DIF’1n girisimi olmaksizin KLO’iin

tayini yapilamamaktadir. Bu nedenle mutlaka karisim analizi yapilmalidir.

SEP ve SEC degerlerinin miimkiin oldugu kadar diisiik olmasi istenir. Cizelge
3.3’deki degerlere bakildiginda SEP ve SEC degerlerinin gercekten kiiciik oldugu

goriilmektedir.

Korelasyon katsayisi, konulan ile bulunan arasindaki korelasyonun ol¢iisiidiir.
Bu degerin 1’e yakin olmasi ¢caligmanin hassasiyetinin yliksek oldugunu ifade eder ki
Cizelge 3.3’deki verilere gore hesaplanan r degerlerinin 1’e ¢ok yakin olduklar

goriilmektedir.

PRESS degerleri ise her zaman minimum olmas1 beklenmeyen degerlerdir.
Buna ragmen PRESS degerlerinin ¢ok diisiik oldugu Cizelge 3.3’de goriilmektedir.

Bu sonu¢ SEP ve SEC i¢in elde edilen sonuglarla uyum gostermektedir.
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Hazirlanan standart karigimlara yontem uygulanarak ortalama % geri kazanim
degerleri ve % bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3.2). Cizelge
3.2°de goriildiigii gibi % geri kazanim degerleri DIF igin % 100.29, KLO igin %
100.05 olarak bulunmustur ki bu degerler yontemdeki dogrulugu gostermektedir.
Yontemdeki kesinligi gostermek i¢in ise % bagil standart sapma (%BSS) degerleri
hesaplanmis ve sirasiyla DIiF ve KLO igin % 1.48 ve % 0.64 olarak bulunmustur

(Cizelge 3.2). Bulunan degerler tatmin edici olarak degerlendirilmistir.

Yaptigimiz ¢alismalarda DIF + KLO karisiminda temel bilesen regresyonu
tekniginin spektrofotometriye uygulanmasi ile DIF ve KLO’iin miktarmin tayin
edilmesi yonteminde ¢alisma araligimin KLO igin 1.00 — 11.20 pug/mL. DIF igin
0.88 — 3.00 pg/mL oldugu saptanmistir. Bu ¢aligsma araliklar1 6rnek igin segilen krem

preparatindaki DIF ve KLO’{in aym anda miktar tayinine imkan vermektedir.

Yontemde tayin alt simr1 (TAS) KLO icin 1 pg/mL, DIF icin 0.88 pg/mL
olarak hesaplanmustir. Yakalama siirlar1 (YAS) ise KLO igin 0.30 pg/mL, DIF igin
ise 0.32 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar da yontemin oldukca duyarl
oldugunu gostermektedir. YAS degerlerinin hesaplanmasinda 3.2.2.1 boliimiinde
anlatildig1 gibi Ribone ve ark. (2001) tarafindan onerilen yontemden yararlanilarak

hesap yapilmustir.

DIF + KLO karisimlarmin metanol — su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin giin
ici absorbans degerleri okunarak (2’ser saat aralikla 5 kez) ve glinler arasi degerleri
(3 giin boyunca) okunarak PCR yontemleri uygulanmustir. Bunlarin sonucunda DiF
+ KLO kanisimlarinda hesaplanan DIF ve KLO miktarlari ANOVA testi ile
karsilagtirilmig ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.12°de gosterilmistir. Bu ¢izelge
sonuglarina gore hesaplanan F degerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye gore
cizelge degeri olan 3.35 degerinden kiiciik oldugu goézlenmistir. Elde edilen bu
sonuglar ile 3 giin i¢erisinde PCR yonteminin hazirlanan ¢ozeltilere uygulanmasinda
elde edilen sonuclarin (p = 0.05 olarak) birbirlerinden istatistiksel olarak anlamli
farkinin bulunmadigin1 ve dolayisiyla bu siire icerisinde yontemin gegerli oldugunu

gostermektedir. Bu ayn1 zamanda stabilitenin de gostergesidir.
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4.1.2. Spektrum oranlan tiirev spektrofotometri ile yapilan ¢aliymalar
4.1.2.1. DIF’1n miktar tayini

DIF + KLO karisiminda bu iki etken maddenin aym anda miktar tayini i¢in
spektrum oranlar1 tiirev spektrofotometrisi yontemi uygulanmistir. 3.3.1°de
anlatildig1 bigimde DIF’in miktar tayini i¢in bu karigimin metanol - su (3:1)
icerisindeki ¢dOzeltilerinin 200 — 350 nm arasindaki orijinal absorbsiyon
spektrumunun kullanilmasi ¢aligmalarimizda uygun bulunmustur (Sekil 3.6). Daha
sonra Sekil 3.6’daki spektrum, DIF’m miktar tayini i¢cin KLO’iin ayn1 ¢dziicii
icerisindeki standart ¢ozeltisinin spektrumuna bilgisayar yardimiyla bolinmiistiir
(Sekil 3.7). Boliicii olarak kullanilan standart KILO konsantrasyonu i¢in metanol - su
(3:1) igerisindeki 4 pg/mL ¢ozeltisinin bu c¢alismada uygun oldugu gozlenmistir.
Elde edilen spektrumun 1. derece tiirevleri ¢izdirilmistir (Sekil 3.8). 1. derece tlirev
spektrumunda (Sekil 3.8) konsantrasyonla orantili ve dalga boyu kaymayan
minimum ve maksimumlar goriilmiistiir. Bu minimum ve maksimumlar igerisinde
238.1 nm’deki minimum ile 229.9 nm’deki maksimum dalga boylarinda 6Sl¢iilen
analitik sinyallerden yararlanilarak miktar tayininin yapilabilecegi kanisina
vartlmigtir. Elde edilen boliim spektrumunun daha iyi olabilmesi i¢in yapilan
calismalarda AA = 2 nm olarak smoothing (diizleme) yapilmasinin uygun oldugu
saptanmigtir. 1. tlirev spektrumunda (Sekil 3.8) 229.9 ve 238.1 nm’lerde OSlgiilen
analitik sinyaller konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek regresyon analizleri
yapilmistir. Elde edilen regresyon esitlikleri yardimiyla (Cizelge 3.7) sentetik olarak
hazirlanan DIF + KLO’iin standart karigimlarindaki DIF’in miktar1 hesaplanarak
ortalama % geri kazanim degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3.8). Cizelge 3.8’de
goriildiigii gibi, 238.1 nm’de calisildiginda elde edilen ortalama % geri kazanim
degerinin % 99.86 oldugu goriilmektedir. Ayrica yontemdeki % bagil standart sapma
degerleri de hesaplanmis ve 238.1 nm’de ¢alisildiginda bu degerlerin % 1.98 oldugu
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar yontemin dogrulugunun ve kesinliginin tatmin

edici oldugunu gostermektedir.

Bu karisimda DIF’1in miktar tayininin yapilabilmesi i¢in 238.1 nm secilmistir.

Bu dalga boyu % bagil standart sapmanin en diisiik olmasi nedeniyle se¢ilmistir (%
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1.98) (Cizelge 3.8). Bu dalga boyundaki ortalama % geri kazanim degerinin % 99.86
olmasi da ayrica tatmin edicidir. Yaptigimiz ¢alismalarda DIiF + KLO karisiminda
spektrum oranlar1 1. tiirev spektrofotometri ile DIF’m miktarmin tayin edilmesi

yonteminde ¢aligma araliginin DIF igin 0.88 — 3.00 pg/mL oldugu saptanmustir.

Yontemde DIF igin tayin alt smir1 (TAS) 0.88 pg/mL olarak alinmus,
yakalama sinir1 (YAS) ise 0.32 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar yontemin
oldukg¢a duyarli oldugunu ifade etmektedir. DIF icin bulunan tayin alt smir1 PCR

yontemiyle elde edilen ile aynidir.

4.1.2.2.KLO’iin miktar tayini

DIF + KLO karisiminda bu iki etken maddenin de ayn1 anda miktar tayini i¢in
spektrum oranlar1 tiirev spektrofotometrisi yontemi uygulanmistir. 3.3.2°de
anlatildigr bicimde KLO’iin miktar tayini i¢in, bu karigimimn metanol - su (3:1)
icerisindeki ¢ozeltilerinin 200 — 350 nm arasindaki orijinal absorbsiyon
spektrumunun kullanilmasi ¢aligmalarimizda uygun bulunmustur (Sekil 3.9). Daha
sonra Sekil 3.9’daki spektrum, KLO’iin miktar tayini icin DIF’m aym ¢oziicii
icerisindeki standart ¢ozeltisinin spektrumuna bilgisayar yardimiyla bolinmiistiir
(Sekil 3.10). Béliicii olarak kullanilan standart DIF konsantrasyonu i¢in metanol - su
(3:1) icerisindeki 9.6 pg/mL ¢ozeltisinin bu ¢alismada uygun oldugu gézlenmistir.
Elde edilen spektrumun 1. derece tiirevleri ¢izdirilmistir (Sekil 3.11). Bu spektrumda
(Sekil 3.11) konsantrasyonla orantili minimum ve maksimumlar goriilmiistiir. Bu
minimum ve maksimumlar igerisinde 211.5 ve 257.3 nm’lerdeki minimumlar ile
203.2 nm ve 269.7 nm’lerdeki maksimum dalga boylarinda o6lgiilen analitik
sinyallerden yararlanilarak miktar tayininin yapilabilecegi kanisina varilmistir. Elde
edilen bolim spektrumunun daha iyi olabilmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda AL =2 nm
olarak smoothing (diizleme) yapilmasinin uygun oldugu saptanmustir. 1. tiirev
spektrumunun daha iyi elde edilebilmesi icin yapilan ¢aligmalarda ise AL = 2 nm
olmasimin uygun oldugu gozlenmistir. 1. tiirev spektrumunda (Sekil 3.11) 203.2,
211.5, 257.3 ve 269.7 nm’lerde Olgiilen analitik sinyaller konsantrasyona karsi

grafige gecirilerek regresyon analizleri yapilmistir. Elde edilen regresyon esitlikleri
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yardimiyla (Cizelge 3.7) tarafimizdan hazirlanan DIF + KLO standart
karisimlarindaki KLO miktar1 hesaplanarak ortalama % geri kazanim degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 3.8). Cizelge 3.8’de goriildiigli gibi sayilan dalga boylarinda
calisildiginda elde edilen ortalama % geri kazanim degerleri % 97.46 — 101.16
arasinda degismektedir. Ayrica yontemdeki % bagil standart sapma degerleri de
hesaplanmis ve yine sayilan dalga boylarinda calisildiginda bu degerlerin % 1.63 —

13.67 arasinda degistigi gézlenmistir.

Bu karisimda KLO’iin miktar tayininin yapilabilmesi i¢in 269.7 nm’de
calismanin daha uygun olacagi kanisina varilmistir. Ciinkii bu dalga boyunda
calisildiginda elde edilen standart sapma degeri en diisiiktlir (1.64) (Cizelge 3.8).
Belirlenen dalga boyundaki ortalama % geri kazanim degerinin % 100.90 olmas: da
ayrica tatmin edicidir. Diger yontemlerle kiyaslandiginda KLO i¢in en diisik %
bagil standart sapma degerinin bu yontemde 269.7 nm’deki 6l¢iimler kullanildiginda

elde edildigi anlagilmistir (% 1.63) (Cizelge 3.8 ve Cizelge 4.1).

Yaptigimiz calismalarda DIF + KLO karigiminda spektrum oranlari 1. tiirev
spektrofotometri ile KLO’iin miktarinin tayin edilmesi yonteminde ¢alisma

araliginin 1.00 — 11.20 pg/mL oldugu saptanmustir.

Yontemde KLO i¢in tayin alt siir1 (TAS) 1.0 pg/mL olarak alinmis,
yakalama sinir1 (YAS) ise 0.30 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar yontemin
olduk¢a duyarli oldugunu ifade etmektedir. KLLO i¢in bulunan tayin alt sinir1t PCR

yontemiyle elde edilen ile aynidir.
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Cizelge 4.1. Sentetik karigimlara gelistirilen yontemler uygulandiginda elde edilen ortalama % geri kazanim ve bagil standart

sapma degerleri.

PCR 5)))) YBSK
n=3_§ =20 n=11
KLO DiF KLO DiF KLO DiF
Ortalama % geri 100.05 100.29 100.90 99.86 101.03 100.21
kazanim (£SS) (£ 0.64) (£ 1.48) (£ 1.64) (£ 1.98) (£2.25) (£2.19)
% BSS 0.64 1.48 1.63 1.98 2.23 2.19

SS = standart sapma
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4.1.3.YBSK ile yapilan ¢alismalar

Yontemi optimize etmek i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda; en iyi ayrimin ACE
C18 ters faz kolonu (250 mm x i.d. 4.6 mm. 5 um) lizerinde hareketli (mobil) faz olarak
metanol — fosfat tamponu (pH:5.5, 0.1 M) (95:5) ve 20 pL enjeksiyon hacmi
kullanilarak 1 mL/dak akis hizi ile elde edildigi saptanmistir. DAD dedektori
kullanilarak dedeksiyon 220 nm’de yapilmustir. I¢ standart olarak cesitli maddeler
denenmis ve en uygun piki veren efedrin hidrokloriir secilmistir. Yontemde alikonma
zamanlar1 (retention time) efedrin hidrokloriir (IS) igin 2.54 dakika, DIF icin 3.44
dakika ve KLO i¢in 4.46 dakika olarak bulunmustur (Sekil 3.12).

Yontemdeki galisma arahiginin DIF icin 2.40 — 300.00 png/mL KLO igin 0.72 —
240.00 pg/mL oldugu saptanmistir.

Yontemin validasyonu konusunda yapilan calismalarda; ortalama % geri
kazamim degerleri DIF icin %100.21, KLO i¢in % 101.03, % bagil standart sapma
degerleri ise sirastyla DIF ve KLO igin % 2.19 ve % 2.23 olarak bulunmustur. Bu

degerler yontemin dogrulugu ve kesinligi a¢isindan tatmin edicidir.

4.2. Yontemlerin farmasotik preparatlara uygulanmasi

DIF + KLO karisiminda her iki etken maddenin de miktar tayini icin gelistirilen
'DD, spektrofotometrik verilerin  kemometrik tekniklerle islenmesi ve YBSK
yontemlerinin bu iki etken maddeyi igeren farmasotik preparatlara uygulanabilirligi

arastirilmastir:

Bilindigi gibi farmasotik preparatlarin igerisinde etken maddelerin yaninda cesitli
yardimc1 maddeler de bulunmaktadir. Bizim se¢mis oldugumuz preparatlardaki krem
bazinin yontemi etkileyip etkilemediginin Oncelikle saptanmasi gerekir. Bunu
yapabilmek icin DIiF + KLO karisimini iceren NERISONA-C ® krem ve IMPETEX
krem igerisindeki DIF ve KLO’iin miktar1 onerilen tiim yontemlerle tayin edilmistir.
Sonra tayin isleminde kullamlan preparata bilinen miktarda ayr1 ayri DIF ve KLO

katilmis ve sonra bu miktarlar tayinde kullanilan ¢oziiciilerdeki ¢ozeltileri seyreltilerek
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her iki maddenin de yontemdeki ¢aligma araliklarina getirildikten sonra miktarlar1 tayin
edilmistir. Hem standart ilavesinden énce hem de sonra tayin edilen DIF ve KLO’iin
miktarlarinin arasinda fark olmadigi saptanmistir. Bdylece bu krem preparatlarindaki
yardimc1 maddelerin yontemi etkilemedigi sonucuna varilmistir. Dolayisiyla 3.2.5, 3.3.4
ve 3.4.2 bolimlerinde anlatildigi sekilde yontemler NERISONA-C © krem ve
IMPETEX ® krem preparatlarina uygulanmis ve calisilan seriler i¢in bulunan DIF ve

KLO’lin miktar tayini sonuclar1 Cizelge 3.4, 3.10 ve 3.16’da gosterilmistir.
Gelistirilen yontemlerin seg¢ilen farmasotik preparata uygulanmasi konusunda ise :

Herseyden once krem preparatlari ile ¢alismak tablet, kapsiil veya damla gibi
preparatlarda oldugundan daha zahmetli ve zor c¢alismalardir. Cogu zaman bu tiir
preparatlardaki krem bazi nedeniyle fazla miktarda girisim s6z konusu olur ve bir
ekstraksiyon islemi gerekir ki bu islem hem zaman alict hem pahali hem de duyarligi
diisiiriicii islemlerdir. Bu nedenle bu tez kapsami igerisinde gelistirilen yontemler
segilen krem preparatlar1 icerisinde hicbir ayrim yapmaksizin DIF ve KLO’{in aym
anda miktar tayinlerine olanak saglamaktadir. Dikkati ceken NERISONA C ® krem ve
IMPETEX ® krem’de 'DD yontemiyle bulunan DiF ve KLO miktarlarinm preparatin
tizerinde belirtilenden oldukca yiiksek olmasidir (Cizelge 4.2 ve 4.3).

Tiim yontemlerde bu farmasétik preparatlar icerisindeki DIF ve KLO igin
bulunan degerlerin ortalama miktarlari, birbirleriyle student’s ¢ testi yardimi ile
karsilagtirilmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3) ve hesaplanan degerin p = 0.05 i¢in
cizelge degerinden (bu galisma icin 2.26°dir) kiigiik olmas1 nedeniyle NERISONA C ®
krem ve IMPETEX ® krem’e uygulanan yontemlerde, DIF ve KLO icin bulunan

sonuclarin arasinda anlamli bir farkin olmadig1 anlagilmistir.
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Cizelge 4.2. NERISONA-C ® preparatina gelistirilen yéntemler uygulandiginda DIF ve KLO icin elde edilen sonuclar (mg/ 1 g krem)

( Preparat iizerinde yazili olan miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg KLO / 1 g krem ).

KLO DIiF
Kullanilan Yontemler
x +8SS hesaplanan ¢ degerleri x +8SS hesaplanan 7 degerleri
DD 10.23 +£0.29 1.09+£0.13
YBSK - 'DD =2.07 YBSK - 'DD =1.26
YBSK - PCR =0.06 YBSK - PCR =0.35
1 1
DD -PCR=2.14 DD -PCR=1.13
PCR 10.06 £ 0.04 0.96 +0.01
YBSK 10.04 = 0.05 0.96 +0.01

Gozlenen sonuglar 3 yontem icin 10 adet deneyin ortalama sonuclaridir.

p =0.05 i¢in Cizelge degeri t = 2.26
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Cizelge 4.3. IMPETEX ® preparatina gelistirilen yontemler uygulandiginda DIiF ve KLO icin elde edilen sonuglar (mg/ 1 gram krem)
( Preparat iizerinde yazili olan miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg KLO / 1 g krem).

KLO DIiF
Kullanilan Yontemler
x +SS hesaplanan t degerleri x +SS hesaplanan t degerleri
DD 10.56 £ 0.15 1.20 + 0.08
YBSK - 'DD =0.78 YBSK - 'DD =1.86
YBSK -PCR=0.12 YBSK - PCR =0.52
PCR 11.11£0.13 | DD-PCR=0.67 1.14 +0.04 | DD-PCR= 201
YBSK 10.93 + 0.07 1.11+£ 0.04

Gozlenen sonuglar 3 yontem i¢in 10 adet deneyin ortalama sonuglaridir.

p = 0.05 i¢in Cizelge degeri t = 2.26
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4.3. Gelistirilen yontemlerin birbirleriyle karsilastirilmalar:

Yaptigimiz literatiir taramasma gore bu ikili karisim i¢in hicbir analitik
yontemle elde edilen verilere kemometrik teknikleri uygulayarak, YBSK ve 'DD ile
veya baska bir yontemle bu karisimlarda ve bu karisimlari igeren preparatlarda DIF
ve KLO’lin ayni anda miktar tayinlerinin yapildigi bir ¢caligmaya rastlanmamustir.
Dolayisiyla yapilan calismalar tamamen orijinaldir. Bu nedenle de gelistirilen
yontemler ne bir bagka literatlirdeki yontemle ne de bir farmakope yoOntemiyle
karsilagtirillamamigtir. Ancak kendi aralarinda karsilagtirilmiglardir. Buna gore;
spektrofotometrik verilere kemometrik yontem (PCR) uygulayarak gelistirdigimiz
miktar tayini islemlerinde orijinal (0. derece) spektrumlarin kullanilabilmesi bir
avantaj olurken hesaplamalarin yapilmasi i¢in mutlaka bilgisayarda matematik
programlarinin kullanilmasinin gerekliligi bir dezavantaj olarak ortaya ¢ikmaktadir.
'DD yontemi ise uzun bilgisayar islemlerini gerektirmekte ama olduk¢a duyarh
sonuglar vermektedir. DIF ve KLO karisiminda DIiF ve KLO’iin miktar tayini i¢in
PCR ve 'DD yéntemiyle elde edilen sonuglar uyumludur ve her iki yontemde de
higbir ayirma islemi gerekmeksizin bu karisimda DIF ve KLO’i{in ayni anda miktar
tayinleri yapilabilmektedir. YBSK yonteminde ise PCR ve 'DD yontemleriyle elde
edilenlere gore DIF icin daha yiiksek, KLO i¢in daha diisiik tayin alt smr
gorlilmiistiir. Ama yontemde her iki etken maddenin tayini i¢in ¢alisma araliklari
PCR ve 'DD yontemindekine gére daha genis bulunmustur (Cizelge 4.1). Ayrica
YBSK bir ayirma teknigidir ve hem uzun islemler gerektirmektedir hem de
kullanilan ¢oziiciiler nedeniyle oldukga pahali bir yontemdir. Buna karsilik optimize
edilmis sartlarda yaklasik 5 dakika icerisinde sonug¢ alinmasi, girisim yapan diger
maddelerden ayirim yapildiktan sonra etken maddelerin tayinlerinin yapilmasi ve bu
nedenle spesifik olmasi bir avantajdir. YBSK’de % bagil standart sapma degerleri
digerlerine gore c¢ok az da olsa yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.1). Secilen
preparatlara bu iic yontem uygulandiginda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
karsilagtirildiklarinda aralarinda anlamli bir farkin olmadigi yani elde edilen

sonuclarin giiven aralig1 igerisinde birbirleri ile uyumlu oldugu anlagilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsamu igerisinde DIF ve KLO igeren karisimlarda DIF ve KLO{in ayn1
anda miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in 3 degisik yontem gelistirilmistir. Bunlar;
spektrofotometrik verilere temel bilesen regresyonu (PCR) tekniginin uygulanmasi,
spektrum oranlar1 1. tiirev spektrofotometri (‘'DD) ve yiiksek basmngli sivi
kromatografisi (YBSK)’dir. PCR yonteminde; standart c¢ozeltiler kullanilarak
hazirlanan kalibrasyon matrisleri yardimiyla 230 — 348 nm’ler arasinda AA = 2 nm
olarak okunan absorbanslarin degerlendirilmesi ile karisimdaki DIF ve KLO’iin ayn1
anda miktar: tayini gergeklestirilmistir. 'DD yonteminde; DIiF ve KLO’iin metanol —
su (3:1) ¢ozeltisi icerisindeki karisim ¢ozeltilerinin spektrumlar ayr1 ayri DIF ve
KLQ’iin standart ¢ozeltilerinin spektrumlarina boliindiikten sonra ¢izdirilen 1. tiirev
spektrumlarindaki maksimum ve minimum dalga boylarinda okunan analitik
sinyallere gore hazirlanan kalibrasyon grafikleri yardimiyla, karisimdaki DIiF ve
KLO’lin ayn1 anda miktar1 tayini gerceklestirilmistir. YBSK’de ise; ACE C18 kolonu
tizerinde metanol — fosfat tamponu (pH : 5.5, 0.1 M) (95:5 h/h) mobil fazi
kullanilarak, 220 nm’de dedeksiyon ile elde edilen kromatogramlardaki pik
alanlarinin, i¢ standart olarak secilen efedrin hidrokloriir’iin pik alanlarina boliinmesi
ile elde edilen degerlerin, konsantrasyona karsi grafige gecirilmesi ile hazirlanan
kalibrasyon egrileri yardimiyla, karisimdaki DIiF ve KLO’iin ayn1 anda miktar tayini
gerceklestirilmistir. Sayilan ti¢ yontem de optimize edildikten sonra yontem gegerlilik
testleri yapilmistir. Sonra bu {i¢ yontemin Tiirkiye ilag piyasasinda bulunan iki adet
krem preparatina uygulamasi i¢in optimum sartlar belirlenmis ve hicbir ayirma islemi
gerekmeden preparatin igerisinde bulunan DIF ve KLO’iin ayn1 anda miktar1 tayini
gergeklestirilmistir. Boylece tez calismalarimiza baslarken belirlenen amaca

ulasilmustir.
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OZET

Diflukortolon valerat ve Kklorkinaldol’iin farmasotik preparatlarda

spektrofotometrik yontemlerle aym anda miktar tayinleri

Bu tez kapsaminda; diflukortolon valerat (DIF) ve klorkinaldol (KLO) igeren
bir karisimda her iki maddenin ayni anda miktar tayininin yapilabilmesi i¢in yeni
yontemler  gelistirilmesi  amaciyla  ¢aligmalar  yapilmistir.  Calismalarda
spektrofotometrik analizler temel alinmis ve bu amagla spektrum oranlari 1. tiirev
spektrofotometri (‘'DD) ve spektrofotometrik verilerin temel bilesen regresyonu
(PCR) yéntemiyle analizi kullanilmistir. 'DD yénteminde; DIF + KLO karisiminin
metanol — su (3:1) igerisindeki ¢oOzeltilerinin 200 — 350 nm arasindaki
spektrumlarinin sirastyla yine metanol — su (3:1) igerisindeki DIF’n 9.6 pg/mL ve
KLO’lin 4 pg/mL ¢6zeltilerinin spektrumlar1 boliicii olarak kullanilarak elde edilen
oran spektrumlarinin 1. tiirevinde, DIF i¢in 238.1 nm’ de, KLO igin ise 269.7 nm’de
analitik sinyaller okunmustur (AL = 2 nm). PCR yonteminde ise; her iki etken
maddenin karigimlarinin metanol — su (3:1) igerisindeki c¢ozeltilerinin orijinal
spektrumunlarinin (0. derece) 230 - 348 nm’ler arasindaki bolgede AA =2 nm olarak
60 adet dalga boyundaki absorbanslar1 okunmus ve PCR ile analizleri yapilmistir.
Yontemlerdeki ortalama % geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri
sirasiyla DIF igin; 'DD’de % 99.86 ve % 1.98, PCR’de % 100.29 ve % 1.48, KLO
icin; 'DD’de % 100.90 ve % 1.64, PCR’de % 100.05 ve % 0.64 olarak bulunmustur.
Yéontemlerdeki ¢alisma araliklarnm 'DD ve PCR’de ayni olarak DIF icin 0.88 —
3.00 pg/mL, KLO i¢in 1.00 — 11.20 pg/mL oldugu saptanmistir. Gelistirilen bu iki
spektrofotometrik yontem Tiirkiye ilag piyasasinda bulunan iki adet krem
preparatina basariyla uygulanmistir. Ayrica yeni bir YBSK yontemi gelistirilmistir
ki yontemde kolon olarak ACE C18 ters faz kolonu, mobil faz olarak metanol —
fosfat tamponu (pH: 5.5, 0.1 M) (95:5 h/h) kullanilmis ve dedeksiyon 220 nm’de
yapilmistir. I¢ standart olarak efedrin hidrokloriir se¢ilmistir. Yontemde alikonma
zamanlar efedrin hidrokloriir i¢in 2.54 dakika, DIF icin 3.44 dakika ve KLO icin
4.46 dakikadir. Yontemdeki ortalama % geri kazanim ve % bagil standart sapma

degerleri sirastyla DIF icin % 100.21 ve % 2.19, KLO igin % 101.03 ve % 2.23
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olarak bulunmustur. Yéntemdeki ¢alisma araligimin DIF igin 2.40 — 300.00 pg/mL
KLO i¢in 0.72 — 240.00 pg/mL oldugu saptanmistir. Gelistirilen YBSK yontemi de
ayn1 preparatlara uygulanmis ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak birbirleriyle
karsilagtirilmistir. Sonug olarak gelistirilen 3 yontemin de bu etken maddeleri igeren

krem preparatlarinin rutin analizlerinde kullanilabilecegi anlagilmistir.

Anahtar kelimeler: Klorkinaldol; Diflukortolon valerat; Sivi kromatografi; Temel

bilesen regresyonu; Farmasotik preparat; Spektrum oranlar tiirev spektrofotometri.
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SUMMARY

Simultaneous spectrophotometric determination of diflucortolone valerate and

chlorquinaldol in pharmaceutical preparations

In this thesis; our aim was to develop new methods for the simultaneous
determination of diflucortolone valerate (DIF) and chlorquinaldol (KLO) in their
binary mixtures. For this reason we selected the spectrophotometric methods and
ratio spectra first derivative spectrophotometry (‘DD) and Principle Component
Regression (PCR) technique were used for this purpose. In 'DD; analytical signals
were measured at 238.1 nm for DIiF and at 269.7 nm for KLO in the first derivative
spectra of the ratio spectra obtained by dividing the UV spectra of the mixture of
DIF + KLO in methanol-water (3:1) in the range 200-350 nm (A = 2 nm) using the
spectra of 9.6 pug/mL solution of DIF in methanol-water (3:1) and 4.0 pug/mL
solution of KLLO in methanol-water (3:1) as divisor. In PCR technique; Absorbances
of the mixture solutions of DIF and KLO in methanol-water (3:1) were measured at
60 wavelengths in the range 230-340 nm as AA = 2 and their analysis were made by
PCR method. Mean recoveries and the standard deviations of the methods were
found as % 99.86 and % 1.98 in 'DD and % 100.29 and % 1.48 in PCR method for
DIF and, % 100.29 and % 1.64 in 'DD and % 100.05 and % 0.64 in PCR method
for KLO, respectively. Working range were found as 0.88 — 3.00 pg/mL for DIF
and 1.00 — 11.20 pg/mL for KLO in 'DD and in PCR method. Developed
spectrophotometric methods were successfully applied to cream formulations
marketed in Turkey. In addition we developed a HPLC method in which ACE C18
reverse phase column and methanol — phosphate buffer (pH : 5.5, 0.1 M) (95:5 v/v)
mobil phase was used and 220 nm was selected for detection. Ephedrine
hydrochloride was used as internal standard. Retention times were 2.54 min. for
ephedrine hydrochloride, 3.44 min. for DIF and 4.46 min. for KLO. In HPLC
method, working range was found as 2.40 — 300.00 pg/mL for DIF and 0.72 —
240.00 pg/mL for KLO. HPLC method was also applied to the same selected

formulations and the results were compared with each other statistically. It was
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concluded that these three methods developed could be used for the routine analysis

of the cream formulations containing these drugs.

Keywords: Chlorquinaldol; Diflucortolone valerate; Liquid chromatographys;
Principal component regression; Pharmaceutical preparation; Ratio spectra

derivative spectrophotometry.
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