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OZET

Erdostein Etkin Maddesinin HPLC ile Farmasotik Preparatlarda Miktar Tayini
ve Atik Sulardan Kitosan/PVA ile Giderilmesi

Amag: Bu c¢aligmada, erdostein standart calisma ¢ozeltilerinde ve kapsiillerde
miktar tayini icin HPLC yontemlerinin gelistirilmesi amaglanmistir. Ayrica atik sulardaki
erdostein’in giderimi i¢in kitosan/pva adsorbentleri kullanilarak zamana bagli olarak
adsorplanma miktarlari, gelistirilen HPLC y6ntemi ile belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Bu calismada gelistirilen HPLC yonteminde C18
(Zorbax;150 x 4.6 mm, 5 um) kolonu, metanol-su (0.01 M Asetik asit)(65:35, V:V)’dan
olusan hareketli faz, 0.4 mL /dk akis hizi, 235 nm dalga boyu ve 5 pL enjeksiyon
hacminden olusan c¢alisma parametreleri kullanildi. Bu parametreler belirlenirken
oncelikle literatiirdeki veriler incelendi ve bdylelikle en uygun parametreler tayin edildi.
Yonteminin 0.1-25 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu belirlendi. Stok ¢ozeltiden
0.1,0.5, 1,5, 10 ve 25 pg/mL derisimlerinde bir seri standart erdostein ¢ozeltisi hazirlandi
ve HPLC’de kromatogramlar1 alindi. Atik sulardan erdostein giderimi igin adsorbent
olarak kitosan/pva kullanildi. Buna gore adsorpsiyon islemi zaman bagl olarak 5, 10, 20,
40 ve 80 dk gerceklestirildi. Sonrasinda elde edilen c¢ozeltilerde ki erdostein miktar
HPLC ile belirlendi.

Bulgular: Her bir ¢ozeltinin derisimine karsi erdostein pik alanini grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon egrisinin regrasyon analizinden,
regrasyon dogrusunun denklemi y = 14.33x + 0.6505; erdostein etkin maddesi i¢in
korelasyon katsayisi (r) 0,9997 olarak belirlendi. Yontemin LOD degeri 0.03 ve LOQ
degeri 0.01 olarak belirlenmistir. Giin i¢i dogruluk ve kesinlik ¢aligmalarinda %BH ve
%BSS sirastyla % 6.5 ve %0.387 oldugu belirlendi. Gegerlilik testleri yapilan yontemin
erdostein igeren Erdostin kapsiil uygulamas ile geri kazanim degerleri %99.8 oldugu
bulunmustur. Adsorpsiyon isleminde ise 5-80 dk’larinda sirasiyla 5.67, 11.47, 32.22,
76.25 ve 76.8 yiizde erdostein giderimi saglanmistir. Buna gore 80 dk sonunda 76.8 ile
en yliksek adsorplanma yiizdesine ulasilmistir.

Sonu¢: HPLC ile gergeklestirilen calismalarda erdostein etkin maddesinin
farmasotik preparatlarda miktar tayini basarili bir sekilde yapildi ve bu yontemler
gelistirilip gegerlilik testleri yapildi. Hassas, duyarli, secici, dogru ve kesin oldugu
validasyon c¢aligmalariyla gosterildiginden dolayr yontemlerin farmasotik preparatlarda
kalite kontrol amacgli caligmalarda basariyla uygulanabilir oldugu sonucuna varildi.
Ayrica bu yontemin adsorpsiyon sonrast miktar tayinin de kullanilabildigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Adsorpsiyon, Erdostein, farmasétik preparat, HPLC
Kitosan/PVA



ABSTRACT

Quantity Determination of Erdostein Active Ingredient in Pharmaceutical
Preparations with HPLC and Removal from Wastewater with Chitosan/PVA

Aim: In this study, it was aimed to develop HPLC methods for the determination
of erdosteine in standard working solutions and tablets. In addition, it was aimed to
determine adsorption rates depending on time by using chitosan/pva adsorbents for the
removal of erdosteine in wastewater by the developed HPLC method.

Materials and Methods: In the HPLC method developed in this study, the C18
(Zorbax; 150 x 4.6 mm, 5 pm) column uses a mobile phase consisting of methanol-water
(0.01 M Acetic acid)(65:35, V:V). Operating parameters consisting of a flow rate of 0.4
mL/min, a wavelength of 235 nm and an injection volume of 5 uL. were used. While
determining these parameters, firstly the data in the literature were examined and thus the
most appropriate parameters were determined. It was determined that the method was
linear in the concentration range of 0.1-25 pg/mL. A series of standard erdosteine
solutions were prepared from the stock solution at concentrations of 0.1, 0.5, 1, 5, 10 and
25 pug/mL and their chromatograms were taken on HPLC. Chitosan/pva were used as
adsorbents for Erdosteine removal from wastewater. Accordingly, the adsorption process
was carried out for 5, 10, 20, 40 and 80 min depending on the time. Afterwards, the
amount of erdosteine in the obtained solutions was determined by HPLC.

Results: A calibration curve was obtained by plotting the erdosteine peak area
against the concentration of each solution. From the regression analysis of the calibration
curve, the equation of the regression line is y = 14.33x + 0.6505; The correlation
coefficient (r) for the active substance erdosteine was determined as 0.9995. The LOD
value of the method is determined as 0,03 and the LOQ value is 0.01. Intraday accuracy
and precision studies, %BH and %BSS were determined to be 6.5% and 0.387%,
respectively. The recovery values of the method, for which validity tests were performed,
were found to be 99.8% with the application of Erdostin capsules containing erdosteine.
In the adsorption process, 5.67, 11.47, 32.22, 76.25 and 76.8 percent erdosteine removal
was achieved in 5-80 minutes, respectively. Accordingly, the highest adsorption
percentage was reached at 76.8 at the end of 80 minutes.

Conclusion: In studies carried out with HPLC, the quantification of the active
substance erdosteine in commercial preparations was successfully carried out, and these
methods were developed and validity tested. It was concluded that the methods can be
successfully applied in studies for quality control purposes in pharmaceutical
preparations, since validation studies have shown that the methods are sensitive, sensitive,
selective, accurate and precise. It has also been determined that this method can be used
for post-adsorption quantification.

Key Word: Adsorption, chitosan/PVA, erdosteine, HPLC, pharmaceutical
preparation.
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1. GIRIS

Mukolitik ajanlar mukusun (balgamin) inceltilmesine ve akcigerlerden daha kolay
atilmasina yardimci olan ilaglardir. Genellikle solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde
kullanilirlar (Balsamo ve ark., 2010). Mukolitik ajanlar, mukusun i¢indeki viskoz baglari
parcalayarak balgamin daha s1v1 hale gelmesini saglarlar. Bu, hava yollariin tikanikligini
azaltir ve balgamin daha kolay atilmasina yardimer olur. Mukolitik ajanlar genellikle
kronik bronsit, KOAH, siniizit ve diger solunum yolu enfeksiyonlar: gibi durumlarin
tedavisinde kullanilir (Decramer & Janssens, 2010). Ayrica, kistik fibrozis gibi mukusun
asir1 iiretildigi genetik hastaliklarin tedavisinde de etkilidirler. Ornek olarak kullanilan
mukolitik Ajanlar: Asetilsistein, Erdostein, Guaifenesin, Bromheksin, Ambroksol (Hillas
ve ark., 2013)

Erdostein, mukolitik (balmumu soktiiriicii) bir ilag olarak kesfedilmistir. Ilk olarak
1980'lerde italyan ilag sirketi Edmond Pharma tarafindan sentezlenmistir. Erdostein’in
kimyasal yapisi N-asetil-L-sistein'dir. Kimyasal formiilii CgH1104N1S'tir. Erdostein,
sistein amino asidine benzeyen bir yapiya sahiptir ve mukolitik etkisini bu yapi lizerinden
gosterir (Hillas ve ark., 2013). Mukolitik etkisi, mukusun i¢indeki disiilfid baglarin
parcalayarak mukusun daha siv1 hale gelmesini saglar. Bu, hava yollarinin tikanikligini
azaltir ve balgamin daha kolay atilmasini saglar. Erdostein, diger mukolitik ajanlara
kiyasla bir¢ok avantaj sunabilir (Moretti, 2007). Erdostein'in tercih edilme nedenlerinden
bazilar1: Erdostein, antioksidan 6zelliklere sahiptir. Serbest radikalleri notralize ederek
hiicresel hasar1 azaltabilir. Bu 6zellik, akcigerlerdeki inflamasyonu ve oksidatif stresi
azaltarak hastaligin ilerlemesini yavaslatabilir. Bununla birlikte erdostein'in anti-
enflamatuar 6zellikleri vardir (Cazzola ve ark., 2010). Bu, akcigerlerdeki inflamasyonu
azaltabilir ve hava yollarinin agilmasina yardimci olabilir. Erdostein genellikle iyi tolere

edilir ve yan etkileri diger mukolitik ajanlara kiyasla daha azdir. Erdostein, genellikle



diger ilaglarla etkilesime girme riski diisiiktiir ve ¢ogu hasta i¢in giivenlidir (Dal Negro
& Visconti, 2016).

Erdostein'in etkinligi ve giivenligi iizerine bir dizi klinik ¢alisma yiiriitiildii. Bu
caligmalar, ilacin mukolitik 6zelliklerini ve solunum yolu hastaliklarinin tedavisindeki
potansiyelini gosterdi. Erdostein, bir¢ok iilkede solunum yolu hastaliklarinin tedavisi igin
onaylanmaistir.

Bu ¢alismada, erdostein etkin maddesinin farmosétik preparatlarda miktar tayini
icin yeni bir yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirilip
gegerlilik testlerinin yapilmasi amaglanmaktadir. Bu HPLC yontemi ile erdostein iceren
farmosotik preparatlarda erdosteinin miktar tayini yapilmistir.

Atik sulardaki ilaglarin ¢cevreye zararlarini azaltmak i¢in uygulanan bir¢ok yontem
vardir. Bunlardan en etkilisi olan adsorpsiyon isleminde, adsorbentler kullanilarak
sulardaki atik ilaglarin giderimi saglanmaktadir. Ayrica bu ¢aligmada atik sulardaki
erdostein’in giderimi i¢in kitosan/PVA adsorbentleri de kullanilmistir. Adsorpsiyon
sonrast erdostein miktar1 gelistirilen ve valide edilen HPLC yontemi kullanilarak

belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erdostein

Mukolitik, mukusun (balgamin) inceltilmesi ve solunum yollarindaki mukusun
daha rahat bir sekilde temizlenmesine yardimci olan bir tiir ilag veya maddeyi ifade eder.
Mukus, solunum yollarinda normal olarak bulunan, balgam olarak adlandirilan bir
salgidir. Mukolitikler, bu mukusu incelterek, akiskan hale getirir ve boylece solunum
yollarindaki tikanikliklarin giderilmesine yardimc1 olur (Dechant ve Noble, 1996).

Mukolitik ilaclar genellikle solunum yolu enfeksiyonlari, kronik obstriiktif akciger
hastaligi (KOAH), astim ve diger solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde kullanilir.
Ilacin etkisi, mukusun kimyasal yapisin1 degistirerek veya dogrudan mukusu incelterek
saglanir (King & Rubin, 2002). Bu, hastanin daha kolay nefes almasina ve balgamin daha
etkili bir sekilde temizlenmesine yardimci olabilir (Poole ve ark., 2012). Erdostein, bir
mukolitik ajan olarak siniflandirilan bir etkin maddedir. Erdostein, 6zellikle solunum yolu
hastaliklarinin tedavisinde kullanilir (Marchioni ve ark., 1990).

Erdostein'in bazi temel 6zellikleri sunlar olabilir:

1. Mukolitik Etki: Erdostein, mukusun kimyasal yapisim1 degistirerek
mukusun daha akigkan hale gelmesine ve bu sayede solunum yollarindaki mukusun daha
etkili bir sekilde temizlenmesine yardimei olabilir (Moretti, 2007).

2. Antioksidan  Ozellikler: Erdostein'in  antioksidan  ozellikleri de
bulunmaktadir. Antioksidanlar, viicuttaki oksidatif stresle miicadele ederek hiicreleri
koruma potansiyeline sahiptir (Braga ve ark., 2000).

3. Solunum Yolu Hastaliklari: Erdostein, genellikle kronik obstriiktif akciger
hastalig1 (KOAH), kronik bronsit ve diger solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi durumlarin

tedavisinde kullanilir (Cazzola ve ark., 2020).



Erdostein akut ve kronik bronsit tedavisinde mukolitik olarak Onerilmektedir.
Erdostein, sisteinin yeni bir tiyol tiirevidir. Asetilsistein ile benzer mukolitik ve balgam
soktiirticli etkiye sahiptir. Serbest radikaller {izerinde azaltic1 bir etki in vitro olarak da
gosterilebilir. Bu mukolitikler, muhtemelen mukoproteinlerin disiilfit kdpriilerini azaltan
ve onlart siwvilastiran tiyol gruplarma sahiptir. Bu nedenle mukolitik etki,
mukoproteinlerin azaltilmis viskozitesine ve yapiskanligina dayanir (Cazzola ve ark.,
2010).

2.1.1. Erdostein Kimyasal Yapisi

Son zamanlarda, kronik solunum yolu hastaliklarinda yaygin olarak kullanilan bir
mukolitik olan erdosteinin [N-(karboksimetiltiyoasetil)-homosistein tiyolakton] lakton
halkasinda bir tiyol grubuna sahiptir ve iki kiikiirt atomunun varligiyla karakterize edilen
bir 6n ila¢g molekiiliidiir (Moretti & Marchioni, 2007).

Dogal bir amino asit olan homosisteinin bir formu olan Erdostein, bu amino asidin
Ntiolaktonik seklidir. Aci, beyaz mikro kristalli ve toz goriiniimiindedir. Kimyasal kapali
formiilii CgH1104N1S2’dir. Kimyasal yapist Sekil 2.1°de verilmistir. Molekiiler agirligi da

249.30°tir (Dechant & Noble, 1996).

Sekil 2.1. Erdostein’in kimyasal yapisi.
2.2. Erdostein ile Gergeklestirilen Calismalar
Liu ve Ark. Erdostein igeren farmasétik preparatlarda erdostein ve safsizliklarinin
tayin edilmesi i¢in bir HPLC yontemi gelistirmisler. Bu amagla kromatografik ayirimda

sabit faz olarak ters faz C18 kolon (250 mm x4.6 mm id, 5 pm) kullanmislardir.



254 nm’de ¢alismuslardir. Hareketli faz olarak 1,0 mL/dakika akis hizinda asetonitril-0,01
mol/l sitrik asit ¢ozeltisi (v:v/13:87) kullanmislardir. Burada var olan iki ana safsizlik,
oksidatif bozunma ile elde edildikten sonra ODS kolon ile birbirinden ayrilmis sonrasinda
yar1 preparatif HPLC ile bu maddeler toplanmistir. Bu toplanan eliiantlar ¢esitli
spektroskopik yontemlerle belirlenmistir. Erdosteinin iiretim isleminde yeni bir safsizlik
olan erdostein etil ester ({2-okso-2-[(2-oksotetrahidro-3-tiyofenil) amino] etil} siilfanil)
tespit edilmistir. Uretim esnasinda solvent olarak etanol kullanildiginda baska bir
safsizligin, bir erdostein oksit olan ({2-0kso-2-[(2-oksotetrahidro-3-
tiyofenil)amino]etil } siilfinil) asetik asit tespit edilmistir. Yaptiklart bu caligmada
erdostein i¢in iki ana safsizlik izole edilmis ve tanimlamislardir (Liu ve ark., 2022).

Khalil ve ark. farmasétik preparatlarda ERD’in tayini i¢in 4 ayr1 kimyasal ile
ERD’yi reaksiyona sokarak basit, hassas, ekonomik ve ¢evre dostu spektrofotometrik ve
spektroflorimetrik yontemler gelistirmislerdir. Birinci yontemde, giiclii oksitleyici ajan
olan potasyum permanganat ERD'ye eklenmistir. ERD’nin {izerine potasyum
permanganat ilave edildikten sonra 600 nm dalga boyunda &lgiim almuglardir. ikinci
yontemde baska bir oksitleyici madde olan serik amonyum siilfat kullanmiglardir; serik
amonyum siilfat 320 nm'de o6lgiildiigiini belirlemislerdir. Benzer sekilde, igiinci
yontem’de serik amonyum siilfat kullanmislardir. ERD, Seryum (III) iyonlar ile
reaksiyona girdikten sonra sirasiyla Aex/Aem 255/355 nm dalga boylarinda tayinler
yapilmistir. Dordiincii yontem’de ise akriflavine ERD’ne eklenerek dogal floresansinda
bir azalma saglamislardir. Bu yontemlerin ERD analizi yapilirken kalibrasyon egrisi 10—
100 pg/mL araliginda ¢izilmistir. LOD degeri 0.179 belirlemislerdir (Khalil ve ark.,
2023).

Onal ve Tekkeli, plazmada erdostein i¢in HPLC-FL kullanarak yeni bir analitik

yontem gelistirmislerdir. Erdostein'in, 4-bromometil-7-metoksi kumarin (BrMmC) ve



dibenzo-18 reaksiyon katalizorii olarak kullanilarak tiirevlenmesi saglanmistir. Erdostein
igin, eksitasyon dalga boyu 325 nm ve emisyon dalga boyu 390 nm oldugunu floresans
dedektor ile tespit edilmistir. Ters faz C18 (150x4.6 mm'lik, 3 um) kolon sabit faz olarak
kullanmislardir. Hareketli faz olarak Metanol:asetonitril:su (30:30:40,v:v:v), 0.5 mL/dk
akis hizinda kromatografik ayirim saglanmistir. Kalibrasyon egrisi 0,2-3,0 ug/mL
araliginda, tespit limitini 0.015 pg/mL ve tayin limitini 0.05 pg/mL olarak bulmuslardir.
Ortalama geri kazanimi %87.33 ve bagil standart sapmanin %4.4'ten az oldugu
hesaplamislardir (Onal ve Kepekci Tekkeli, 2020).

Kim ve Ark. insan plazmasinda erdostein tayini icin HPLC-UV (220 nm) yontemi
gelistirmiglerdir. Plazmadan erdosteini ekstrakte etmek i¢in %6.25 trikloroasetik asit ile
deproteinasyon yapmislardir. Karisim santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
CAPCELL PACK C18 (4.6 x 250 mm) kolonu kullanilarak ERD’den ayrilmistir.
Hareketli faz olarak fosfat-heptan siilfonat: asetonitrilden (5:95, v:v) (pH 2.0) olusan
tampon sistem kullanilmustir. Citiolone bir i¢ standart olarak kullanmiglardir. Kalibrasyon
egrisi 0.999 korelasyon katsayisiyla 0.5-8 pg/mL derisimlerde dogrusal bulmuslardir.
LOQ degerini 0.5 pg/mL olarak bulmuslardir (Kim ve ark., 2010).

Moustafa ve ark. ERD’nin asit ile bozundurulmas: sonucu olusan bozunma
{irinlerinin tespiti igin dort farkli ydntem gelistirmislerdir. Ik yontemde, spektrumlarin
229 nm'de ve 10-70 pg/mL derisim araliginda birinci tiirev spektroskopisini
kullanmislardir. Ortalama geri kazanim 100.43 + 0.977 bulmuslardir. Tkinci yéntem, 10—
70 pg/mL derisim araliginda 227.4 ve 255 nm'de birinci tiirev spektrofotometrisine
kullanarak gelistirmiglerdir. Ortalama geri kazanim, 227.4 ve 255 nm'de sirasiyla %99.65
+%1.122 ve %100.02 + %1.306 bulmuslardir. Ugiincii yéntem, asit bozunma iiriinlerinin
varhiginda erdosteinin TLC'sinin kantitatif dansitometrik olarak kullanmislardir.

Hareketli faz olarak metanol-kloroform-amonyak (7:3:0.01/v:v:v) kullanmislardir. TLC



kromatogramlarini 235 nm'de taramislardir. Bu yontem ile erdosteini 2.4-5.6 pg/spot
derisim araliginda ve ortalama geri kazanim yiizdesi %100.03 + 1.015 bulmuslardir.
Dordiincii yontemde ise erdosteinin asit bozunma tirtinlerinin varhiginda eszamanli olarak
erdosteinin belirlenmesinde HPLC kullanilarak belirlemislerdir. Hareketli faz su-
metanolden (65:35/v:v) olusmustur. Erdosteinin kalibrasyon egrisi, 10-80 pg/mL derisim
araliginda dogrusallik goéstermis; ortalama geri kazanim yiizdesi %99.90 + 1.207
bulmuslardir (Moustafa ve ark., 2014).

Yaman ve Atila farmasotik preparatlarda erdostein tayini i¢in hizli, hassas,
spesifik ultra performansh sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrik (UPLC-MS-
MS) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirimi C18 UPLC kolonu, 95A, 2.1 x 50
mm, 1.8 um kullanilarak asetonitril (25:75/h:h) ile kombinasyon halinde %0,1 formik asit
ile gerceklestirmiglerdir. Akis hizi 0.15 mL/dk ve analiz siiresi olarak 2.0 dk
belirlemislerdir. Kolon sicakligi 40°C ve enjeksiyon hacmi 5 pL’dir. Gelistirilen
yontemin Erdostein igeren kapsiil formiilasyonunun analizinde basariyla uygulanmasini
ve yontemin rutin kalite kontrol analizleri i¢in kullanilabilecegini gostermislerdir (Yaman
ve Atila, 2021).

Dhoka ve Ark. farmasdtik preparatlarda Sefiksim Trihidrat ve Erdostein kombine
farmasotik Dozaj Formlarinda bunlarin belirlenmesi igin basit, dogru, hassas ve hizli,
yiiksek performansli, ince tabaka kromatografik bir yontem gelistirmislerdir. Bu
yontemde sabit faz olarak silika jel ile 6nceden kaplanmig olan TLC aliiminyum plakalar
kullanmiglardir. Hareketli faz olarak Etil Asetat: Aseton: Metanol: Su (7.5:2.5:2.5:1.5/
v:v:V:V) kullanmislardir. Dansitometrik analizi 235 nm'de gergeklestirmislerdir. Sefiksim
Trihidrat i¢in geri kazanim yiizdesi 99.47-101.85, Erdostein igin ise 98.99-101.51 olarak
belirlenmistir. Yontemin giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilir oldugu % bagil standart

sapma (RSD) ile hesaplanmistir. Kesinlik ve dogrulugu sirastyla 11.14 ng/bant ve 15.63



ng/bant olacak sekilde hesaplanmistir. Yontem, kombine kapsiil dozaj formunun
analizinde basariyla uygulandigini bildirmislerdir (Dhoka ve ark., 2013).

Monharo ve Ark. PDA detektorliit UPLC ile farmasoétik preparatlarda sefiksim ve
erdosteinin tayini, miktarinin belirlenmesi igin spesifik ve yeni bir yontem
gelistirmislerdir. Gelistirimis olduklar1 yontemde, hareketli faz olarak metanol:su
(%65:35, v /v) ve alt1 dakikalik analiz siiresiyle Sunfire C18 analitik kolonu kullanilarak
yapmislardir. Hareketli fazin kolondan akisi 1.0 mL/dak ve numune hacmi 10 pL
belirlemislerdir. Saptama, foto diyot dizisi detektoriinde 254 nm'de ger¢eklestirilmistir.
Sefiksim i¢in 20.0 ng/mL-200.0 ng/mL ve Erdostein i¢in 30 ng/mL-300.0 ng/mL dogrusal
araliginda incelenmistir. Erdostein igin korelasyon katsayis1 (r?) 1.000 olarak
bulmuslardir. Sefiksim ve erdostein igin LOQ degerleri sirasiyla 20 ng/mL ve 30 ng/mL
bulmuglardir. Sefiksim ve erdostein i¢in LOD degerleri sirastyla 1.0 ng/mL ve 1.5 ng/mL
bulmuslardir (Mohanrao ve ark., 2020).

2.3. Atik Sularda fla¢larin Giderimi

Gelisen endiistri ve artan niifus ile birlikte ¢evreye zararlar1 atiklarda artmaktadir.
Bunlarin atik sular ile birlikte ¢cevreye salinmasi ¢evre ve insan sagligi agisindan dnemli
zararlar1 vardir. Bu sebeple bunlarin verdigi zararlar1 azaltmak icin bazi1 caligsmalar
yapilmaktadir. Atik sulardaki kirlilikleri gidermek i¢in flokulasyon/koagiilasyon,
adsorpsiyon ve kimyasal oksidasyon gibi ¢esitli fiziksel/kimyasal metotlarla, biyolojik
aritma gibi bircok yontem vardir. Bunlardan en ekonomik ve etkilisi adsorpsiyon

yontemidir.

Farmasotik trtinler giinliik yasamimizda kullandigimiz hastaliklarin iyilesmesine
ve yasamin kolaylastirmasmma i¢in kullanilmaktadir. Artan talepler nedeniyle ilag
fabrikalar1 hastaneler ve evlerden drenaj yoluyla ¢evreye ¢cok kolay bir sekilde salinabilir.

Cevre sular1 yoluyla toprak, bitki, hayvanlar ve insan sagligini etkilemektedir. Farmdsotik



tirlinlerin ¢evre sularindan aritilmasi da biiyiik onem arzetmektedir. Bu nedenle bunlarin

giderimi iizerine bir¢ok calisma yapilmistir.

2.3.1. Tla¢ Giderimi Uzerine Yapilan Calismalar

Show ve ark. atik onciil demirhindi (TCAB) tohumundan tiiretilen ham
biyokomiiriin (TRB) ve kimyasal olarak aktiflestirilmis biyokomiiriin emici giicii
sayesinde, sulu ortamda farmasotik mikro kirletici ibuprofen'i ortadan kaldirmak igin
incelemistirler. TRB ve TCAB i¢in maksimum uzaklastirma yiizdesi, 3 saatlik temas
stiresi boyunca sirastyla 40°C'de %72.29 ve 35 °C sicaklikta %95.44 bulmuslardir (Show
ve ark., 2020).

Bello ve ark. H3POys ile hindistan cevizi kabugu (ACH) aktive edip ibuprofen'i
(IBP) sulu ¢6zeltiden adsorplanmasini incelemislerdir. Buna gére ACH'nin, IBP'nin sulu
cozeltilerden uzaklastirilmasinda diger adsorbanlara uygun bir alternatif oldugu tavsiye
etmislerdir (Bello ve ark., 2020).

Olszwoy ve ark. polipirol (PPy) ve politiyofen (PTh) adsorbentlerini kullanarak
antibiyotik ilaclarin insan plazmasindan giderimi {izerine c¢alismiglardir. Bu
arastirmalarda polipirol lifleri i¢cin daha 1yi bir adsorpsiyon kapasitesi elde etmisler ve
dolayisiyla insan plazmasindan yapilan Ol¢iimlerde polipirol liflerini kullanmiglardir
(Olszowy ve ark., 2011).

Elbalkiny ve ark. hayvanlarda kullanilan antibiyotik olan sefalosporinlerin atik
sulardan giderimi iizerine ¢alismislardir. Adsorpsiyon kinetigi ve izotermi de
incelenmistir ve deneysel sonuglar, adsorpsiyon isleminin yalanci ikinci dereceden
kinetik modeli ve Freundlich izotermini takip ettigini belirlemislerdir (Elbalkiny ve ark.,
2019).

Zhang ve ark. kitosan/Fe3O4 kompozit pargaciklarinin yiizeyine kopolimerizasyon

asilanarak ¢ekirdek firga topolojisine sahip bir dizi manyetik kompozit adsorban



hazirlamislar ve daha sonra iki farmasotik maddenin (diklofenak sodyum ve tetrasiklin
hidrokloriir) sudan uzaklastirilmasi i¢in uygulamiglardir. Farkli pH'larda tekli ve ikili
¢Oziinen ¢ozeltilerden adsorpsiyon kapasiteleri, birlikte mevcut tuzlarin etkileri,
desorpsiyon ve yeniden kullanilabilirlik dahil olmak {izere adsorpsiyon performansi
degerlendirmesi sonucu uygun maliyetli bir adsorban oldugunu gostermislerdir (Zhang
ve ark., 2016).

2.4. Spektroskopik Yontemler

Diinya 15181 gozlerimizdeki reseptorler ile etkilesimi sonucu goriiniir (Harvey,
2010). Daha sonra gevremizdeki nesnelerden yansitilir (veya bunlar araciligiyla iletilir).
Emilmeyen 151k gozlimiize ulagir (Hoppe ve ark., 2012). Cevremizin molekiiler yapisina
iliskin bilgiyi de yaninda tasir. Nesnelere her baktigimizda spektroskopik analiz
gerceklestiririz. Gozlimiizde 15181 yansitan, ileten, dagitan ve soguran bir 151k kaynagi, bir
cisim ve dalga boyuna bagli bir detektor bulunmaktadir (Ito ve ark., 2010). Spektroskopik
caligmalar igin kullanilan cihaza spektrometre denir ve maddenin belirli bir 6zelliginin
dalga boyuna, frekansina veya radyasyon enerjisine kars1 grafigine spektrum adi verilir
(Pelton ve McLean, 2000).

Spectroskopik yontemler, makro 6lgekli fiziksel olaylarin altinda yatan karmasik
siireclerin ¢ogunu aydinlatabilmektedir. Son yillarda, artan ¢oziiniirlilk ve hassasiyet
sayesinde, nano Olgekteki ve altindaki dinamikler asir1 dogrulukla izlenebilmektedir
(Baeten ve Dardenne, 2002). Malzemenin hassas 1sik-madde etkilesimlerinden
yararlanarak bilgi aktarmak, bir dizi uygulamaya ve temel fizik {izerine bir¢ok ¢aligmaya
yol agmistir. Spektroskopik ¢alismalarin 6nemli bir alani, pargaciklarin ve molekiillerin
titresim hareketlerini incelemeyi igerir. Bunlar nano 6lgekli diinyanin ilging temel
Ozelliklerini aydinlatmak i¢in kullanilmistir (Dardenne ve ark., 2000). Malzemelerin

tanimlanmasina yonelik spektroskopi ¢aligmalari, sanat diinyasi ve ¢evresel calismalar
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dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli alanlara dokunmustur. Nano Olgekte iiretilen cihazlar
teknolojik gelismelerde 6n plana ¢iktik¢a, bu 6lgekteki davranislarin tam bir tanimini
gelistirmek giderek daha 6nemli hale gelmektedir. Amag, yalnizca spektroskopik
tekniklerin uygulama alanin1 genisletmek degil, ayn1 zamanda bunlar1 kontrol ve
endiistriyel laboratuvarlarda dogal olarak kullanmak ve tamamen dogrulanmis
spektroskopik yontemler gelistirmek olmalidir (Li ve ark., 2000).

Spektrometrik teknikler, farkli frekanslarin etkilesimini 6lgmek icin kullanilir.
Elektromanyetik radyasyonun bilesenleri ve maddenin bilesenleri birbirleri ile etkilesime
girerler. Elektromanyetik radyasyonlar madde ile belirli enerji seviyelerinde etkilesime
girer. Madde tarafindan radyasyonlar emilir ve numunede bulunan analit bir enerji
durumundan baska bir enerji durumuna geger (Lee ve ark., 2017). Madde ve/veya madde
1sikla etkilesime girdiginde, madde ve/veya maddeye degil, onun hayaletine bakmak
miimkiindiir. Bunun yerine, 1518in madde ve/veya maddenin farkli serbestlik dereceleri
ile etkilesimini gozlemleriz. Spektrofotometride, elektromanyetik radyasyonun madde ile
etkilesiminden sonra ya absorbansini ya da emisyonunu dlgeriz. Spektrofotometri,
Elektromanyetik radyasyonun farkli frekans bilesenlerinin madde ile nasil etkilesime
girdigini anlamak i¢in nasil kullanabilecegimizi anlamak i¢in kullanilir (Kumirska ve
ark., 2010).

Elektromanyetik radyasyonun tam dogasi, 20. yiizyilin ilk ¢eyreginde kuantum
mekaniginin gelisiminden bu yana belirsizligini korumustur. Bununla birlikte, dalga ve
pargacik davranisinin ¢ift modelleri, elektromanyetik radyasyon i¢in kullanigli bir tanim
saglar (Abdulhalim ve ark., 2008). Elektromanyetik radyasyon, uzay boyunca lineer bir
yol boyunca ve sabit bir hizda yayilan salinimh elektrik ve manyetik alanlardan olusur.
Bir vakumda elektromanyetik radyasyonun hiz1 (c), 2.997 92 x 108 m/s olan 151k hizinda

seyahat eder. Elektromanyetik radyasyon, bir vakum disinda bagka bir ortamdan
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gectiginde, hiz1 v, bir vakumda 151k hizindan daha azdir. v ve ¢ arasindaki fark (%0.1'den
az) yeterince kiiciiktiir, boylece ii¢ onemli rakam i¢in 151k hiz1, 3.00 x 108 m/s, cogu amag
icin yeterince dogrudur. Elektrik ve manyetik alanlardaki salinimlar birbirine dik ve
dalganin yayilma yoniine dik olarak gerceklesir. Sekil 2.2, bir tek salinimli elektrik alani
ve bir tek salinimli manyetik alan iceren diizlem polarize elektromanyetik radyasyonun

bir 6rnegini gosterir (Ball, 1994).

A

Elektrik Alam

Yavilma Yanii
Manyetik Alan ayillma Yoénii

Sekil 2.2 Elektromanyetik radyasyon diizlemi.

Bir elektromanyetik dalganin hizi, genligi, frekansi, faz agisi, polarizasyonu ve yayilma
yonii de dahil olmak iizere cesitli temel ozelliklere sahiptir. Ornegin, yayilan dalga
boyunca herhangi bir noktada salinan elektrik alaninin denklemi asagidaki gibidir:

Ay = A, — sin(2nvt + @)
Burada At t zamanindaki elektrik alaninin biyikligidiir, Ae, elektrik alaninin
maksimum genligidir, v dalganin frekansidir (birim zaman basina elektrik alanindaki
salinim sayist) ve @ bir faz agisidir. Manyetik alan i¢in ayn1 denklem su sekildedir:

A; = Ay — sin(2rvt + @)
Burada Am manyetik alanin maksimum genligidir. Diger 6zelliklerde elektromanyetik
radyasyonun dalga davranisini karakterize etmek i¢in faydalidir. Dalga boyu A, ardisik
maksimumlar arasindaki mesafe olarak tanimlanir. Ultraviyole ve goriiniir

elektromanyetik radyasyon icin dalga boyu genellikle nanometre (1 nm = 10° m)
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cinsinden ifade edilir ve kiziltesi radyasyon igin mikron (I um = 10 m) cinsinden

verilir. Dalga boyu ile frekans arasindaki iliski asagidaki gibidir (Ball, 1994):

c
A==
(%

Bir bagka kullanigl birim, dalga boyunun tersi olan dalga sayis1 ¥'dur.

L1
V==

2.4.1. Elektromanyetik Spektrum

Elektromanyetik spektrumun (EMS) kesin bir alt veya iist sinir1 yoktur ve 1014 m
dalga boyuna sahip ikincil kozmik 1sinlardan 108 m dalga boyuna sahip uzun AC
devrelerine kadar uzanan radyasyonu temsil eder. EMS genellikle kozmik radyasyon, X
radyasyonu (X 1sinlar1), ultraviyole radyasyon (UVR), goriiniir spektrum (VIS)
radyasyonu, kizilotesi (IR) radyasyon, mikrodalga (MW) radyasyon ve radyo frekansi
(RF) radyasyonu olarak ayrilir (Sekil 2.3). Ayni faza sahip bir 151k dalgasinda iki nokta
arasindaki mesafe dalga boyunu A tanimlar. Dalga boyunun 6l¢ii birimi 10° m'ye esit olan
nanometredir (nm). Ge¢miste dalga boyunu belirtmek i¢in kullanilan Angstrom (A),
mikron (unt) ve milimikron (muy) gibi birimler nanometreye doniistiiriilecektir.
Déniistiirme amaciyla, 10 A 1 nm'ye, 1 mm 10° nm'ye ve 1 mikron (unt) 1 nm X 10%e
esittir. Elektromanyetik spektrumun bolgeleri arasindaki siirlar kat1 degildir ve spektral

bolgeler arasinda ortiisme miimkiindiir (Norgard ve Best, 2017).
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Sekil 2.3. Elektromanyetik spektrum

Spektroskopik 6l¢iim ancak fotonun numuneyle etkilesiminin bu karakteristik
ozelliklerden bir veya daha fazlasinda bir degisiklige yol agmasi durumunda miimkiindiir.
Spektroskopiyi iki smifta incelenebilir. Ilkinde foton ve 6rnek arasinda enerji transferi
so6z konusudur. Tablo 2.1'de farkli 6rneklerin listesi verilmistir. Uyarilmis durumdaki
molekiil veya atom tarafindan foton emilir (Sekil 2.4). Geg¢isin tiirli fotonun enerjisine
baghdir. Ornegin, Sekil 2.3'teki elektromanyetik spektrum, goriiniir 1s1ktaki bir fotonun
sogurulmasinin, atomun veya molekiiliin degerlik elektronlarindan birini daha ytiksek bir
enerji seviyesine yikselttigini gostermektedir. Digerinde bir molekiil kizilotesi
radyasyonu emdiginde kimyasal baglarindan birinin titresim enerjisinde bir degisiklik

olur (Wyszecki ve Stiles, 2000).
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Tablo 2.1. Bir foton ve Ornek arasindaki enerji aligverisini igeren spektroskopik

tekniklere ornekler

Enerji Transfer Cesidi Elektromanyetik ~ Spektrum  Spektroskopik Teknik
Bolgesi
Absorpisyon y ray Mossbauer Spektroskopi
X ray X-Ray spektroskopi
UV/Vis UV/Vis spektroskopi
IR Infrared spektroskopi
Raman spektroskopi
Mikrodalga Mikrodalga spektroskopi
Radyodalga Elektron spin rezonans
spektroskopi
Emisyon UV/Vis Atomik emisyon spektroskopi
Fotolimunesans X-ray X-Ray Florosans
UV/Vis Florosans Spektroskopi
Atomik Florosans Spektroskopi
Kemilimunesans UV/Vis Kemilliminesans Spektroskopi
Absorbsiyon Emisyon
A Uyanlimig Hal
Y @

Enerji

AE = hv

ilk Durum

AE = hv

Sekil 2.4. Bir fotonun bir atom veya molekiil tarafindan emilmesini ve yayilmasini

gosteren basitlestirilmis enerji diyagrami
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2.4.2. UV Goriiniir Bolge Spektroskopisi

UV-Vis spektroskopisi, onlarca yildir kiiltiirel miras malzemelerinin
incelenmesinde invazif olmayan bir yontem olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Ozellikle 1980'lerde kullanilmaya baslanan, kisa siirede yiizlerce yansima spektrumunun
yerinde elde edilmesini saglayarak sanat¢i malzemelerinin tanimlanmasina katkida
bulunmaktadir. UV-Vis spektroskopisi, molekiillerin olusumunda rol oynayan atomlarin
en dis elektronlarmin uyarilmasiyla ilgilidir. UV-Vis bolgesindeki dl¢limler genellikle
gecirgenlik, yansima ve fotoliiminesans (floresans ve fosforesans) modlarinda
gerceklestirilir. Gegirgenlik ve yansima oOl¢iimlerinin bir referans malzemeye karsi
kaydedilmesi gerekirken, fotoliiminesans edinimleri mutlak Ol¢limler olarak kabul

edilebilir (Simonian ve Smith, 2006):

E=hch

h =Planck sabiti
c= 151k h1z1
E= dalga boyu

UV-VIS spektroskopisi 151 sogurulmasi olgusuna dayanarak calisir ve
sogurulan 151k miktar1 bir 6rnek ¢ozeltide bulunan analit miktar1 ile dogru orantilidir.
Analit konsantrasyonu arttik¢a, 15181 emilimi de dogrusal olarak artarken, 15181 iletimi
istel olarak azalir. UV-VIS bolgesinde, radyasyonun emilimi atomlar, molekiiller,
iyonlar veya kompleksler gibi emici tiirlerin elektronik konfigilirasyonuna baglidir. Bir
elektronik enerji seviyesi ¢esitli titresimsel enerji seviyelerinden olusurken, tek bir
titresimsel enerji seviyesi gesitli donme enerji seviyelerinden olusur. Bir foton bir
molekiille etkilesime girdiginde, foton tarafindan saglanan enerji bu seviyelerdeki enerji
farkiyla eslesirse, elektronik enerji seviyelerinde bir gegise neden olabilir. Spektrumu

elde etmek icin analit tarafindan absorbe edilen radyasyon miktar1 dl¢iiliir ve EMR'nin
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dalga boyuna kars1 grafige gegcirilir. Bu nedenle, tipik bir UV-VIS spektrumu, dalga boyu

veya frekansa karsi absorpsiyon yogunlugunun bir grafigidir (Diffey, 2002).

Ultraviyole (UV) bdlgesi, elektromanyetik spektrumun yaklasik 10-380 nm
araligini kapsar. Gorilintir (Vis) bolge 380-750 nm spektral araligi kapsar. UV-Vis
spektroskopisi, molekiillerin olusumunda rol oynayan atomlarin en distaki elektronlarinin
uyarilmastyla ilgilidir ve bu nedenle siklikla “elektronik spektroskopi” olarak anilir. UV-
Vis bolgesindeki ol¢iimler genellikle gegirgenlik, yansima ve fotoliiminesans (floresan

ve fosforesans) modlarinda gergeklestirilir (Shinde ve ark., 2020).

Bir yiizeye ¢arpan ultraviyole ve goriiniir radyasyon madde ile farkli sekillerde
etkilesime girebilir: iletilebilir, daginik bir sekilde iletilebilir, yansitilabilir, emilebilir ve
fotoliiminesans (floresan) olarak yayilabilir. Gelen radyasyonun frekansi, iki enerji
seviyesi arasindaki gecisin enerji farkina karsilik geliyorsa, bu spesifik frekans malzeme
tarafindan emilir ve bu, elektronik yogunlugun dagiliminda bir degisiklik yaratan bir
rezonans uyarimina neden olur. Bu etki Bohr modeliyle temsil edilebilir (O’Connor,

1955):

AE=E2—El=hv — hv=hc v =hc/A

Burada E1 ve E2 sirasiyla baslangic ve son enerjilerdir; h = Planck sabiti (6,62 x 1074
Js); ¢ = bosluktaki 151k hiz1 (2,99 % 108 m/s); v = frekans; A = dalga boyu; v = dalga sayisi.
Bu olay, oOrnegin elektronik spektroskopi durumunda, tek bir atomun en dis
yorlingelerindeki elektronik yogunlugun dagiliminda bir degisiklige veya molekiiler
yorlingelerde dolu seviyelerden bos seviyelere elektronik bir gecise neden olur. Bohr
iligkisi bu nedenle atomik veya molekiiler elektronik enerji seviyelerini gelen

radyasyonun frekansina baglar. Genel olarak madde, gelen radyasyonun bir kismini
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emdiginde ve daha yiiksek enerji seviyelerine uyarildiginda, madde kararl degildir ve

baslangigtaki dengesine geri doner (Demchenko, 2013).

2.4.3. Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar

Belirli bir dalga boyundaki 15181 emen molekiillerin sayisi ne kadar fazla olursa,
151k absorpsiyonunun kapsami da o kadar biiylik olur ve absorpsiyon spektrumundaki tepe
yogunlugu da o kadar yiiksek olur. Radyasyonu emen yalnizca birka¢ molekiil varsa,
toplam enerji emilimi daha az olur ve dolayisiyla daha diisiik yogunluk zirvesi
gozlemlenir. Bu, gelen 1sinimin emilen kisminin yolundaki sogurucu molekiillerin
sayistyla orantili oldugunu belirten Beer-Lambert Yasasinin temelini olusturur.
Radyasyon bir ¢ozeltiden gectiginde, emilen veya iletilen 151k miktari, ¢6ziinen maddenin
molekiiler derisiminin tistel bir fonksiyonudur ve ayni zamanda numune boyunca

radyasyon yolunun uzunlugunun da bir fonksiyonudur (Méntele ve Deniz, 2017).

log 10/1 = ecl

Burada lo = Gelen 15181 yogunlugu (veya bir referans hiicresinden gegen 151k yogunlugu)

I =15181n yogunlugu
¢ = maddenin derisimi (mol I!)

1 = yol uzunlugu (cm)

€ =151k molar sogurma kapasitesi veya molar sonme katsayisi.

Bu bir sabittir ve belirli bir dalga boyunda belirli bir ¢oziicii igindeki belirli bir emici tiiriin
(molekiil veya iyon) bir 6zelligidir. € sayisal olarak birim uzunluktaki (1= 1) bir hiicredeki
birim molar derisimli (¢ = 1) bir ¢6zeltinin absorbansina esittir ve birimi litre.mol™ cm™.

I/1o oran1 gegirgenlik T olarak bilinir ve ters Io/I oraninin logaritmasi absorbans A olarak
bilinir.

logI/I0 = —logT = ecl
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logIO/I =A = ecl
A=¢ecl
Bir spektrumun sogurma 6zelliklerini sunmak i¢in, tepe noktalarinin konumlari
Amax (nm cinsinden) degerleri olarak rapor edilir ve sogurma giicii parantez i¢inde ifade

edilir (Langhals ve ark., 2000).

2.5. Cihaz

Fotometri, bir ¢ozeltideki madde miktarinin ¢ozeltiden gegen veya c¢ozeltinin
tuttugu 151k miktarindan faydalanilarak 6l¢iilmesidir. Spektrofotometri ise se¢ilmis dalga
boylarindaki 15181n  siddetinin Ol¢limiidiir. Bu amagla kullanilan cihazlara da

spektrofotometre denir. Yaygin olarak kullanilan 2 tip spektrofotometre vardir.

2.5.1. Tek-Isih Cihazlar

Bu tip spektrofotometrelerde analiz igin tek 1s1n demeti ve/veya kiivet kullanilir
(Sekil 3.8). Tek 1s1nlt UV-VIS spektrofotometresinde, kiivetten tek bir 151k demeti gecer.
Spektrofotometre, referans ve/veya standart ¢ozeltinin kiivete konulmasiyla kalibre edilir
ve ardindan elde edilen absorbans degeri, ¢oziicii ve hiicre tarafindan iiretilen etkileri
gidermek i¢in numune Slglimlerinden ¢ikarilir. Bu tip spektrofotometre 190-1100 nm
dalga boyu araligindaki uygulamalar i¢in uygundur. Niikleik asit, proteinler ve bir dizi
organik molekiil dahil olmak tizere cesitli numune tiirleri genellikle bu bolgede analiz
edilir. Elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesi ise 340 ila 750 nm arasindadir ve bu

bolge renkli numunelerin analizi igin uygundur (Zweig ve Sherma, 1977).

2.5.2. Cift-Istnh Cihazlar
Bu tip spektrofotometrelerde analiz i¢in iki 151n demeti ve/veya kiivet kullanilir.
Isik kaynagindan gelen 151k demeti, mekanik kiyici yardimiyla 6rnek ve referans demetine

ayrilir. Referans 1sminin rolii 151k enerjisinin yogunlugunu izlemek iken, drnek 1s1m
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ornekten gelen 15181 emilimini gosterir. Ornek ve referans 1sininin orani olan gézlenen
absorbans degeri, monokromatdre girmeden once yeniden birlestirilir. Bu diizenleme,
referans ve numune 1sinlarini esit sekilde etkileyen lamba yogunlugundaki kayma,
elektronik ve mekanik dalgalanmalar nedeniyle 151k referans ve numune 1sininin etkilerini
telafi eder. Cift 1s5inli UV-VIS spektrofotometreleri, tek 1sinlilara kiyasla biraz daha

karmagik olmasina ragmen, yine de asagidaki gibi bazi1 avantajlara sahiptir:

1. Ornek ve referans ayn1 anda calisir. Her dalga boyunda sifir1 ayarlamaya veya

boslugu numune ile degistirmeye gerek yoktur.
2. Referans ve numunenin gli¢lerinin orani siirekli olarak elde edilir.

3. Tarama hizi genis bir dalga boyu araliginda hizlidir ve elektrik sinyallerini

kaydetmek i¢in dijital okuma cihazi kullanilir (Purbaningtias ve ark., 2020).

a. Kalitatif Analiz

Analitin kalitatif analizi agisindan UV-VIS spektrometresi oldukg¢a faydalidir.
Ancak molekiillerin yapisal detaylarinin belirlenmesi baglaminda ikincil 6neme sahiptir.
Buradan elde edilen bilgilerin diger spektroskopik yontemlerden elde edilen bilgilerle
desteklenmesi gerekir. UV-VIS absorpsiyon spektroskopisi, UV goriiniir radyasyonu
absorbe eden bilesikleri karakterize etmek i¢in kullanilabilir. Tanimlama, bilinmeyen
bilesik ve/veya analitin absorpsiyon spektrumlarinin bilinen bilesiklerin spektrumlariyla

karsilastirilmasiyla yapilir.

UV-goriiniir spektrumdaki ince yapmin eksikligi, molekiiliin kesin olarak
tanimlanmasina izin vermese de bazen spektrumun dogasi, benzer renge sahip iki

molekiilii ayirt etmede oldukga yararl olabilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Birbirinden tamamen farkli ancak benzer renkte iki bilesigin absorpsiyon
spektrumlari

b. Kantitatif Analiz

UV-VIS spektrometri muhtemelen gesitli alanlardaki niceliksel belirlemeler i¢in
mevcut en kullanigh aractir. Bunun nedeni ¢ok yonliiliigii, dogrulugu ve hassasiyetidir.
Birgok organik, inorganik ve biyokimyasal tiiriin diisiik derisimlerde dogru bir sekilde
dogrudan belirlenmesi i¢in kullanilabilir; yani 10~ ila 10~ veya daha diisiik. Bunlara ek
olarak tayinin yapilabilmesinin kolaylig1 ve makul seciciligi, onu kantitatif tespitler i¢cin
tercih edilen bir yontem haline getirmektedir. Bu teknigin bir diger 6nemli 6zelligi UV-
VIS bolgesinde absorbe olmayan analitin kantitatif tayini i¢in de kullanilabilmesidir. UV-
VIS bolgesinde absorbe olan bir {iriin veren bir reaktifle reaksiyona girmeleri saglanarak

elde edilir (Purbaningtias ve ark., 2020; Zweig ve Sherma, 1977).

2.6. Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi

Tiirev spektroskopisi, segciciligi genisletmek i¢in en az karmasik tekniktir ve
spektrumlarin  belirlenmesidir. Bu etkinlik, sonuglarin ve engellerin ortadan
kaldirilmasina olanak tanir ve incelemenin segiciliginin artirilmasini saglar. Siradan
spektrumlarin birinci, ikinci veya daha yiiksek alt spektrumlara degistirilmesini igerir.

Tipik spektrumlar Do spektrumlart veya kritik sifir dereceli olarak bilinir. Siradan alim
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araligina temel sifir istegi veya Do spektrumu adi verilir. Tiirev Spektroskopisi: Floresans
spektrometresi ve UV-Goriiniir absorpsiyonda esas olarak spektrumlart ayiran

prosediirdiir (Karpinska, 2012). Mantik biliminde kullanilan yardimci teknikler sunlardir:

= Niceliksel inceleme

* Fantom ayirma

= Hayali hedef iyilestirme

Nicel inceleme: Hedefin baslangicini veya kaplama bantlarmin ayrilmasini
yapilandirir. Tiirev spektroskopisi, 6nemsiz temel asimilasyonunu revize eder ve ¢ok

bilesenli analizi kolaylastirir. Genellikle sentetik maddeler icin katkisiz malzemeler ve

Ol¢lim yapilarinin pargalari olarak yaygin sekilde kullanilir (Purbaningtias ve ark., 2020).

Fantom ayirma: UV radyasyonunu 6zlimseyen bu tiir karigimlar tasvir eder.
Ayirt edici kamit, bilinen karigimlarin alikonma araligi ve spektrumlarinin

karsilastirilmasi ile tamamlanir (Koba ve ark., 2008a).

Hayali hedef iyilestirme: Gruplarin sikliginin ve sayisinin degerlendirilmesi,

onemli gruplar1 kapsayarak belirlenir.

Tiirev spektroskopisinin tahmin stratejileri: Bir parca karisiminin sifir talep
araligy, farklilasma yoluyla herhangi bir talebin yardime1 araligina giden yolu gosterir. Ug

strateji vardir (Davidson ve ark., 1997):

1. Sayisal tahmin
2. Grafik tahmini
3. Sifir kesisme prosediirii

Sayisal tahmin: Bu teknik, belirli bir dalga boyunda ikincil degeri degerlendirerek

ikincil niteliklerin yapildig1 bir dizi yeri kullanir.
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Grafik tahmin: Kagit iizerinde ikincil spektrumlari hesaplamak i¢in kullanilan

varsayimsal tekniktir.

Sifir kesisim prosediirii: Bu strateji, ikincil kesisimlerin sifir ¢izgisini isaret ettigi
belirli frekanstaki yardimci spektrumlari tahmin eder. Sifir kesisim prosediirii ile bir
parcanin empedansi diger parganin giivencesi altinda bertaraf edilir (Willard ve ark.,

1988).

Tiirev spektrumlar kantitatif incelemede, alt spektrumlar, kaplama gruplarim
belirlemek icin spektrumlar arasinda bir ayrim gelistirir. Savitzky-Golay adi verilen
bilgisayarlt hesaplama stratejisine genellikle ikincil spektrumlarin elde edilmesinde
dikkat gekici bir sekilde deginilmektedir. Yaygin strateji, absorbans araliginin frekansa
gore ilerleme hizinin ¢izilmesini igerir. Yardimci spektrumlar cesitli deneme
yontemleriyle elde edilebilir; araligin dikkatli bir sekilde veya otomatik tutarli bir yapida
kaydedilip kaydedilmedigine bakilmaksizin ayirma matematiksel olarak miimkiin
olmalhdir. Araligin tutarli bir oranda incelenmesi durumunda, araligin zaman
tamamlayicist tamamlanarak veya frekans ayari yapilarak sabit alt spektrumlar
kaydedilebilir. Frekans dengesi cihazi, bir 151k emisyonunun frekansta kiiciik bir
degisiklikle (1-2 nm) kontrast olusturdugu ve iki okuma arasindaki farkin kaydedildigi
alt spektrumlar1 kaydetmek i¢in kullanilir; otomatik teknik genellikle ikincil kivrimlar
elde etmek icin kullanilir. Kantitatif olarak ikinci veya dordiincii istek ikincil kivrimlar
icin, uzun dalga iist uydunun veya kisa dalga {ist uydunun {ist boylar1 tahmin edilir.
Yardimer spektrumlarin sorun diizeyi, uydu zirvelerinin varligiyla birlikte artar. ikinci
yardimct spektrum, iki keskin tepe noktasinin ve bir kutunun varlifiyla ele alinir.
Coziiciilerin tist kisimlar tizerinde sasirtici bir etkisi vardir. Coziiciiniin u¢ noktasina bagh
olarak, tepe noktalar1 ve kutu ya daha sinirli ya da daha uzun frekansa dogru hareket eder

(Upstone, 2000) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. UV tiirevi sifir dereceli tiirev spektrumunun bir temsili
Bu Do araliginda 6rnegin sifirinci istek, tipik asimilasyon spektrumunun 6gesidir.
Sifirinct istekten itibaren 1., 2., 3. ve 4. istek alt spektrumlari dogrudan elde edilebilir.

Yardimct yapilar tarafindan diizenlenen artis, glivencenin duyarliliini artirir.

Birinci dereceden tiirev spektrumu: Sifir istek araliginin bir kez tiiretilmesiyle
elde edilir. Frekans ile absorbansin dalga boyuna karsi ilerlemesinin, absorbansin frekans

ile ilerleme hizinin grafigidir.

Ikinci dereceden tiirev spektrumu: Sifir istek araliginin iki kez tiiretilmesiyle

elde edilir. Bu, dalga boyuna kars1 alim araliginin gel-git grafigidir.

Uciincii dereceden tiirev spektrumu: Ikinci istek aralig1 iiciincii istek yardimci

araligi, benzersiz biikiilmeye gore dagilim kapasitesini gosterir.

Dérdiincii dereceden tiirev spektrumu: Ikinci istegin araligi yeniden
diizenlenmistir ve tasa yerlestirilmemis dordiincii yan smirl gruplar tarafindan birinci

banttan daha keskinlestirilmis bir odak tepesine sahiptir (Purbaningtias ve ark., 2020).
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Sekil 2.7. Sifir, birinci ve ikinci dereceden tiirev spektrumu

2.7. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karisim halindeki molekiillerin ylizeye veya kati igerisine
uygulanmas1 ve akiskanin kararli fazinin, hareketli bir faz yardimiyla hareket ederken
birbirinden ayrilmasi prensibine dayanmaktadir (Coskun, 2016). Bu ayirim isleminde
etkili olan faktorler arasinda adsorpsiyon (sivi-kati), bolinme (sivi-kati) ile ilgili
molekiiler ozellikler ve molekiil agirliklar1 arasindaki afinite veya farkliliklar yer
almaktadir (Cuatrecasas ve ark., 1968). Bu farkliliklar nedeniyle karisimin bazi
bilesenleri sabit fazda daha uzun siire kalarak kromatografi sisteminde yavas hareket
ederken, bazilar1 ise hizla hareketli faza gecerek sistemi daha hizli terk eder (Koba ve

ark., 2008b).
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2.7.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Karisimin igerdigi sabit faz, hareketli faz ve maddeler arasindaki etkilesimin tiirt,
molekiillerin birbirinden ayrilmasinda etkili olan temel bilesenlerdir. Pargalamaya dayali
kromatografi yontemleri, amino asitler, karbonhidratlar ve yag asitleri gibi kiiclik
molekiillerin ayrilmasinda ve tanimlanmasinda oldukca etkilidir. Farkli elementler,
niikleik asitler, proteinler, alkoller, amino asit, karbonhidrat, siv1, gaz vs. belirlenmesinde
farkli kromotografik yontemler kullanilmaktadir. Bu amagla c¢esitli kromatografi

yontemleri gelistirilmistir.

Kromatografi tiirleri

* Kolon kromatografisi

« Iyon degistirme kromatografisi

« Jel gegirgenligi (molekiiler elek) kromatografisi
« Afinite kromatografisi

 Kagit kromatografisi

« Ince tabaka kromatografisi

 Gaz kromatografisi

* Boya ligand kromatografisi

* Hidrofobik etkilesim kromatografisi

* Psddoafinite kromatografisi

* Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
Kolon Kromotografisi
Proteinler boyut, sekil, net yiik, kullanilan sabit faz ve baglanma kapasitesi gibi

farkli karakteristik 6zelliklere sahip oldugundan, bu karakteristik bilesenlerin her biri
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kromatografik yontemler kullanilarak saflastirilabilir. Kolon kromatografisi, bir sivi
icinde ¢Oziinmiis bir karisimdan tek bir kimyasal bilesigi ayirmak i¢in kullanilan bir
tekniktir. Bilesikler kolon boyunca farkli hizlarda hareket ettikce, bilesiklerin adsorbana
diferansiyel adsorpsiyonuna dayali olarak maddeleri ayirir ve bu da fraksiyonlara
ayrilmalarim1 saglar. Bu teknik, gelecekteki deneylerde kullanilabilecek malzemeleri
saflagtirmak igin kii¢iik 6lgekte oldugu kadar biiylik 6lgekte de kullanilabilir. Bu yontem
bir tiir adsorpsiyon kromatografi teknigidir (Sekil 2.8). Kolon Kromatografisi Prensibi
Ayrilmas1 gereken karisimla birlikte hareketli faz kolonun {ist kismindan verildiginde,
karisimin tek tek bilesenlerinin hareketi farkli hizlarda olur. Sabit faza daha diisiik
adsorpsiyon ve afiniteye sahip bilesenler, sabit faza daha yiiksek adsorpsiyon ve afiniteye
sahip olanlara kiyasla daha hizli hareket eder. Hizl1 hareket eden bilesenler ilk dnce
uzaklastirilirken yavas hareket eden bilesenler en son eliie edilir. Coziinen molekiillerin

kolona adsorpsiyonu tersinir bir sekilde gergeklesir (Das ve Dasgupta, 1998).
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Sekil 2.8. Kolon kromotografisi
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Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon Degistirme Kromatografisi (IEC), iyonize olabilen molekiillerin yiik
ozelliklerindeki farkliliklar temelinde ayrilmasini saglar. Biiyilik 6rnek isleme kapasitesi,
genis uygulanabilirligi (6zellikle proteinler ve enzimler i¢in), makul maliyeti, giiclii
¢ozme kabiliyeti ve 6l¢ek biiylitme ve otomasyon kolayligi, tiim sivi kromatografi (LC)
teknikleri arasinda en ¢ok yonlii ve yaygin kullanilanlardan biri haline gelmesine yol
acmistir (Karlsson ve Ryden, 1998). Pozitif yiikli iyon degisim matrislerine anyon,
negatif yiiklii gruplarla baglanan matrislere katyon degisim matrisleri olarak tanimlanirlar

(Sekil 2.9) (Biosciences, 2002).

Katyonlar sabit
faza baglanir

Anyon Degistirici
Regine

Sekil 2.9. Iyon degistirici kromotografisi

Jel Gegirgenligi (molekiiler elek) Kromatografisi

Jel gecirgenlik kromatografisi, sabit fazin bir kromatografik kolona dikkatlice
paketlenmis ve bir hareketli faz tarafindan sisirilmis gdzenekli ¢apraz bagl bir jel oldugu
0zel bir s1v1 kromatografi islemidir. Kromatografik nedenlerden dolay1 jel genellikle
miimkiin olan en kiigiik ¢apa ve dar bir boyut dagilimina sahip kiiresel boncuklardan

olusur. Alikoyma mekanizmasi nedenleriyle, gézeneklerin boyutu ¢ozeltide ayristirilacak
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makromolekiillerin boyutuyla ayni biiyiikliik sirasina sahip olmalidir. Bu nedenle,
modern geleneksel Sivi Kromatografisinin (HPLC) aksine, ¢ap1 10 um'den ¢ok daha

kiigiik olan jel boncuklarin kullanilmasi genellikle miimkiin degildir (Determann, 2012).

Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, karmasik karisimlardan belirli bir molekiiliin veya bir grup
molekiiliin saflastirilmasi igin en gesitli ve giiclii kromatografik yontemlerden biridir.
Enzim ve substrat, reseptor ve ligand veya antikor ve antijen arasindaki etkilesimler gibi
iki molekiil arasindaki oldukg¢a spesifik biyolojik etkilesimlere dayanir. Tipik olarak
tersine gevrilebilir olan bu etkilesimler, hedef molekiil hareketli fazdayken sabit bir faz
olusturmak i¢in afinite ligand1 olarak adlandirilan etkilesen molekiillerden birinin kat1 bir
matris {izerine yerlestirilmesiyle saflastirma i¢in kullanilir (Wilchek & Chaiken, 2000).
Basaril1 bir afinite saflagtirmasi, uygun bir afinite ligandinin ve saflagtirma prosediiriiniin
secilmesine yardimci olmak i¢in hedef molekiil ile ligand arasindaki etkilesimlerin dogasi
hakkinda belirli bir derecede bilgi ve anlayis gerektirir. Afinite saflagtirmasinin artan
popiilaritesiyle birlikte, afinite matrislerine baglanmis yaygin olarak kullanilan

ligandlarin ¢ogu artik ticari olarak mevcuttur ve kullanima hazirdir (Firer, 2001).

Kagit Kromatografisi

Kagit kromatografisi, sabit faz ve hareketli fazdaki (¢6ziicii) diferansiyel
¢cOziinlirliige dayali olarak bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilan bir tekniktir. Kagit
kromatografisi ile amino asit ayriminda, ¢6ziicli kagit boyunca hareket eder ve amino
asitleri de beraberinde tasir. Amino asitler kagit lizerinde diferansiyel ¢oziiniirliige gore

ayrilir (Stoddard ve ark., 2007).
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ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi bir “kati-sivi adsorpsiyon” kromatografisidir. Bu
yontemde sabit faz, cam plakalar iizerine kaplanmis kati bir adsorban maddedir.
Adsorban malzeme olarak tiim katt maddeler kullanilir. Kolon kromatografisinde
(aliimina, silika jel, seliiloz) kullanilabilir. Bu yontemde hareketli faz, sabit faz boyunca
yukariya dogru hareket eder. Coziicii, kilcal etki yoluyla ¢oziiciiye batirilmis ince plaka
tizerinde yukart dogru hareket eder. Bu islem sirasinda plakanin alt kismina dnceden
damlatilan karigimi da farkli akis hizlarinda pipet yardimiyla yukariya dogru siirer.

Boylece analitlerin ayrilmasi saglanir (Sherma ve Fried, 2003).

Gaz Kromatografisi

Bu yontemde sabit faz, cihaza yerlestirilen ve inert bir katinin yilizeyine adsorbe
edilen bir siv1 sabit fazi igeren bir siitundur. Gaz kromatografisi bir “gaz-siv1”
kromatografisidir. Ayirmalar gaz kromotografisi ile, bir karisim dar bir bant olarak
enjekte edildikten sonra kii¢tlik ¢apli bir tiipte (kolon) tutulan hareketli bir gaz fazi ile sabit
bir siv1 faz1 arasindaki bir dizi bélme ile elde edilir. Daha sonra bir dedektor, ayrilmig
bilesenleri tasiyan kolondan ¢ikarken gaz akisinin bilesimini izler ve elde edilen sinyaller
veri toplama i¢in girdi saglar. Gaz kromotografisi, kaynama noktalar1 sifirdan 700 K'nin
izerine kadar olan bilesikler iceren veya birkagc mmHg buhar basinci verecek sekilde
ayrismadan yeterince 1sitilabilen karigimlarin analizine uygulanabilir. Uguculugu
artirmak i¢in tiirevlendirme bu aralig1 genisletir. Numune boyutu pg kadar kii¢iik olabilir,

ancak analitik uygulamalarin aksine preparatif uygulamalarda onlarca gram islenebilir.

Gaz kromotografisi artik basta petrokimya tiretimi olmak iizere birgok endiistride
ve gevre, gida kirleticileri, ilag kalintilar1 ve adli analizlerde aragtirma, gelistirme ve kalite

kontroliin temelini olusturan standart bir analitik yontemdir.
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Boya Ligand Kromatografisi

Boya-ligandlar, spesifik afinite kromatografisi i¢in dogal muadillerine 6nemli
alternatiflerden biri olarak kabul edilmistir. Boya-ligandlari, bazi durumlarda olduk¢a
spesifik bir sekilde c¢ogu protein tiiriinii baglayabilmektedir. Ticari olarak temin
edilebilirler, ucuzdurlar ve 6zellikle hidroksil gruplari tastyan matrisler {izerinde kolayca
immobilize edilebilirler. Boyalarin hepsi dogada sentetik olmasina ragmen, yine de
afinite ligandlar1 olarak siniflandirilirlar ¢linki bu proteinler igin substratlarin,
kofaktdrlerin veya baglayici ajanlarin yapisini taklit eden bir¢ok proteinin aktif bolgeleri
ile etkilesime girerler. Reaktif boyalar olarak bilinen bir dizi tekstil boyasi, protein
saflastirma icin kullanilmistir. Bu reaktif boyalarin ¢ogu, reaktif bir gruba (genellikle
mono- veya diklorotriazin halkasi) bagli bir kromofordan (azo boyalar, antrakinon veya
fathalosiyanin) olusur. Boya ligand1 ve proteinler arasindaki etkilesim elektrostatik,
hidrofobik, hidrojen bagmin karmasik kombinasyonu ile olabilir. Boya afinite
sistemlerinde destekleyici matrisin se¢imi ilk onemli husustur. Boya molekiillerinin
destek matrisi tizerine immobilizasyonu i¢in genellikle birka¢ ara adimin takip edildigi
cesitli yontemler vardir. Basarili bir ayirma i¢in hem adsorpsiyon hem de eliisyon
adimlant dikkatlice optimize edilmeli/tasarlanmalidir. Boya afinite sistemleri, kiiresel
sorbentler seklinde veya afinite membranlar1 olarak protein ayirmada kullanilmigtir

(Scopes, 1984).

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC)

Bu yontemde afinite kromatografisinde ligand baglanmasi i¢in kolon malzemesi
olarak hazirlanan adsorbanlar kullanilir. HIC teknigi, kromatografi matrisine bagli yan

zincirler arasindaki hidrofobik etkilesimlere dayanmaktadir (Mahn ve Asenjo, 2005).
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Psodoafinite Kromatografisi

Antrakinon boyalart ve azo boyalar1 gibi baz1 bilesikler, o6zellikle
dehidrojenazlara, kinazlara, transferazlara ve rediiktazlara olan afinitelerinden dolay1
ligand olarak kullanilabilir. Bu tiir kromatografinin en ¢ok bilinen tiirii immobilize metal

afinite kromatografisidir (Porath, 1992).

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC s1vi kromatografisinin sadece bir tiiriidiir, yani hareketli faz bir stvidir. Ters
fazin anlami, hareketli fazin nispeten polar olmasi ve sabit fazin nispeten polar
olmamasidir. Béylece polar olmayan bilesikler polar bilesiklere gére daha fazla tutulur
(yani daha uzun alikonma siirelerine sahip olur). Normal faz HPLC'de hareketli faz
nispeten polar degildir ve sabit faz nispeten polardir. Diger daha genel HPLC tiirleri
arasinda bolme, adsorpsiyon, iyon degistirme, boyut dislama ve ince tabaka
kromatografisi yer alir. HPLC yonteminin amaci, ana ilaci, herhangi bir reaksiyon
safsizligini, mevcut tiim sentetik ara iirlinleri ve herhangi bir bozucu maddeyi ayirmak ve
miktarini belirlemektir. HPLC artik analitik kimyadaki en gii¢lii araglardan biridir. Bir
stv1 iginde ¢oziilebilen herhangi bir numunede bulunan bilesikleri ayirma, tanimlama ve
miktarini belirleme yetenegine sahiptir. HPLC, ilag iirlinlerinin hem kantitatif hem de
kalitatif analizi i¢in yaygin olarak kullanilan ve ilag iiriinii stabilitesinin belirlenmesinde

kullanilan en dogru analitik yontemdir (Harvey, 2010).

2.7.2. Kromatografide Temel Kavramlar

1. Ayirim Giicii (Rezulusyon RS)

HPLC'de en 6nemli sey optimum ¢oziiniirliigiin minimum siirede elde edilmesidir.
Iki tepe noktasi arasinda 1,5 veya daha biiyiik bir ¢oziiniirliik degeri, numune
bilesenlerinin, her bir tepe noktasinin alam1 veya yiiksekliginin dogru bir sekilde

Ol¢iilebilecegi bir dereceye kadar iyi (taban ¢izgisi) ayrilmasini saglayacaktir.
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Her bir tepe noktasinin tabanindaki genislik, gosterildigi gibi tepe noktasinin her
iki tarafindaki biikiilme noktalarna ¢izilen tegetler tarafindan kesilen tepe tabani
boliimiidiir. Coziiniirlik arttikga ayirim i¢in gereken siirenin de arttigina dikkat
edilmelidir. Bir kromatografi olarak, zorlu ayrimlara yonelik arzunuzu zaman ve

malzeme arzusuyla dengelemeniz gerekecektir (Scientific, 2014).

2. Alikonma (Retansiyon)

Alikonma faktorii, analitin kolon {izerinde tutulma siiresinin, tutulmayan bilesigin
tutulma siliresine oranina esittir. Tutulmayan bilesigin sabit faza afinitesi yoktur ve
'bekletme siiresi' veya '0lii zaman' olarak da bilinen to zamaninda solvent cephesi ile

eliisyona ugrar.

(tr — to)
to

K =

to'r belirlemek icin Enjeksiyon solventi detektorden gecerken absorbans veya

kirilma indeksindeki farkliliklar nedeniyle goriilen taban ¢izgisi bozulmasindaki siire

Tutma faktori, kiiciik akis hizi degisiklikleri ve siitun boyutlari dahil
olmak {izere baz1 6nemli degisken faktorlerden bagimsizdir. Bu nedenle, farkli HPLC
sistemleri kullanilarak elde edilen kromatografik piklerin tutulmasmi karsilastirirken

faydali bir parametredir (Scientific, 2014).

3.Secicilik

Secicilik (veya ayirim) faktorii (o), kromatografik sistemin numune bilesenleri
arasinda 'kimyasal olarak' ayrim yapabilme yetenegidir. Genellikle s6z konusu iki pikin
tutma (kapasite) faktorlerinin (k) orani olarak 6l¢iiliir ve iki pikin tepe noktalar1 arasindaki

mesafe olarak gorsellestirilebilir.
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Yiiksek a degerleri, 1yi ayirim giiciinli ve her pikin APEX'i arasinda iyi bir ayrimi
gosterir. Ancak alfa degeri dogrudan ¢ozilniirliigiin gostergesi degildir. Tanim geregi
secicilik her zaman birden biiyiiktiir; a bire esit oldugunda iki tepe birlikte eliite olur (yani
tutma faktorii degerleri aynidir). Segicilik degeri ne kadar biiyiik olursa, iki pikin tepe

noktalar1 o kadar birbirinden uzaklasir.

Bir ayirmminin seciciligi analitin, hareketli ve sabit fazlarin kimyasimna bagl
oldugundan, bir HPLC ayiriminin segiciligini degistirmek veya optimize etmek amaciyla

bu faktorlerin tiimii degistirilebilir (Scientific, 2014).

4 \Verimlilik

Kromatografik bir pikin verimliligi, analit bandinin HPLC sistemi ve kolonu
boyunca ilerlerken dagilimmin bir 6lciisiidiir. ideal bir diinyada, kromatografik tepe
noktalar1 kalem inceliginde ¢izgiler olacaktir, ancak dagilma etkilerinden dolay1 tepe

noktalar1 tanidik 'Guassian' seklini alir.

2

tr
V- 16(2)
w

Plaka numaras1t (N), HPLC kolonundaki kolon performansini yansitan tepe
dagilimmin bir ol¢iisiidiir. Verimlilik, kolon verimliligini kolonun Teorik Plakalara
boliindiigi fraksiyonel damitma islemine benzeten Martyn ve Synge'nin benzetmesinden

tiiretilmistir.

Her plaka, numune bilesenlerinin kolondaki sabit ve hareketli faz arasinda bir
dengeye ulastigi mesafedir. Bu nedenle, bir siitunda ne kadar ¢ok teorik plaka mevcut
olursa, o kadar fazla dengeleme miimkiin olur ve aymrim Kalitesi de o kadar iyi olur

(Scientific, 2014).
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5. Faktorlerin Birbiri ile Tliskisi

Bir ayiriminin ii¢ bileseni; hiz, ayirim giicli ve alikonma veya kapasite faktorii
birbiri ile iligkilidir; bu ylizden herhangi birinin iyilestirilmesi digerlerini etkiler. Bir
ayirim igleminde optimizasyon, en etkin ayrima ulasana kadar her bir parametrenin
basamakli incelenmesi ile saglanir. Ayirim giicii, ayrimi iyilestirecek veya birlestirecek

ti¢ faktoriin fonksiyonudur (Scientific, 2014):

VN -
=2 () e

2.8. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon

2.8.1 Dogrusallik ve Ol¢iim Arahg

Bir test prosediiriiniin dogrusalligi, numunedeki analitin derisimiyle dogrudan
orantili sonuclar iiretme yetenegidir (belirli bir aralik dahilinde). Aralik, yazili yontem
kullanilarak kesinlik, dogruluk ve dogrusallikla belirlenen analitin iist ve alt seviyeleri
arasindaki araliktir. ICH yonergeleri belirli minimum belirlenmis araliklarla birlikte
minimum bes derisim seviyesini belirtir. Test i¢in belirlenen minimum aralik teorik aktif
iceriginin %80-120'sidir. Dogrusallik verilerinin kabul edilebilirligi genellikle tepkiye
kars1 derisim grafigi i¢in dogrusal regresyon ¢izgisinin korelasyon katsayisi ve y-kesisim
noktas1 incelenerek degerlendirilir. Regresyon katsayisi (r?) genellikle verilerin regresyon
cizgisine kabul edilebilir uyumunun kaniti olarak kabul edilir. Yiizde bagil standart sapma

(RSD), kesisim ve egim hesaplanmalidir (Shabir, 2004).

2.8.2 Dogruluk

Bir yontemin, analite yonelik dogru sayisal yaniti vermesi durumunda dogru
oldugu soylenir. Yontem, s6z konusu malzemenin spesifikasyonuna uygun olup
olmadigmi  belirleyebilmelidir ~ (6rnegin, mevcut maddenin tam  miktarini

saglayabilmelidir). Ancak mevcut miktar tam olarak bilinmediginden dogrulugu tahmin
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etmek icin bir test yontemi kullanilir. Ayrica, birkag tekrarl testin sonuglarinin hepsinin
ayni cevabi vermesi nadirdir, dolayisiyla ortalama veya ortalama deger, dogru cevabin

tahmini olarak alinir.

Bazi analistler, hatayla ifade edilen kesinlik konusunda daha pratik bir tutum
benimsiyor. Mutlak hata, analitin g6zlemlenen ve beklenen derisimleri arasindaki farktir.
Yiizde dogruluk, beklenen ve gézlemlenen derisimler arasindaki yiizde farki cinsinden

tanimlanabilir.

Yiizde dogruluk, kalibrasyon egrisinin alt ucunda daha diisiik olma egilimindedir.
Dogruluk terimi genellikle nicel yontemlere uygulanir ancak limit testleri gibi yontemlere
de uygulanabilir. Dogruluk genellikle standart malzemenin bilinen bir miktarinin ¢esitli
kosullar altinda o6l¢iilmesiyle belirlenir, ancak diger bilesenlerin analitik yonteme
miidahale etmemesini saglamak i¢in tercihen formiilasyonda, dokme malzemede veya ara
tirtinde olgiiliir. Analiz yontemleri i¢in, katkili numuneler hedef derisiminin %50-150'si
araliginda ti¢ seviyede ii¢ kopya halinde hazirlanir. Daha sonra geri kazanim yiizdesi

hesaplanmalidir (Guideline, 1994).

2.8.3. Saglamhk

Saglamlik, analitik bir yontemin, yontem parametrelerindeki kiigiikk ama kasith
degisikliklerden etkilenmeden kalma kapasitesini dl¢er. Ayni zamanda normal kullanim
sirasinda analitik yontemin glivenilirligine dair bazi gostergeler saglar. Arastirilmasi
gereken parametreler, hareketli fazdaki veya gradyan rampasindaki organik igerigin
yiizdesi; hareketli fazin pH''; tampon derisimi; sicaklik; ve enjeksiyon hacmi. Bu
parametreler, faktoriyel deneyin bir pargasi olarak ayni anda veya ayni anda bir faktor

olarak degerlendirilebilir. Degistirilmis parametreler kullanildiginda temsili safsizliklar
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iceren bir numune igin elde edilen kromatografi, hedef parametreler kullanilarak elde

edilen kromatografiyle karsilagtirilmalidir (Shabir, 2003).

2.8.4. Kesinlik

Kesinlik bir analitin tim olgtimlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi gerektigi
anlamina gelir. Tiim kantitatif sonuglar yiiksek hassasiyette olmalidir; test sisteminde
+%2'den fazla degisiklik olmamalidir. Yararli bir kriter, sistemin belirsizliginin bir

gostergesi olan bagil standart sapma (RSD) veya varyasyon katsayisidir.

ICH'ye gore hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve ara hassasiyet olmak tizere iki farkli
seviyede gerceklestirilmelidir. Tekrarlanabilirlik, laboratuvardaki bir operatdriin ayni
ekipman ve reaktifleri kullanarak ayni yontemi farkli zamanlarda kullanarak aym
malzeme grubu i¢in ayni sonucu elde etmesinin ne kadar kolay oldugunun bir
gostergesidir. Prosediiriin belirtilen araligini kapsayan en az dokuz tespitten (6rnegin, her
biri {i¢ seviye, li¢ tekrar) veya testin veya hedef derisiminin %100'linde en az alt1 tespitten

belirlenmelidir.

Orta diizeyde kesinlik, farkli giinler, analistler ve ekipman gibi farkliliklardan
kaynaklanir. Ara kesinligin belirlenmesinde, bireysel degiskenlerin etkilerinin (varsa)
izlenebilmesi i¢in deneysel tasarim kullanilmalidir. Bir tahlil yonteminin kesinlik
kriterleri, cihaz hassasiyetinin ve tahlil i¢i kesinligin (RSD) <%?2 olmasidir (G. Shabir,

2004).

2.8.5. Teshis (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Teshis smir1 (LOD), bir numunedeki analitin dlglilmeyen, tespit edilebilen en
diisiik derisimi olarak tanimlanir. Genellikle belirli bir sinyal:giiriiltii oranindaki derisim
olarak ifade edilir. Kantitasyon sinir1 (LOQ), bir numunedeki analitin belirtilen ¢alisma

kosullar altinda kabul edilebilir hassasiyet ve dogrulukla belirlenebilen en diisiik derisimi
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olarak tanimlanir. ICH, 10:1'lik bir sinyal: giiriiltii oran1 énermektedir. LOD ve LOQ
ayrica yanitin standart sapmasina (SS) ve asagidaki formiillere gére LOD'ye yaklasan

seviyelerde kalibrasyon egrilerinin egimine (SD) dayali olarak da hesaplanabilir.

Yanitin standart sapmasi, boslugun standart sapmasina, regresyon ¢izgisinin kalan
standart sapmasina veya regresyon ¢izgilerinin y kesisimlerinin standart sapmasina bagl
olarak belirlenebilir. LOD ve LOQ'yu belirlemek i¢in kullanilan yontem belgelenmeli ve
desteklenmeli ve seviyeyi dogrulamak icin uygun sayida numune limitte analiz

edilmelidir (Shabir, 2004).

2.8.6. Secicilik ve Duyarhhik
Yontemin seciciligi; analiti ornekte varligi tespit edilmis ve analitle girisim
yapabilen diger bilesenlerden ayirt etmesidir. Segicilik yeterli diizeyde degilse, yontemin

dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir siiphe uyanir (Shabir, 2003).

2.8.7. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiilen miktar ile iligkili olarak karsilasilabilecek degerler dagilimini ifade eder.
Olgiim belirsizligi, ger¢ekte, her lgiim sonucu ile birlikte yer almasi gereken bir
parametredir. Testin gliven diizeyini gosterir. Testi kullananlara ol¢iimiin kalitesi
hakkinda bilgi verir, sonucun gercek degeri ne Olclide yansittigini gosterir.
Laboratuvarlar, kendi kosullarinda tiim belirsizlik kaynaklarini sistematik olarak
inceleyip, belirsizlik degerlerini 6l¢iim sonucu ile birlikte rapor etmelidir (Guideline,

1994).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Metanol (honeywell)

Acetik asit (merck)

Ultrasaf su

Otomatik Pipet (10-100pul, 100-1000ul)
Erdostin (Sandoz Novartis)

Chitosan (Merck)

Polivinil alkol (Merck)

3.2. Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Memmert)

Terazi (Shimadzu)

Vorteks Karistirict (Heidolph)
Ultrasonik Banyo (Isolab)

HPLC Sistemi

Agilent 1220 HPLC.

3.3. HPLC Yontem Sartlar:

Erdostein i¢in HPLC ¢aligmasinda uygulanan kromatografik yontem sartlari Tablo

3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. HPLC yo6ntem sartlar

Yontem Sartlar: Erdostein

Kolon C18 kolon (Zorbax;150 x 4.6 mm, 5 pum)
Dedektor UV Dedektor

Hareketli Faz Metanol-Su(0.01 M Asetik asit)(65:35, V:V)
Akis Hizi (mL/dk) 0.4

Dalga Boyu (nm) 235

Eliisyon [zokratik

Kolon Sicakligi (°C) 40

Enjeksiyon hacmi (uL) 5

3.3.1. HPLC Yontem Gegerlilik Testleri

Bu ¢alismada analizlerde kullanilan gecerlilik testleri, ICH Q2B (The International
Conference on Harmonization) rehberine uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.3.1.1. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

Bu calisgmada kalibrasyon egrisi elde edilebilmek i¢in 0.1-25 pg/mL
derisimlerdeki standart c¢ozeltilerin HPLC’den kromotogramlar1 alinmistir. Bu
kromotogramlar da bulunan piklerin alanlarmma karsilik gelen derisimlere gore
kalibrasyon egrisi c¢izilmistir. Kalibrasyon egrisi yardimiyla dogru denklemi ve
korelasyon egrisi elde edilmistir.

3.3.1.2. Dogruluk/Kesinlik ve Geri Kazanim

Dogruluk ve kesinlik ¢aligmalari yapilirken kalibrasyon egrisi igerisine diisecek
sekilde ti¢ farkli derisimde kalite kontrol numueleri belirlendi. Kesinlik ve dogruluk
calismalar1 giin i¢i ve glinler aras1 olacak sekilde yapilmistir. Erdostein standart ¢alisma
cozeltilerin derisimleri 0.25, 8 ve 24 ng/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Herbir kalite
kontrol numunesi 6 defa analizleri yapildiktan sonra kesinlik % bagil standart sapma,
dogruluk % bagil hata ile verildi.

Dogruluk [%BH: (bulunan-eklenen/eklenen) x 100], kesinlik [% BSS:

(SS/ortalama deger) x 100] ile hesaplanmistir.
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Farmasotik preparatlar i¢in analitik geri kazanim, standart ekleme yontemine gore
yapildi.

3.3.1.3. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simir1 (LOQ)

HPLC yonteminde, kromatogramlarda sinyal/giiriiltii oranimnin 0,03 oldugu
derisim gozlenebilme siir1 (LOD), 0.1 oldugu derisim ise miktar tayin alt sinir1 (LOQ)
olarak belirlendi.

3.3.1.4. Kapsiil Cozeltilerin Hazirlanmasi

Erdostein etkin maddesini igeren farmosetik preparat Erdostin 300 mg eczaneden
temin edildi. Erdostin kapsiil agilarak igersindeki toz alinarak tartildi. Metanol i¢ersinde
100 pg/mL derisimde stok ¢ozelti hazirlandiktan sonra 25 pg/mL erdostein ¢ozeltisi
hazirlandi. Sonrasinda HPLC cihazinda miktar tayini yapildi.

3.3.1.5. Stres Testi

Erdosteinin stabilitesini arastirmak amaciyla farkli sartlar altinda stres ¢alismalari
yapildi. Erdostein asidik (0.1 M HCI), bazik (0.1 M NaOH) ve oksitleyici (0.1 M H20»)
ortamlarda 2 saat bekletildikten sonra validasyonu yapilmis olan HPLC’de analizler
yapildi.

3.4. Adsorpsiyon Calismasi

3.4.1. Adsorbentin (Kitosan /Polivinil Alkol) Hazirlanmasi

Kitosan %2’lik asetik asit ¢Ozeltisinde tamamen ¢6ziindirildi. PVA, 90°C'de
damitilmis su ile karistirillarak tamamen ¢oziildii ve kitosan ¢ozeltisine eklendi. Bu son
coOzelti 3 saat karistirildi. Cozelti -80 °C’de 3 saat donduruldu ve liyofilize edildi. Elde
edilen kopiik benzeri adsorbentleri, adsorpsiyon deneyleri i¢in kiiglik pargalar halinde

kesildi.
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3.4.2. Adsorbentin Karakterizasyonu

Hazirlanan adsorbent dncelikle kimyasal yapilar1 ve baglar1 anlamak i¢in Bruker
VERTEX 70v model FT-IR (Fourier transform kizilétesi spektrometre) kullanilarak
4000—400 cm ™ araliginda analiz edildi.

3.4.3. Adsorpsiyon Calismasi

Adsorpsiyon deneyleri zamana bagli olarak erdostein giderim miktarini
belirlemek i¢in yapilmistir. Buna gére 50 mg adsorbent 10 mL hacminde 40 pg/mL
erdostein ¢ozeltisine katilmistir ve 5, 10, 20, 40, 80 dk’lar boyunca calkalayicida (250
rpm) adsorpsiyon deneyleri gergeklestirilmistir. Sonrasinda ¢ozeltiler 6000 rpm’de
santrifiij edilmis ve iistte kalan ¢ozelti alinarak HPLC cihazi ile yeni gelistirilmis yontem

ile analiz edilmistir.

42



4. BULGULAR

4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Yontemi Gelistirme

Erdostein’in 100 pg/mL derisimde metanol igerisinde hazirlanan stok ¢6zeltisi
analiz yapilana kadar -20°C’de kadar bekletilmistir. Bu calismada hareketli faz olarak
Metanol-Su(0.01 M Asetik asit) (65:35, V:V) kullanilmistir. Ayrica en iyi ayirim C18
kolon (Zorbax;150 x 4.6 mm, 5 um) kullanildi. Stok ¢6zeltiden 0.1, 0.5, 1, 5, 10 ve 25
pug/mL derisimlerinde standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen kromotogram
sekil 4.1°de verilmistir. Bu standart ¢ozeltilerinin HPLC’de 235 nm dalga boyunda

kromatogramlari alindi.

VWDT A, Wavelength=235 nm (ERDOSTEIN_CALSUGMLA D)
mAU

Sekil 4.1. Erdostein’in 5 pg/mL derisimde HPLC kromatogrami

4.2. HPLC Yontem Gegerlilik Testleri

4.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon egrisi elde edilebilmek i¢in 0.1-25 pg/mL (0.1, 0.5, 1, 5, 10 ve 25
pg/mL) derisimlerdeki standart erdostein ¢ozeltilerinin HPLC’de kromotogramlari
alinmistir. Bu kromotogramlar da bulunan piklerin alanlarina karsilik gelen derisimlere

gore kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
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Sekil 4.2. Erdostein i¢in HPLC y6ntemi ile kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1.Erdostein kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Enstriimental Sistem HPLC

Dalga Boyu (A: nm) 235

Dogrusal Arahk (ug/mL) 0.1-25

Regrasyon Dogrusu Denklemi y = 14.33x + 0.6505
Korelasyon katsayisi (r) 0.9997

4.2.2. Kararhlik (Stabilite)

Erdostein standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil) kaldig: siireyi
belirlemek amaciyla kararlilik ¢alismasi gergeklestirildi. Bunun i¢in erdosteinin 7.5 ve 22
pg/mL derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakligl, +4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat
stireyle bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin yayma siddetleri 6l¢iildii ve elde edilen
degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri

kazanim ile Tablo 4.2’de verildi.
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Tablo 4.2. Erdostein’in HPLC yontemi ile belirlenen kararlilik (stabilite) degerleri

Oda Oda Oda
Eklenen +4°C +4°C +4°C -20° C -20°C -20°C
sicakhi@r  sicakh@r  sicakhi@y
(ng/mL) (O.saat) (24.saat) (72.saat) (O.saat) (24.saat) (72.saat)
(O.saat) (24.saat) (72.saat)
7.5 8.44 8.20 7.14 7.76 8.07 7.64 8.0 8.04 7.68
22 23.43 23.90 23.38 23.56 23.93 23.10 22.64 23.09 22.50

4.2.3. Dogruluk/Kesinlik
HPLC yonteminin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik hassas tekrarlanabilirligi

belirlenmistir ve bu degerler Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. HPLC calismalarinda erdosteinin giin i¢i ve gilinler arast dogruluk ve kesinlik
degerleri

Giin ici Giinler Arasi
Eklenen  Bulunan X+ SS % % Eklenen X+ SS % %
(ug/mL)  (pg/ml) (ng/mL) BSS BH (ng/mkL) (ng/mL) BSS BH
0.27 0.27
0.27 0.27
0.27 0.27
0.25 097 0.27+0.003 1.113 8 0.97 0.271+0.013  4.79 8.4
0.27 0.27
0.27 0.27
8.51 8.54
8.53 8.46
8.57 8.52
8 8.54 8.52+0.033 0.387 6.5 852 8.51+0.044  0.517 6.375
8.49 8.58
8.48 8.45
24.28 24.35
24.28 24.41
24.24 24.28
24 24.30 24.27£0.023 0.094 111 24,36 24.35£0.053 0.217 1.458
24.26 24.42
24.25 24.29
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4.2.4. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simir1 (LOQ)

HPLC yonteminde, kromatogramlarda sinyal/giiriiltii oraninin 0.03 oldugu
derisim gozlenebilme sinir1 (LOD), 0.1 oldugu derisim ise miktar tayin alt sinir1 (LOQ)
olarak belirlendi.

4.2.5. Analitik Geri Kazamim

Erdostein i¢cin HPLC gelistirilen yontemin uygulanabilir oldugunu gérmek icin
ticari olarak piyasada mevcut olan Erdostin(300mg) eczanelerden temin edildi. Bu ilag
25 pg/mL derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin HPLC ydntemiyle
kromatogramlar1 alindi, pik alanlar1 okundu, pik alan oranlar1 belirlendi. Sonuglar % geri
kazanim degerleriyle verildi. Farmasotik preparatlardan elde edilen spektrumlar Sekil

4.3’de ve analiz sonuglar1 Tablo 4.3 *de verildi.

mAU

40
35
30
25

20

1 2 é 4 5 é % min|

Sekil 4.3. Erdostin kapsiiliin 25 pg/mL derisimindeki HPLC kromatogrami
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Tablo 4.4. HPLC yo6nteminin tablet ¢ozeltilerinin analiz sonuglari

o Eklenen Bulunan Geri Kazanim
Ticari Preparat
(ng/mL) (ng/mL)+SS (%)
Erdostin (300mg) 25 24.95+0.35 99.8

SS: Standart Sapma

4.2.6. Stres Calismalari

Sulu, asit, baz ve oksidasyon ortamlarinda erdostein’in bozulma oranlari
hesaplandi. Buna gore Sulu ortamda hi¢ bozulmazken, asit baz ve oksidasyon
ortamlarinda 6nemli derecede bozulmustur. Sulu ortamda %0.24, asitli ortamda %92.04,

bazli ortamda %99.73 ve oksidasyon ortamda %48.15 oraninda bozulma goriilmistiir.

Tablo 4.5. Erdostein’in stres sartlarinda bozulma oranlari

Eklenen Bulunan
. Zaman . Bozulma
Stres Sartlari Erdostein Erdostein
(saat) (%)

(ng/mL) (ng/mL)
Su 200 2 200.4 0.24
Asit Hidrolizi 200 2 15.91 92.04
Baz Hidrolizi 200 2 0.54 99.73
Oksidasyon 200 2 103.7 48.15

4.3. Adsorpsiyon Calismalari

Daha 6nce hazirlanmis Kitosan/PV A adsorbentleri 5, 10, 20, 40 ve 80 dk boyunca
40 pg/ml erdostein c¢ozeltisinde calkalayicida bekletilerek adsorpsiyon islemi
gergeklestirilmistir. Adsorpsiyon sonrasi zamana bagli HPLC kromotogrami Sekil 4.4’te

ve ¢oOzeltide kalan Erdostein yiizdeleri de Tablo 4.4’te verilmistir.
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“VWD1 A, Wavelength=235 nm (ERDOSTEIN_STABILITY\25UGML_80DK.D)

20-

Sekil 4.4. Adsorpsiyon sonrasi zamana baglit HPLC kromotogramu.

Tablo 4.6. Zamana bagl erdosteinin adsorplanma degerleri

/ Bulunan Adsorplanma Miktari (%)

Eklenen Erdostein ]
Zaman (dk) Erdostein

(ng/mL)

(ng/mL)

5 40 37.73 5.67
10 40 35.41 11.47
20 40 27.11 32.22
40 40 9.50 76.25
80 40 9.28 76.8

45. Adsorbentin FTIR Analizi

Adsorbentin kimyasal yapilarinin dogrulanmasi i¢in FTIR analizi yapilmistir.

Kitosan/PVA adsorbentinin FTIR analizi Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5. Adsorbentin (Kitosan/PVA) FTIR analizi
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5. TARTISMA

Analitik kimya, bir madde orneginin kimyasal ve yapisal bilesimi hakkinda
niteliksel ve niceliksel bilgi saglayan bilim dalidir. Alasimli ¢eliklerdeki yiiksek
derisimlerinden, biyolojik dokudaki milyarda bir oranindaki ilag seviyelerine kadar farkli
numuneler analistler tarafindan degerlendirilir. Bu alan, incelenen tiiriin 6lglilmiis bir
fiziksel 6zelliginin kullanilabilir bir sinyale doniistiiriilmesi tizerine kurulmustur. Tarihsel
gelisimine gore genel olarak klasik ve enstriimantal olmak tizere iki kategoriye ayrilir.
Genel strateji, numuneyi dogru bir sekilde hazirlamak, belirli bir analiz yontemi
gelistirmek ve sonuglart istatistiksel degerlendirmeyi de igerebilecek anlamli bir formatta
raporlamaktir.

Bir analist, kendisine sunulan temel teknolojik problem baglaminda 6lgiimleri
tasarlayabilmeli, gerceklestirebilmeli ve yorumlayabilmelidir. Uygun kimyasal
prosediirlerin secimi ve kullanimi genis bir kimya bilgisi gerektirirken, c¢esitli
enstriimanlara asinalik ve bunlar1 kullanma yetenegi de esastir. Son olarak analistler, elde
ettikleri sonuglarin anlamin1 ve giivenilirliini 6lgebilmelerini saglamak icin deneysel
verilerin istatistiksel olarak islenmesine iligkin saglam bir bilgiye sahip olmalidir. Bir
inceleme, numunenin bir veya daha fazla bilegeninin tanimlanmasiyla sinirli oldugunda,
buna niteliksel analiz denir; belirli bir tiiriin ne kadarinin mevcut oldugunu belirlemeye
yonelik bir inceleme ise niceliksel bir analiz olusturur. Bazen bir molekiil veya kristalli
bilesikteki atomlarin uzaysal diizenine iliskin bilgiye ihtiya¢ duyulabilir. Belirli organik
fonksiyonel gruplarin varliginin ve konumunun dogrulanmasi istenebilir. Bu tiir
incelemeler yapisal analiz olarak nitelendirilrbilmektedir. Niteliksel veya niceliksel
analize konu olan herhangi bir tiir, analitler olarak tanimlanir. Niteliksel ve niceliksel
analizde kullanilan teknikler ve yontemler arasinda pek c¢ok ortak nokta vardir. Her iki
durumdea, fiziksel ve kimyasal 'sartlandirma’ yoluyla analiz i¢in bir numune hazirlanir ve

ardindan analite iliskin baz1 6zelliklerin 6l¢timii yapilir. Niteliksel bir analiz i¢in, olumlu

50



ve olumsuz sonuglarin dogru perspektifte goriilebilmesi i¢in duyarlilik sinir1 bilinen bir
testin uygulanabilmesi yeterlidir. Ancak niceliksel bir analiz yapildiginda 6l¢iim ile analit
arasindaki iliskinin kat1 ve dl¢iilebilir bir orantiya uymasi gerekir. Bu sayede numunedeki
analit miktar1 Olgiilebilir. Bu orantiyr korumak i¢in, 6l¢lim yapilacak bir numunenin
hazirlanmasinda kullanilan tiim reaksiyonlarin kontrollii, tekrarlanabilir olmas1 ve 6l¢lim
kosullarinin tiim benzer 6l¢iimler i¢in sabit kalmasi genellikle esastir. Kantitatif analizde
kullanilan yontemlerin dikkatli kalibrasyonuda 6nemlidir. Kimyasal analizin bu yonleri
analistin 6nemli bir gérevidir.

Bu calismada bir mukolotik ajan olan Erdostein etkin maddesinin farmasoétik
preparatlarda miktar tayini i¢in iyi bir literatiir arastirmas: sonrasinda HPLC cihazinda
kullanilmak {izere yeni bir analitik yontem gelistirilerek gegerlilik testlerinin
(validasyonlarinin) yapilmasi amaglandi. Ayrica erdostein etkin maddesinin atik sularda
kirliligini azaltmasi i¢in bir adsorbent yardimiyla adsorpsiyon islemi gerceklestirilmis ve
bu yeni gelistirilen HPLC yontemi ile ¢ozeltideki adsorplanma oranlart bulunmustur.

Kromatografi, sabit faz lizerine tutunmus birbirine benzer maddelerin hareketli faz
vasitastyla ayrilmasidir. Hareketli faz sivi, gaz veya bir siiperkritik akiskan olabilirken,
sabit faz kati, jel veya kati lizerine emdirilmis sivi olabilir. Arastirtlan analitlerin
ozellikleri ve mevcut analitlerin miktari 15181nda secilmelidir. Yanlis bir se¢im basarili bir
analizin yapilmasini engelleyebilir. HPLC yontemi ilag analizlerinde en fazla kullanilan
analitik yontemdir. HPLC nin hassasiyetinin yiiksek olmasi hem farmasétik preparatlarda
hem de biyolojik ortamlarda yapilan analizlerde ¢ok biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Yapilan bu ¢aligmada gelistirilen HPLC yonteminde C18 (Zorbax;150 x 4.6 mm,
5 um) kolonu, metanol-su (0.01 M Asetik asit) (65:35, V:V)’dan olusan hareketli faz, 0.4
mL/dk akis hizi, 235 nm dalga boyu ve 5 pL enjeksiyon hacminden olusan calisma
parametreleri kullanildi. Bu parametreler belirlenirken oncelikle literatiirdeki veriler

incelendi ve bdylelikle en uygun parametreler tayin edildi. Bu yontemin 0.1-25 pg/mL
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derisim araliginda dogrusal oldugu belirlendi. Stok ¢6zeltiden 0.1, 0.5, 1, 5, 10 ve 25
pug/mL  derisimlerinde standart erdostein ¢ozeltileri hazirlandi ve HPLC’de
kromatogramlar1 alindi. Her bir ¢6zeltinin derisimine kars1 erdostein pik alanini grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden,
regresyon dogrusunun denklemi y = 14.33x + 0.6505; erdostein etkin maddesi icin
korelasyon katsayisi (r) 0.9997 olarak belirlendi. Bertolini ve arkadaslar1, Erdostein i¢in
HPLC’de yeni bir metod gelistirmisler ve korelasyon katsayisini (R) 0.9996 bulmuslardir
(Bertolini ve ark. 2018). Literatiirden goriildiigii lizere bu ¢alismada yakin korelasyon
katsayist bulunmustur. Yontemin LOD degeri 0.03 ve LOQ degeri 0.01 olarak
belirlenmistir. Liu ve arkadaglart HPLC’de erdostein i¢in yeni bir metod gelistirmisler ve
LOD ve LOQ degerlerini sirasiyla 3 ve 10 bulmuglardir (Liu ve ark. 2022). Yine benzer
bir ¢calismada Dhoka ve arkadaslar erdostein i¢in HPLC’de LOD ve LOQ degerlerini
sirastyla 5.29 ve 11.14 bulmuslardir (Dhoka ve ark. 2013). Bu sonuglardan anlasildig
tizere LOD ve LOQ degerleri bu ¢alismada daha hassas oldugu goriilmiistiir. Giin i¢i,
dogruluk ve kesinlik calismalarinda %BH ve %BSS sirasiyla % 6.5 ve %0.387 oldugu;
giinler arasi ise %6.375 ve %0.517 belirlendi. Gegerlilik testleri yapilan yontemin
erdostein igeren Erdostin kapsiillerde uygulamasi ile geri kazanim degerleri %99.8
oldugu bulunmustur.

Gelistirilip, gegerlilik testleri yapilan yontemlerin kesinlik ve dogrulugunun iyi
oldugu, geri kazanim degerlerinin yiiksek oldugu bundan dolay1 da yontemlerin rutin
kalite kontrol laboratuvarlarinda rahatlikla kullanilabilecegi sdylenebilir.

Ilaglarin atik sulara karisip dogaya salinmasi ¢evre saghigi agisindan 6nemli bir
sorundur. Bu sebeple kitosan/pva adsorbentleri kullanilarak ¢ozeltideki erdosteinin
adsorplanma miktar1 bulunmustur. Buna goére zamana bagli olarak 5,10,20,40 ve 80 dk
stirelerinde adsorpsiyon islemi gergeklestirilmis ve bu siireler sonunda elde edilen her bir

coOzelti satrifiij islemi sonras1t HPLC ile ¢6zelti i¢erisinde kalan erdostein miktarlar tayin
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edilmistir. Buna gore 5-80 dk arasinda sirasiyla 5.67, 11.47, 32.22, 76.25 ve 76.8 yiizde
erdostein giderimi saglanmistir. En yiiksek adsorplanma 80 dk sonunda %76.8 ile elde
edilmistir.

Kitosanda ve PVA'da sirastyla 3307 cm™ ve 3309 cm™'deki pikler —OH gruplarin,
2912 ve 2917 cm-1'deki pikler ise —NH: titresimlerini gosterir. 1436 cm ™! bantlarin
goriiniimii CH biikiilmesini ve CHs simetrik deformasyonlarin1 dogruladi. 1068 cm™ ve
1080 cmY'deki bantlar C-O gerilmesine karsilik gelir. Literatiirle karsilastirildiginda bu

calismada FTIR analizi ile Kitosan ve PVA varligi dogrulanmistir (Bingél, 2022).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, erdostein etkin maddesinin standart ¢ozeltilerde ve farmasotik
preparatlarda miktar tayini i¢in literaratiirdeki yontemlere alternatif olacak yeni bir HPLC
yontemi gelistirilip gegerlilik testleri yapildi. Ayrica atik sularda kitosan/pva adsorbenti
kullanilarak zamana bagli erdostein giderimi ¢alismasi yapildi. Elde edilen ¢ozeltiler
gelistirilen bu HPLC yontemi ile miktar tayini yapildi.

Gelistirilen bu yontemler hassas, duyarli, se¢ici, dogru ve kesin oldugu gegerlilik
testleri ile gosterildiginden dolay1 yontemlerin farmasotik preparatlarda erdostein miktar
tayini i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varildi. Ayrica adsorpsiyon sonrasi elde edilen
cozeltilerde uygulanabildigi gdriinen bu yontemin bundan sonraki ¢aligmalara da yol

gosterici ve uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.
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