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Bu tez calismasinda, diflukortolon valerat ve izokonazol nitrat etken maddelerinin
ikili karigimlarin iceren farmasotik preparatlarda, ayni anda miktar tayinleri i¢in 1.
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bilgi ve tecriibelerinden faydalanmamu sagladiklari i¢in tesekkiir ediyorum.

Yalnizca akademik cahsmalarimda degil her konuda bana biiyilk destek saglayan
Arastirma Gorevlisi Dr. Ismail Murat PALABIYIK a tesekkiir ediyorum.
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DOGAN TOPAL, Arastrma Gorevlisi M. Gokhan CAGLAYAN, Eczaci Burgin
BOZAL, Kimyager Gozde PEKTAS ’a tesekkiir ediyorum.
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yanimda olan aileme, son olarak ise biitiin yiiksek 6grenimim boyunca bana hep giic
veren, zor zamanlarmu kolaylastiran nisanlim Dogan MANSUROGLU’na sonsuz

tesekkiir ediyorum.
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1. GIRIS
1.1. GIRiS VE AMAC

Diflukortolon valerat (DIF), enflamasyonlu deri hastaliklarinda kullanilan bir
kortikosteroiddir. Izokonazol nitrat (IZO) ise candida tiirleri ve dermatofitleri de
kapsayan genis etki spektrumlu imidazol tiirevi antifungal bir ilactir. DIF + 1ZO
kombinasyonu ise genel olarak bakteri ve/veya mantarla enfekte olmus deri
hastaliklarinda kullanilmaktadir.

Tiirkiye ila¢ piyasasmda DIF + IZO kombinasyonunu iceren iki adet krem
preparati, DIF + klorkinaldol kombinasyonu iceren iki adet preparat, DiF’i tek
basma iceren iki adet merhem preparati bulunmaktadir. IZO’nun ise DIF ile ikili
kombinasyonundan baska IZO’yu tek basma iceren bir krem preparati
bulunmaktadir.

Bu sayilan formiilasyonlar i¢inden iki adet krem preparatmim icerisinde karigim
halinde birlikte yer aldig1 goriilen DIF ve IZO’un aym anda miktar tayinleri icin
rutin analizlerinde kullanilabilecek hizli, kolay ve duyarli analiz yontemleri
gelistirmek tez caligmasmin temel amacit ve bashgi olarak secilmistir. Tiirkiye
dismda DIF + IZO kombinasyonunu iceren ¢ok sayida preparatm tedavide
kullanildig1 da saptanmustir. Bu nedenle de gelistirilecek yontemlerin genis bir alanda
ilag analizlerinde kullanimi saglanmis olacaktir.

Yapilan literatiir ¢ahsmalarmda kaynaklar boliimiinde de gosterildigi sekilde
DIF ve 1ZO icin farmasotik preparatlarda tek basina bulunduklarinda veya koruyucu
maddeler yaninda miktar tayini i¢in yiiksek performansh sivi kromatografik (YPSK)
yontemlerin gelistirildigi gozlenmektedir.

Literatiirlerde DIF ve 1ZO’nun birlikte bulundugu farmasotik preparatlarda
aynt anda miktar tayinleri icin gelistirilmis bir yontem bulunmadigi gozlenmistir.
Dolayisiyla bu tez kapsamu igerisinde yapilacak caligmalar tamamen orijinal
olacaktir.

Secilen formiilasyonlar krem seklinde oldugundan c¢alisma zorlugunu
beraberinde getirmektedir. Bu preparatlar ile calsilirken etken maddelerin igerisinde

bulunduklar1 krem bazmin etkisinin de hesaba katilmasi ve dolayisiyla etken



maddelerin ortamdan ekstre edilmeleri gerekebilmektedir. Bu islem hem uzun
hem de zahmetli bir islem olup sonuglar agisindan hassasiyetin de diismesine neden
olmaktadir. Amacimiz boyle bir ekstraksiyon islemine gereksinim duyulmadan DIF
ve 1ZO’un secilen preparatlarda aym anda miktar tayinlerinin yapilabilmesini
saglamaktir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsamunda ikili karisim halinde bulunan DIF ve
IZO’nun aym anda miktar tayinleri i¢in yukarida belirtilen amaca uygun olarak
yapilacak calismalarda spektrofotometrik analizler temel alinmig ve gerek olciilen
absorbans degerlerini kemometrik teknikler ile degerlendirerek ve gerekse de tiirev
spektrofotometri yardimiyla karisim icerisindeki bu iki etken maddenin higcbir ayirma
islemi gerekmeksizin miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in yontemler gelistirilmesi
amaclanmistir. Kemometrik yontemler olarak; klasik en kiiciik kareler yontemi
(KLEK), ters en kiigiik kareler yontemi (TEK), temel bilesen regresyonu (TBR) ve
kismi en kiigiik kareler (KEK) tekniklerinin uygulanmasi planlanmustir. Elde edilen
sonuglarin karsilastirlmast amaciyla ayrica bir YPSK yontemi gelistirilmesi ve
gelistirilen tiim yontemlerin DIF + IZO iceren secilmis farmasotik preparatlara

uygulamasinin saglanmasi amag olarak belirlenmistir.



1.2. KIMYASAL VE FiZiKSEL OZELLIKLER

1.2.1. Diflukortolon valerat

Yapisi :

Kapah formiil : C,7H36F>Os

Kimyasal yapisi :
6a,9-Difloro-11b,21-dihidroksi- 1 6a-metilpregna-1,4-dien-3,20-dion 21-

valerat

Fiziksel ozellikleri
DIF, beyaz renkte, kokusuz ve kristalize bir tozdur. Pratik olarak suda
¢oziinmez. Diklorometan ve dioksan’da kolayhkla ¢oziiniirken metanolde az, eterde
cok zayif coziiniirliige sahiptir. Isiktan bozunur. Molekill agirhgr 478.57 gram/

mol’diir. Erime noktas1 195 °C’dir.

UV spektrumu :
DIF’m metanol - su (3:1 h/h) kansmmindaki ¢ozeltisinin UV spektrumunda
239.7 nm’de bir maksimum goriiliir. 12 pg/mL DIF ¢ozeltisinin 239.7 nm’deki
absorbansi1 0.442’dir (Sekil 1.1).
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Sekil.1.1. DIF’in metanol — su (3:1 hh) icerisindel2 pg/mL cozeltisinin UV

spektrumu

Farmakolojik etkileri :
DIF, bir topikal kortikosteroiddir. Lipokortin aracihg ile fosfolipaz A2’yi
inhibe ederek antienflamatuvar etki gosterir. Iltihabi ve alerjik deri hastaliklarindaki

enflamasyonu Onleyerek agri, yanma ve kasint1 gibi sikayetlerin kesilmesini saglar.

DIF’in emilimini etkileyen baslica faktorler; ciltteki enflamasyonun derecesi,
kapatma tedavisi ve uygulanan miktardir. Lokal uygulamadan sonra hizla deriye
niifuz eder ve 1 saat iginde stratum korneumda en yiiksek konsantrasyona ulasir.
Sistemik dolasima gecisi % 2 kadardir. Ciltten emildikten sonra karacigerde konjuge
olmamus steroidler, glukokortikoidler ve siilfatlar seklindeki metabolitlerine doniisiir.

Yarilanma 6mrii 4 saattir. Biiyiik bir kismu idrarla, kalam fecesle atilir.



1.2.2. izokonazol nitrat

Yapisi:

=

Cl
cl

Kapah formiil: C,sH;4Cl4N,0. HNO;

Kimyasal yapisi:
1-[2-(2,4-diklorofenil)-2-[(2,6-diklorofenil)metoksi]etil]- 1 H-imidazol

mononitrat.

Fiziksel ozellikleri
IZ0, beyaz renkte, kokusuz bir tozdur. Pratik olarak suda c¢oziinmez,
metanolde kolaylikla c¢oziiniir. Molekiil agwhg 479.1 gram’dir. 178°C ile 182°C

arasinda erir.

UV spektrumu:

1Z0’un metanol - su (3:1 h/h) icerisindeki ¢cozeltisinin UV spektrumunda 280
nm ve 272.2 nm’de iki maksimum goriiliir. 120 pg/ml IZO ¢ozeltisinin 280 nm’deki
absorbansi1 0.159, 272.2 nm’deki absorbansi ise 0.183’diir. (Sekil 1.2).
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Sekil.1.2. IZO’un metanol — su (3:1 h/h) icerisindeki 120 pg/mL ¢ozeltisinin UV

Spektrumu

Farmakolojik etkileri :

IZ0O, imidazol grubundan genis spektrumlu bir antifungaldir. Etkisini mantar
hiicre zarmn biitiinligiinde ve fonksiyon gérmesinde hayati rol oynayan ana sterol
bilesigi olan ergosteroliin sentezini inhibe ederek gdsterir. Bu inhibisyonu sitokrom
P450’ye bagimh 140-demetilazi inhibe ederek ve lanosteroliin ergosterole

doniigsmesini durdurarak gerceklestirir.

Etki spektrumu candida tiirlerini, dermatofitleri ve Malassezia furfur’u kapsar.
Ayrica cildin mantar enfeksiyonlarinda sekonder enfeksiyona yol acabilen
streptokok, stafilokok, mikrokok gibi bazi gram (+) bakterilere karsi da
antibakteriyel etki gosterir.

IZO ciltten hizla emilir ve yiizeysel mantar hastaliklarinda etkenin yerlestigi
epidermiste 1 saat i¢inde en yiiksek konsantrasyona ulasir. Sistemik dolasima gecisi
cok azdir, gecen etken madde metabolize olur ve 1/3’ii idrar, 2/3’1i safra olmak tizere

hizla eliminasyona ugrar (Prospektiis bilgisi).



1.3. TURKIYE’DE DiF iCEREN PREPARATLAR

e TRAVAZOL ® Krem (Bilim)
Diflukortolon valerat .... 1 mg

Izokonazol nitrat ....... 10 mg /1 gr krem

e TRAVACORT ® Krem (Intendis)
Diflukortolon valerat .... 1 mg

Izokonazol nitrat ........ 10 mg /1 gr krem

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 TEMETEX ® Krem/Merhem (Roche)
Diflukortolon valerat 1 mg /1 gr krem

e TEMETEX FORTE ® Merhem (Roche)
Diflukortolon valerat 3 mg/ 1 gr krem



1.4. TURKIYE’DE DIiF ve iZO iCEREN PREPARATLAR iLE iLGILI
BIiLGILER

1.4.1. TRAVAZOL ® Krem (Bilim)

Farmakolojik etkileri:

Travazol Krem hem antifungal hem de antienflamatuar etkilidir. Iltihapl ve

ekzematoz yiizeysel cilt mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde endikedir.

Kullanihirken dikkat edilmesi gereken noktalar:

Preparat herhangi bir maddeye karsi hassasiyeti olan Kkisilerde
kullanilmamalidir.

Tedavi alaninda tiiberkiiloz, herpes grubu enfeksiyonlar, su cicegi varhiginda
ve canli viriis asilarinin uygulanmasi sirsinda kontrendikedir.

Perioral dermatit ve rozasea tedavisi icin uygun degildir.

Goze siiriilmemelidir.

Yan etkileri:

Genis alana ve uzun siireli uygulama sonucunda;

Deride atrofi

Telenjiektazi hipertrikozis
Hipopigmentasyon

Akneiform dokiintiiler

Perioral dermatit

Sekonder bakteriyel enfeksiyon
Catlaklar ve isilik goriilebilir.

Gebelikte ancak beklenen yararlarm muhtemel risklere agir bastigl

durumlarda kullamlabilir. Siite gectigi tespit edildiginden emziren kadmlarda

kullanllmamalidir. Cocukluk c¢agindaki hastalar erigkinlere gore steroidlere daha

duyarli oldugundan ¢ok genis yiizeylerde kullanilmamalidir.



1.4.2. TRAVACORT ® Krem (intendis)
Farmakolojik etkileri :
Travacort Krem, hem siddetli iltihabi veya ekzematd reaksiyonlar ile seyreden

derinin yiizeysel mantar enfeksiyonlarmm tedavisinde kullanilir.

Kullanihirken dikkat edilmesi gereken noktalar :
e (Goze kagmamasima dikkat edilmelidir.
e Bakterilerle enfekte olmus cilt hastaliklarnda ayrica spesifik bir tedavi
gerektirebilir.
e [okal kortikoidlerle kullanilmasi ile glokom gelisebilir.

Yan etkileri :
Genis alana ve uzun siireli uygulama sonucunda;
e Deride atrofi, teleanjiektaziler, striae, akne benzeri degisiklikler ve
kortikoidin emilimine bagh olarak sistemik etkiler.
Topikal uygulama icin olan diger kortikosteroidler gibi, nadir vakada;
e Follikiilit
¢ Hipertrikoz
e Perioral dermatit

¢ Bilesenlere karsi alerjik reaksiyonlar olusabilir.

.Gebelik ve siit verme doneminde uzun siire veya genis alanda uygulandiginda,

yenidoganlarda da bazi yan etkilerin olusmasi miimkiindiir.
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1.5. DUNYADA DiF iCEREN TiCARi PREPARATLAR

DIF ile birlikte bulunan etken

Preparat madde Bulundugu iilke

Bi- nerisona Klorkinaldol, DIF Brezilya, Meksika, Sili

Binerisona Klorkinaldol, DIF Ispanya

Claral DIF Ispanya

Claral plus Klorkinaldol, DIF Ispanya

Corti-fluoral Josamisin, DIF Italya

Cortical DIF Italya

Dermaflogil Kanamycin, DIF Italya

Dermaval DIF Italya

Dermobios Polymyxin B, Tetrasiklin, ftalya

DIF
Dermobios oto Polymyxin B, Tetrasiklin, Italya
DIF

Dervin DIF Italya

Dicortal DIF Italya

Diflunazol Econazole, neomisin, DIF Arjantin

Flu-cortanest DIF Italya

Impetex Klorkinaldol, DIF Italya

Isocort Izokonazol, DIF Israil

Isoradin Izokonazol, DIF Malezya

Multideerm Klorkinaldol, DIF Israil

Neriderm DIF Israil

Nerifort DIF Avusturya, Isvicre

Neriquinol Klorkinaldol, DIF Avusturya

Nerisalic Salisilik asit, DIF Fransa, Kanada
Meksika, Arjantin, Brezilya,

) . Italya, Portekiz,Almanya,

Nerisona DIF Hol}l,anda, Avusturya, 1};Vicre,
Belcika, Danimarka

Nerisona ¢ Klorkinaldol, DIF Almanya, Arjantin, Italya,
Portekiz
1ngiltere, Yeni Zellanda,

. . Fransa, Hongkong, Irlanda,

Nerisone DIF Gliney Afriki Cu%nhuriyeti,
Singapur, Malezya, Kanada

Nerisone ¢ Klorkinaldol, DIF DIF Yeni Zellanda.l, Fransa,
Hongkong, Singapur

Scheriderm Izokonazol, Neomisin, DIF Meksika, Arjantin

Temetex DIF 1tal.ya, Ispanya, Almanya,
Isvicre

Temetex ¢ Klorkinaldol, DIF Isvicre

Temetex compositum Klorkinaldol, DIF Ispanya

Tevaderm Izokonazol, DIF Israil
1talya, Portekiz, Almanya,
Avusturya, Isvicre, Belcika,

Travacort Izokonazol, DIF Yunanistan, Hongkong,

Irlanda, Rusya, Giiney Afrika
Cumbhuriyeti, Singapur,
Tayland, Malezya




1.6. TURKIYE’DE iZO iCEREN PREPARATLAR

e TRAVAZOL ®Krem (Roche)
Diflukortolon valerat ... 1 mg

Izokonazol nitrat ........... 10 mg /1 gr krem

e TRAVACORT ®Krem (intendis)
Diflukortolon valerat ... 1 mg

Izokonazol nitrat ........... 10 mg / 1 gr krem

e TRAVOGEN ®Krem (Intendis)

Izokonazol nitrat ........ 10 mg / 1 gr krem

e GYNO-TRAVOGEN ® Oviil (Schering Alman)

Izokonazol nitrat ........ 10 mg / 1 gr krem

e TRAVOGEN °® Sprey (Intendis)

Izokonazol nitrat ........ 10 mg / 1 gr krem

e GYNO-TRAVOGEN °® Tablet (Intendis)

Izokonazol nitrat ........ 10 mg / 1 gr krem

11
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1.7. DUNYADA iZO iCEREN TiCARi PREPARATLAR

17O ile birlikte bulunan etken

Preparat madde Bulundugu ulke

Bi-vaspit Fluokortin, IZO Almanya

Fazol iz0 Fransa

Fazol G 1zO Fransa

Gino Monipax iz0 Brezilya

Gino- Isomax iz0 Brezilya

Gino-Travogen iz0 Portekiz

Gino-Trax iz0 Brezilya

Gyno icaden iz0 Brezilya

Gyno- Mycel iz0 Brezilya

Gyno-Travogen 20 Aomanyz, Hollanda,

Gynoplus iz0 Brezilya

Icaden iz0 Meksika, Brezilya

Isocort DIF, iZzO Israil

Isogen iz0 Israil

Isogyn iz0 Italya

Isomax iz0 Brezilya

Isoradin DIF Malezya

Mupaten iz0 Arjantin

Mycel iz0 Brezilya

Nacozil iz0 Tayland

Neo Isocaden iz0 Brezilya

Nocazin iz0 Meksika

Scheriderm Neomisin, DIF, 1ZO Arjantin, Meksika

Tevaderm DIF Israil
1talya, Portqkiz, Almanya,
Avusturya, Isvicre, Belcika,

Travacort DIF . iZO Yunanistan, Hongkong, .

’ Irlanda, Rusya, Giiney Afrika
Cumbhuriyeti, Singapur,
Tayland, Malezya
1Zo Almanya, 1t§11ya, Hollanda,

Avusturya, Isvicre,
Avustralya, Belcika,

Travogen Yunanistan, Hong.l'<0ng, .
Irlanda, Rusya, Giiney Afrika
Cumbhuriyeti, Singapur,
Tayland, Malezya, Yeni
Zellanda

Travogyn iz0 Ingiltere

Ufarin 740) Sili
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1.8. UZERINDE CALISMA YAPILAN ETKEN MADDELERIN MiKTAR
TAYINLERi KONUSUNDAKIi LITERATUR CALISMALARI

1.8.1. DIiF icin yapilmus cahsmalar
Spektrofotometrik calismalar:

PALABIYIK ve arkadaslar1 (2007) yaptiklari bir ¢ahsmada, DIF ve
Klorkinaldol (KLO) iceren krem preparatinda, bu iki maddenin aym anda miktar
tayinleri icin  spektrofotometrik  yontemlerden ve YPSK  yOnteminden
faydalanmiglardir. Spektrofotometride; kemometrik teknik olan temel bilesen
regresyonu (TBR) uygulannustir. Bu yontemde, DIF ve KLO iceren ilaclarin sentetik
karisim ¢ozeltileri metanol:su  (3:1) icerisinde degisik konsantrasyonlarda
hazirlanarak orjinal spektrumlarinda okunan absorbans degerlerine gore bir matriks
elde edilmistir. Bu matriks 230-348 nm arasinda, AA=2 nm olan 60 dalga boyunda
absorbans okunarak hazirlanmigtir. TBR yOntemiyle bu iki maddenin aym anda
miktar tayinlerinin yapildig: bu calismada, calisma araligi DIF icin 0.88 — 3.0 ug/mL,
KLO i¢in 1.0 — 11.2 pg/mL olarak bulunmustur.

YPSK ile yapilmis calismalar:

AMIN ve SCHNEIDER (1978) yaptiklar1 bir cahsmada DIF ve klokortolon
kaproat igeren etanolik c¢ozeltilerde ayni anda miktar tayinlerini yapabilmek icin
YPSK yonteminden yaralanmuslardir. Yontemde Merckosorb Si60 (20 pm, 100 cm x
4 mm) kolonu ve hareketli faz olarak kloroform-siklohekzan (3:2 , h/h) sistemi
kullamlmug, deteksiyon 254 nm’de yapilmustir. Analizin yaklasik 15 dakika
icerisinde tamamlandig1 calismada belirtilmektedir. Yontemde bagil standart sapma
(BSS) degerlerinin % 3,2°den kiigciik oldugu ve bu tiir preparatlara kolaylhkla
uygulanabildigi calismada belirtilmektedir.

MAEDA ve arkadaslar1 (1987) yaptiklar1 bir ¢alismada icerisinde DIF’de dahil
olmak iizere 11 kortikosteroidin ve 4 parabenin karigimlarnda aym anda miktar
tayinlerini gerceklestirmislerdir. Yontemde ters faz C-18 kolonu ve hareketli faz
olarak da metanol-su (50:50, h/h) kullanilmus, deteksiyon 254 nm’de yapilmustir.
Yontemde sekonder butil paraben i¢ standart olarak kullanimugtir. Yontemdeki
dogrusal caligma arahigmm kortikosteroidler i¢in 0.01-0.025 mg/ml ve parabenler
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icin ise 0.002-0.05 mg/ml oldugu bulunmustur. Yontemdeki BSS degerlerinin hem
kortikosteroidler i¢cin hem de parabenler icin %1.3’den daha kiiciik oldugu ¢alismada
belirtilmektedir. Ayrica bu yontemin aligilagelen yontemlerden daha pratik oldugu ve
rutin analizlerde kullanilabilecegi de yine calismada anlatimaktadir.

MAEDA ve arkadaslar1 (1988) yaptiklar1 bir baska calismada yine icerisinde
DIF’inde bulundugu 11 adet kortikosteroid ve metil-, etil-, propil- ve butil parabenin
YPSK ile merhem preparatlarinda aym anda tayinlerinin yapilabilecegini
gostermiglerdir. Yontemde yagda c¢oziinen yardimci maddeler 10 ml hekzan-
kloroform (70:30, h/h) kartusundan gecirilerek Oncelikle ayrilmislar, daha sonra
kortikosteroidler ve parabenlerin 10 ml etil asetath kartustan elue edildikten sonra ve
ters faz C18 kolonu iizerinde su-metanol (50:50, h/h) hareketli fazi gecirildikten
sonra 240 nm’de deteksiyon yapilarak miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Yontemde
ic standart olarak sekonder butil paraben kullamlmugtir. YOntemin, igerisine
kortikosteroid ve parabenlerin ilave edildigi merhem bazmm analizinde basari ile
uygulandig1 ve bu calismada ortalama % geri kazammin %98.4 — 103.2 arasinda,

BSS’ larin ise % 0.4 — 2.4 arasinda oldugu calismada belirtilmektedir.

GAGLIARDI ve arkadaslar1 (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada icerisinde DIiF’in
de bulundugu 51 adet kortikosteroidin kozmetik iiriinlerde miktar tayini i¢in ince
tabaka kromatografisindeki aymmmm ardindan YPSK ile calisilabilecegini
gostermislerdir. Yontemde, steroid bilesikleri oncelikle silika kaph plaklar tizerinde
etil asatat- n-hekzan (40:60, h/h) ile ayrilmis ve ayrilan bilesiklerin metanol ile
ekstraksiyonu yapilmis sonra Purospher RP-18 kolonu ve asetonitril-su (60:40, h/h)
ve eliisyon asetonitril-su (25:75, h/h)’dan olusan hareketli faz ile 30 dakika igerisinde
asetonitril miktar1 % 90’a degisecek bicimde gradient eliisyon ile analiz edilmistir.
Akis hiz1 1.0 mL/dakika secilmis, deteksiyon ise 239 nm’de yapilmustir. Ince tabaka
kromatografisinde DIF icin Ry degeri 0.21, YPSK yonteminde ahikonma zamani (tg)
ise 23.3 dakika olarak bulunmustur. Yontem krem, sampuan ve losyon
formiilasyonlarma uygulannus ve DIF icin ortalama % geri kazanim ve BSS
degerlerinin sirasiyla kremlerde % 91.8 ve % 3.2, sampuanlarda % 95.1 ve % 1.9,
losyonlarda ise % 96.7 ve % 2.3 olarak hesaplandigi ¢ahismada belirtilmistir.
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1.8.2. 1ZO icin yapilmus cahsmalar
YPSK ile Yapilan calismalar

CAVRINI ve arkadaslar1 (1992) icerisinde 1ZO’nun yer aldig1 8 adet imidazol
tiirevi antimikotik etken maddeyi Hypersil C-18 (5 pm, 250x4.6 mm), Spherisorb-
CN (5 pm, 250x4.6 mm), Chrompher-B (5 um, 150x4,6 mm) ile doldurulmus
kolonlarda ayrrarak aym anda miktar tayinlerini gerceklestirmiglerdir. 1ZO ve
ketokonazoliin rutin analizlerinde Hypersil kolonlar1 ve hareketli faz olarak metanol:
0.05 M trietilamin fosfat tamponu (pH = 7.0) (85:15, h/h) kullanilmus, akis hizi ise
1.0 ml/dakika secilmistir. Cahsmada i¢ standart olarak klotrimazol kullanilmustir.
Deteksiyon ise 230 nm’de yapilmustir. Yontemin krem prepratlarmna basariyla
uygulandig1 calismada belirtilmektedir. Segilen ticari preparatdan IZO’nun ortalama
% geri kazanim, % 101.53 ve BSS degeri ise %1.0 olarak hesaplanmistir.
Yontemdeki ¢ahsma arahgmmn [ZO icin 20-70 upg/mL oldugu cahsmada
belirtilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. KULLANILAN YONTEMLER
2.1.1. Tiirev spektrofotometri

Tiirev spektrofotometri, kalitatif ve kantitatif analiz icin dalga boyuna karsi
absorbansin birinci veya daha fazla tiirevini kullanir. Ancak bu teknik ilk
bulundugunda cok fazla ilgi gormedi, c¢lnki o donemki UV-Vis
spektrofotometreleriyle tiirev spektrumu almak zordu. Deneysel egrilerin 6l¢iim
aletleri ile tiirevlerinin alinmasi oldukca eskiye dayanrr ve 1920 lerde ilk defa
Rutherford tarafindan kiitle spektrumlarinin yorumlanmasinda kullanilmustir. Genel
kullanma girmesi ise 1950 senelerini bulmustur. Giiniimiizde mikro islemcilerin
yaygm olarak kullanilmasi bu yontemin kolaylikla analizlere uygulanmasmna imkén
tanimaktadir ve gelistirilen spektrofotometreler de bu sekilde donanmuslardir. Son
senelerde yaymlanan ila¢ analizleri arastirmalarm c¢ogunda bu yontemle ilgili
caligmalar bulunmaktadir.

UV-goriiniir bolgedeki bir spektrum, madde iizerine gonderilen 1518 dalga
boylarmma karsi absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile elde edilir. Yani A=
f(A) fonksiyonudur. Bu fonksiyonun her bir noktasindaki tiirevi hesaplanabilir (dA/
dh).

Eger bu tiirev degerleri dalga boyuna karsi grafige gecirilecek olursa “tiirev
spektrumu” meydana gelir ve 1 den n’e kadar derecede olabilir.

dA d2 A ---------- dnA

dA dn” dA"
Tiirev spektrofotometri ise tiirev spektrumlarmin kullanilmasi esasina dayali bir

analiz yontemidir.

Esasmda tiirev; egrinin iizerine ¢izilen tegetin egimidir yani tanjantidir. (Sekil
2.1.)
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Sekil 2.1. Gauss tipindeki bir egrinin belirli noktalardaki tanjantlari ve karsiliklari

Buna gore gauss tipindeki bir egride tanjantin en yiiksek oldugu yari

yiiksekliklerde maksimum veya minimumlar gozlenir.

Tiirev Egrilerinin Sekilleri:

Gilintimiizde 1. den 4. ye kadar tiirev egrisi cizilmekte ve anlam kazanmaktadir.
Asagidaki sekilde de goriildiigii gibi 1. tiirev egrisi orjinal spektrumdaki egrinin
tegetlerinin egimini gostermektedir. Burada orjinal spektrumun maksimum noktasi
kaybolmustur ve buna karsihk orjinal spektrumda absorbansin yiikseldigi kisimlar
icin pozitif, azaldig1 kisimlar i¢in ise negatif degerler almaktadir. Tiirev egrisi, orjinal
spektrumdaki egri lizerinde egimin en biiyilk oldugu noktalara yani egrinin yari
yiiksekliklerine karsilik bir maksimum ve bir minimum gostermekte egimin en diisiik
oldugu tepe noktasinda ise sifir olmaktadir. Buna gore gauss egrisindeki maksimum
noktasina 1. tiirev egrisinde bir  “kesim noktast (zero-crossing)”  karsilik
gelmektedir. Bu noktanin her iki tarafinda pozitif ve negatif bantta absorbans
egrisinin egim noktasinda (inflection) maksimum ve minimum yapar. Bu iki kutuplu
fonksiyon biitiin tek sayil tiirevlerin karakteristigidir. 2. tiirev egrisinde ise ayni
islemler sonucunda orjinal egrinin maksimum noktasina karsilik gelen bir minimum
goriilmektedir. Ayrica ana pikin iki tarafinda ve pozitif bolgede iki adet uydu pik
Verir. Cift sayilli tiirevlerin karakteristik 0Ozelligi, absorbans spektrumunun
maksimum yaptig1 dalga boyunda, An., pozitif veya negatif bolgede giiclii bir
maksimum veya minimum vermesidir. 3.tlirev egrisinde orjinal egrinin maksimum
noktasina aynen 1. tiirev egrisinde oldugu gibi bir kesim noktast karsilik

gelmektedir. 4.tiirevde ise orjinal spektrumdaki maksimum noktaya yine bir
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maksimum nokta karsiik gelmektedir. Bu nedenle tek maddenin kantitatif
tayinlerinde 2. ve 4. tiirev egrileri kullanilmaktadir. Ayrica orjinal Gauss egrisi
tipindeki bir pik’e karsiblk n. tiirevde n + 1 tane maksimum ve minimuma
rastlanmaktadir. Yani 1. tiirevde 2, 2. tiirevde 3, 3. tiirevde 4 tane gibi maksimum
ve minimum noktasi1 gozlenmektedir (Sekil 2.2).

Onemli bir nokta ise, tiirev egrilerinin aym dalga boyu aralig: icerisinde almmasi
nedeniyle piklerin genisliginin azalmasidir, Bu azalma yaklagik 1. tiirevde yarisina,
2. tiirevde iicte birine ve 4. tiirevde yiizde 40’1na inmektedir.

Tiirev spektrumlarinda, kesim noktasi ¢cok énemlidir. Ciinkii bu noktada pikin ait
oldugu maddenin diger madde veya maddelerin spektrumuna katkist yoktur.
Dolayisiyla karigim icerisinde herhangi bir aywrma islemi gerekmeksizin bazi
maddelerin digerleri yaninda miktar tayinlerinin yapilabilmesi miimkiindiir. Bu da
ozellikle karisim halinde maddeleri etken maddeler olarak iceren farmasotik
preparatlarin analizi i¢in yontemin cok etkili ve kolay bir miktar tayini yontemi

olmasin saglar.

e

-

3. tiirew
&
!I_ e .
| =

"j,

4 tiirew

Sekil 2.2. Tiirev egrilerinin sekilleri
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Bu yontem, ikili karisgimlarda oldugu kadar daha fazla sayida bilesen igceren
karigimlarda da uygun kesim noktalart bulundugunda uygulanabilir.

Sekil 2.2 tiirev alma basit Gauss absorbans egrisinin goriiniimiinde ne gibi
degisiklikler yaptigini bilgisayar simiilasyonlar1 halinde gdstermektedir. Tiirev

spektrumu her zaman normal egriden daha komplekstir.

Yontemin Ozellikleri:

— Avantajlar:

a) Tiirev calismasi orjinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve omuz
noktalar1 ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece
bir bilesik daha kolay ve kesin olarak tanmabilir.

b) Cogunlukla orjinal spektrumda elde edilen egriler bircok pikin iist iiste gelmesi
ile meydana gelmistir. Tiirev alma ile bu absorpsiyon egrileri daha ayrmtih sekle
girer ve boylece birarada bulunan piklerin tek tek goriilmesi saglanir.

c) Bilindigi gibi spektrofotometride bulanik ¢ozeltiler ile ¢ahisilirken ¢cokme hizi,
tanecik biiyiikligii gibi faktorlere bagh olarak biiyilk oranda hata yapilabilir. Tiirev
egrilerinin hazirlanmasi ile bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki ortadan
kaldirilabilir.

d) Birden fazla maddenin karisim halinde bulundugu ortamlarda ekstraksiyon ve
kromatografi gibi herhangi bir ayrrma islemine basvurmaksizin tek tek miktarlar
tayin edilebilir.

e) Reaksiyon ortammdan kaynaklanan giiriiltii piklerinin yok edilmesi saglanir.

— Dezavantajlar:

a) Kullanim ¢ok kolay olmasma karsihk pahali spektrofotometrelere ve oldukca
karmagik bir elektronik yapiya ihtiya¢ vardir.

Tiirev Spektrometrisinde Olciim Yontemleri
Pikten pike ol¢iim: Bir spektrumda ard arda gelen maksimum ve minimum noktalar

almarak bu iki noktanin mutlak deger olarak farki olgiiliir. Birka¢ nokta var ise,
ordinat farkinin en biiyilk oldugu bir bitisik ¢ift secilir. Bu Olciim genelde cok
bilesenli nicel analizlerde kullanilir.
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Sekil 2.3. Pikten pike 6l¢iim

Pikten sifira dlciim: Olgiimii yapilacak pikin maksimum ya da minimumu ile sifir
arasindaki uzaklik olgiiliir. Ozellikle absise gore simetrik sinyaller iceren yiiksek

derece tiirevler icin ve iist iiste ¢akisan egrilerden biri sifirdan gectiginde kullanilir.

Sekil 2.4. Pikten sifira 6l¢ciim

Teget yontemi ile 6lciim: Bir spektrumda ard arda gelen iki maksimum iizerinden
gecirilen tegetin asagidaki minimuma izdiisimii uzakhig Olgiilir. Bu yontem
dogrusal geri zemine cok rahat uygulanabilir. Ozellikle zemin absorpsiyonunun
belirlenemedigi bulanik Orneklere uygulanir. Bulanik drneklerde, bulaniklik arttikca
spektrum daha kisa dalga boylarma kayar. Birinci derece ve ikinci derece tiirevleri

alinarak bu etki ortadan kaldiriabilir.

Sekil 2.5. Teget yontemi ile 6l¢iim
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Pik-pik orami yontemi: Pik-pik oranmi yontemi birbirine komsu bir pik c¢iftinin
oranmna dayanir. Eger bu degerler fark gosterirse, o zaman background girigsimi ve
dolayisiyla numunenin diisiik kalitede Olciilmesiyle sonuglanir. Ayrica Sekil 2.5°de
gosterilen P; ve P, sinyalleri numunedeki farkli sinyallerden kaynaklanabilir.
Konsantrasyonlarin oram degismedigi siirece, p; ve p, yliksekliklerinin orani her
zaman sabit kalacaktir. Kesin konsantrasyonlar farkli olsa ve modifiye edilse bile bu
degismeyecektir. Diger bir deyisle pik-pik orami sadece saf maddeler icin degil,
karigimlar icin de karakteristik bir niceliktir. Bu 6zellik analiste bir maddenin
konsantrasyonu  sabit  tutuldugunda (standart olarak), ikinci maddenin
konsantrasyonundaki degisimi tahmin edebilmesine olanak saglar. Bu, oOzellikle

karmasik tiirev spektrumlarindaki kiiciik farklar arastirildiginda kullanighdir.

2.1.2. Kemometrik Yontemler

1972°de ismi  konulan kemometri, kimyasal verilerin analizlenmesi
yardimiyla optimum Olciim islemleri ve yOntemlerinin se¢imi ve tasarlanmasi ve
maksimum kimyasal bilgi edinilmesi i¢in matematik ve istatistik yOntemlerin
kullamldig1 bir alan olarak tarif edilmektedir. Bu Ozellikleri nedeniyle de analitik
kimyada cok yaygin olarak kullanilmaktadir. Kemometrinin en cok kullanildigi
analiz yontemlerinin basinda spektroskopi gelmektedir. Spektroskopik yontemler ise
giiniimiizde pek ¢ok amacla analizciler tarafindan kullamlmaktadir. Ozellikle UV-
Visible spektroskopi ¢ok fazla kullanim alanma sahip olup iizerinde ¢alisilan numune
icin hem Kkalitatif hem de kantitatif acidan bilgiler elde etmemizi saglar. Kantitatif
analitik spektroskopi acisindan Onemli 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 orantih olmasi esastir. Kalibrasyon islemleri yillardir
kullanilmasina  ragmen  bilgisayar  teknolojisinin  ve  gelismis  cihazlarmn
kullamlmasiyla biiyiik bir atihm gostermis (COWE ve McNICOL, 1985;
FREDERICKS ve Ark., 1985; THOMAS, 1994) olup giiniimiizde ticari olarak
satilan pek c¢ok analiz cihazmm igerisinde bunlarin ¢Oziimii icin gelistirilen

programlar standart olarak yer almaktadir.
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Spektrokimyasal analizlerde degisik pek c¢ok kalibrasyon yOntemleri
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 icerisinde klasik olanmi tek degiskenli kalibrasyondur, ki bunda basit lineer
regresyon yontemleri kullanilir ve Olgiilen cevaplarda herhangi bir bagka girisimin
olmadig1 kabul edilir. Bundan sonra pek cok girisimin hesaba katildigi kompleks
kimyasal karigimlarin  analizi i¢in ¢ok degiskenli kalibrasyon yOntemleri
gelistirilmistir. Analiz edilecek madde ile elde edilen analitik sinyal arasindaki
iligkinin non-lineer oldugu (dogrusal olmayan) c¢ok sayida multivariate (¢ok
degiskenli) kalibrasyon yontemi de gelistirilmistir (FRANK, 1990; DUTTER ve
HUBER, 1981; LAWRENCE ve ARTHUR, 1990; RATKOWSKY, 1990; SEKULIC
ve Ark., 1993; STROMBERG ve RUPPERT, 1989). Analiz i¢cin hangi kalibrasyon
yonteminin secilecegi bu tekniklerin temeline goredir. Bu nedenle degisik tipteki
kalibrasyon tekniklerinin teorik temelleri ve bunlarin avantaj ve dezavantajlar

asagida gosterilmistir:

2.1.2.1. Tek Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Tek degiskenli kalibrasyon yontemleri 0. derece kalibrasyon yontemleri
olarak smiflandirlir (BOOKSH ve KOWALSKI, 1994) ve bu yoOntemlerde
spektrofotometre gibi cihazlarda spesifik bir dalga boyunda analiz edilecek maddenin
konsantrasyonu i¢in dlciim yapilir. Tek degiskenli kalibrasyon teknigi cihazdan elde
edilen cevabin hicbir baska girisim olmaksizin sadece incelenen bilesige bagh
olmasm gerektirir. Burada miktar tayini iki basamakli bir islemdir. Bunlardan
birincisi kalibrasyon, ikincisi tahmindir. Birinci basamakta konsantrasyonlar1 belli
bir numune serisi i¢in Olciimler yapilir. Bu kalibrasyon serisi genellikle kalibrasyon
seti veya calisma seti olarak adlandmilir. Bu kalibrasyon serisi, cihazdan tayin
edilecek maddenin konsantrasyonuna bagh olarak alman cevaplara gore bir
kalibrasyon modelinin kurulmasi icin kullamlir. Tkinci basamak ise konsantrasyonu
bilinmeyen numune i¢in cihazdan alman cevabin Ol¢iilmesi ve daha once kurulmus

olan kalibrasyon modeli yardimiyla numune konsantrasyonunun hesaplanmasidir.
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Asagidaki bolimde koyu alt harfler vektorleri, italik alt harfler scalari (sabit
sayilart) ve koyu st harfler ise matrisleri gdstermektedir. Biitiin vektorler kolon

vektorleri olarak ifade edilmistir.

Bir tek degiskenli kalibrasyon yontemi icin cihazdan sabit bir dalga boyunda
alman cevap r, c ile gosterilen analit konsantrasyonu ile orantihdir ve bu asagidaki

kalibrasyon fonksiyonu ile ifade edilir :

r=f(c)+e, (®))

Burada e,; cihazdan gelen cevap ile meydana gelen hatayr ifade eder.
Spektroskopide f(c) ile gosterilen baginti, c’nin fonksiyonunu ifade eder ve Beer
kanununa gore dogrusal oldugu kabul edilir ki maksimum absorbsiyon yapilan dalga
boyunda analit i¢in okunan cihaz cevabmim analit konsantrasyonu ile dogrusal olarak
orantili oldugunu ifade eder. Burada cihazdan elde edilen cevap olarak absorbans
Olctimleri anlasilacaktir. Kalibrasyon modeli seciminde 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+ bl.C,‘ + €; (6)

Burada a; ve c;, m sayidaki kalibrasyon standard: i¢in i. numunenin sirasiyla
cihaz cevabi ve analit konsantrasyonlaridir. a;’de meydana gelen Ol¢iim hatasi ise e;
ile gosterilir. Idealde, cihaz cevabinda hi¢c hata olmadig: kabul edilir ve bu durumda
(6) denklemi bir dogru olur. by ve b;, bu dogrunun sirasiyla 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 icin grafige gecirilir. En iyi dogru
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en kiiciik kareler yontemi kullanilarak by ve b;’in hesaba katildigi verilerin grafige
gecirilmesiyle elde edilir. Sekil 2.6 sentetik numunenin konsantrasyonuna karsi

okunan absorbans Ol¢iimlerinin grafige gecirilmesini gdstermektedir

—_
(&)

—_

Absorbans
o
o O

0 20 40 60 80
Konsantrasyon

Sekil 2.6. Regresyon grafigi

Sekil 2.6’da dogrunun her noktasindan diiseysel sapmalarin her bir analit i¢in
cihaz cevabinda olugan hatayla baglantih oldugu diisiiniiliir ve residual olarak
adlandirilir. En kiigiik kareler yontemi, klasik tek degiskenli kalibrasyon yonteminde
her noktadaki farklarin (residuallerin) karelerinin toplamini (SS) minimize eder. Bu
veri serisinin SS’s1, m sayida kalibrasyon numunesi icin (2) esitliginde yeniden bir

diizenlemeyi getirir.

SS’yi minimize etmek icin buradaki her iki parametreye gore kismi tiirevi
almp O0’a esitlenmelidir ki bu islemi yapmak ve sonra denklemi ¢ozmekle SS
otomatik olarak minimize olmaz, SS’nin kismi ikinci tiirevinin matrisinin
determinantinm pozitif olmas: da gerekir bdylece maksimum yerine minimum elde

edilir.

Z Ci Z Ciz b1 Z Ciaij
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~ by Y n Zci Zai

L b1 J Z Ci Z Ci ciaj

bo

by HZ Ciz‘(z ci)

- J
/— 3 aj i C12 3 Ci i Ciaj
i=1 i=1 i=1 i=1
\ 1’1; ciaj ; Ci 2 aj J
ss:i e’ :i (ai—bo—bi.c;)? 7
i=1 i=1
cSS/cbozzi (a—bo—bi.ci).(-1)=0 (8.2)
i=1

GSS/Gb0:2z (ai—bo—bi.ci).(-c)=0 (8.b)
i=1
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8.a ve &b ‘den 2 ve —1’in disiiriilmesi sonucunda by ve b; asagidaki

esitliklerin ¢oziimii ile elde edilebilir :

D (@i-bo-by.ci)=0 (9.2)
i=1
> (ci.ai—ci.bp—by. ¢2) =0 (9.b)
i=1
Bu esitlikler su hali alir :
mbo+br Y ci= D a (10.a)
i=1 i=1

m

bo Z ci+ b Y c’= Z Ci. & (10.b)
i=1 i=1

i=1

Bu esitliklerin ¢oziimii by ve b;’in en kiiciik karelere gore degerlerinin

bulunmasina yardim eder.

S - )Y a)/m
i=1 i=1 i=1

o>
1

(11.a)

i ciz—(i ¢i)’/m
=1

i=1

veE
A - A
bo=a - b;.c (11.b)

Burada a ve ¢ cihaz cevaplar1 ve analit konsantrasyonlarmm m sayidaki
kalibrasyon numunesi i¢in ortalama degerleridir. Buna gore kalibrasyon esitligi

asagidaki bicimde ifade edilir :

AN

ﬁ260+b1.C (12)

Buna gore bilinmeyen numunedeki konsantrasyon asagidaki esitlikten

¢oziilebilir:
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A N
Cu=(au-b()) / b1 (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 kiiciik kareler yontemi aym zamanda matris cebir ile de ifade edilebilir.
Klasik tek degiskenli kalibrasyon icin 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, B ise regresyon parametrelerinin (by ve by) 2 x 1 vektorii 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)
16’nin en kii¢iik karelere gore ¢oziimii ise;

A , 1 ,

B=(C .0 7".C.a (16)

A
Burada 3; modele uymayan residuallerin karelerinin toplamiyla birlikte by ve
b, parametrelerinin en kiiciik 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 :
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Ci=po+pi-a+¢€ (17)

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

egim ve kesim noktalarmimn tayini i¢in kullanilir.

S ocrai (Y . (3 ai)/m
i=1 i=1 i=1

p1= (18)

m 2 m 2
2, ai’=(Q, a)’/m
i=l i=1

A - A -
Po= C+p1.a

Burada a ve C ortalama, m sayidaki kalibrasyon numunesi i¢in cihaz cevabi
ve analit konsantrasyonunun ortalama degerleridir. Buna gore kalibrasyon esitligi
asagidaki sekilde yazilabilir :

AN AN

c=po+ pi1.a (19)

Tahmin basamaginda bilinmeyen numunenin konsantrasyonu asagidaki

esitlikten hesaplanabilir :

AN

N
Cuy=po+pi.au (20)
Burada bilinmeyen analit konsantrasyonu, a , ise bu numune i¢in ahinan

cihaz cevabidir.

Tek degiskenli kalibrasyon yontemleri, segici Ol¢iimlerin bulundugu veya
analite hicbir girisimin olmadig: hallerde biiyiik bir basitlik saglar. Bununla birlikte
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tek bir Olglime dayali analizlerin yetersizligi bunlarin kullanmmmi smirh hale getirir.
Girisimin hi¢ olmadig: sistemlerle gercek uygulamalarda cok nadiren karsilasihr ve
girisim yapan etkenlerin konsantrasyonu da genellikle bilinmez. En kotiisii ise
numune icinde girisim yapan bilesigin miktar: her zaman aym degildir. Ayrica kiiciik
konsantrasyonlardaki veri ile hazirlanan kalibrasyonlar i¢in secilen dalga boylarinda
okunan cihaz cevaplar i¢inde giiriiltii miktar1 da biiyiik etkendir. Bir bagka problem

ise her dl¢timde sabit bir baseline’nin olmamasidir.

Klasik ve ters yontemle elde edilen sonuclar bir numune icin birbirinden
farkli olabilir. Ama bu fark ¢ok anlamh degildir. Bir tek degiskenli kalibrasyon
yonteminin secimi kalibrasyon standartlarinin referans degerleri veya cihaz

cevaplarimin daha hassas olmas1 durumuna goredir.

Cok Degiskenli Kalibrasyon Yontemleri

Modern spektroskopik cihazlar, icinde birden fazla bilesik iceren bir numune
icin bir dakika icinde yiizlerce spektrum alabilecek kadar hizli hale getirilmislerdir.
Tek degiskenli kalibrasyon yontemleri bu tip veriler icin uygun degildir. Cok
degiskenli analizler ¢ok sayidaki matematik islemlerden meydana gelmistir ve her
numune i¢in cihazdan bir veya daha fazla cevabin Ol¢giildiigi 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 ¢cok sayidaki dalga boyunda oOlgiilen cihaz cevaplarmi iceren
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 par¢ast kullamlir. Ornegin;
cithazdaki noise (giiriiltii) sinyallerinin ortalamas1 almmak suretiyle azaltilabilir.
Ayrica ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemiyle numunedeki girisim yapan maddelerin

miktar1 da tayin edilebilir.
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Gecen son yillarda kemometrideki gelismeler kompleks kimyasal
karigimlarin  analizi icin pek cok multivariate (cok degiskenli) kalibrasyon
yonteminin gelismesine yol gostermistir. Giiniimiizde modern bilgisayarlar bu islemi
daha kolayhkla yapabilir hale gelmistir. Giiniimiizde spektrokimyasal analizde en
cok kullanilan yontemler klasik en kiiciik kareler, ters en kiiciik kareler, ki bunlar
bazen ¢oklu lineer regresyon (MLR) olarak ifade edilir, kismi en kiiciik 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 kiiciik kareler ve ters en kiiciik kareler yontemleri
univariate  (tek degiskenli) kalibrasyonlarda kullanmilan 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 kiigiik matrise parcalandigi modelleme yontemleridir.

2.1.2.2.1. Klasik En Kiiciik Kareler Yontemi (KLEK)

Klasik en kiiciikk kareler yontemi spektroskopide klasik Beer kanununa
uygulanir ki burada her bir dalga boyundaki absorbans degeri bilesenin
konsantrasyonu ile dogru orantiidir. Model hatalarinin aynen klasik tek degiskenli
yontemde oldugu gibi Olciilen cihaz cevaplarindan kaynaklandigi diisiiniiliir. Matris
notasyonunda; n dalga boyunda spektrumu bulunan / sayida kimyasal bilesigi iceren

m kalibrasyon numunesi i¢in agagidaki bicimde ifade edilebilir.

A=CK +E,4 1)

Burada A, kalibrasyon spektrumunun m x n matrisi; C, konsantrasyonlarin m
x [ matrisi; K, absorbtivitenin / x n  matrisi ve E5 spektral hatalar veya modele
uymayan residuallerin m x n matrisidir. Burada K matrisi birim konsantrasyon ve
birim 151k yolunda saf bilesigin 0. derece spektrumlarim ifade etmektedir. En kiiciik
kareler yontemi K matrisinin tayininde kullanilir. K'nin en kiigiik karelere gore tayini

asagidaki sekilde ifade edilebilir.
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K=(C O7'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

konsantrasyonlarmm vektoriidiir.

Klasik en kiiciik kareler yontemi’nin avantajlari :

a) Hesaplamasi son derece hizhdir.

b) Az sayidaki bilesenden meydana gelmis karigimlar icin uygun bir
yontemdir.

c) Kalibrasyonda dalga boyu secimi ¢ok Onemli degildir. Bilesenlerin
sayisindan daha fazla sayida dalga boyunun secilmesi yeterlidir. Tiim spektrumdaki
dalga boylarmm tamam da segilebilir.

d) Miimkiin oldugu kadar cok sayida dalga boyunun yontemde kullanilmasi

spektrumdaki giiriiltii piklerinin minimuma indirilmesi i¢in istenir.

Klasik en kiiciik kareler yontemi’nin dezavantajlart :

Kalibrasyon karigimlar: i¢in mutlaka her bir bilesenin numunenin icerisinde yer
almasi1 ve konsantrasyonlarmm bilinmesinin gerekli olmasidir.

Birbirleriyle etkilesen bilesenleri iceren karisimlar i¢in uygun degildir.

Cihazdan okunan cevaplarin miktar1 belli bilesenlere ait olmasi nedeniyle

baseline etkisi son derece 6nemlidir.

2.1.2.2.2. Ters En Kiiciik Kareler Yontemi (TEK)

Klasik en kiiciik kareler yonteminin temel geregi, girisim yapan tiirlerin
tiimiiniin ve konsantrasyonlariin model igerisinde yer almasidir. Bu ters en kiiciik
kareler yontemi ile, ki Beer kanununun tersini kullanir, elimine edilmistir. Ters en

kiigiik kareler yOnteminde analitin konsantrasyonu absorbans Olctimlerinin
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fonksiyonu olarak modellendirilmistir. Modern spektroskopik cihazlarin ¢ok stabil
olmasi ve ¢ok iyi sinyal/giiriiltii oran1 saglamasi nedeniyle hatalarin biiyiik kisminin
bunlarin  spektrumlarmndaki  Ol¢iimlerden  degil, kalibrasyon  numunelerinin
hazirlanmasindan kaynaklandigma inanilir. n dalga boyunda Ol¢iimiin yapildigi m
adet kalibrasyon numunesi i¢in ters en kiiciik kareler modeli asagidaki sekilde ifade

edilir :
C = AP + Ec (24)

Burada C ve A klasik en kiiciik kareler yontemindeki gibidir. P spektral
siddetlere gore [ bilesen konsantrasyonlarinin bilinmeyen kalibrasyon katsayilarinin
n x | matrisidir. Ec ise modele uymayan konsantrasyonlardaki hatalarm m x [
matrisidir. Kalibrasyon basamaginda ters en kiiclik kareler konsantrasyonlardaki
residuallerin karelerinin toplamimi minimize eder. Ters en kiiciik kareler yonteminin
en bilyilk avantaji tek bir maddenin analizine indirgenebilmesidir. Ciinkii ters en
kiiciik 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
katsayllarmm n x [ vektorii ve e. modele uymayan farklarm (residual) m x I/
vektoriidiir. Kalibrasyon basamagmda P’nin en kiiciik karelere gore tayini asagidaki

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

P tayin edilen kalibrasyon katsayilaridir. P tayin edildiginde analit
konsantrasyonu asagidaki esitlik yardimiyla tayin edilebilir:

A
C=a.P (27)

A
Burada C; tayin edilen konsantrasyonu, a bilinmeyen numunenin

spektrumudur.
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Girisim yapanlarin konsantrasyonunun bilinmedigi durumda bir bilesenin

miktar tayini i¢in ters en kii¢iik kareler yontemi en tercih edilen yontemdir.

Ters en kiiciik kareler yonteminin avantajlar::

Hesaplamasi olduk¢a hizhdir.

Sadece bizim i¢in Onemli olan bilesenler hakkinda bilgi sahibi olmamiz ¢ok
kompleks karisimlarda ¢ok degiskenli kalibrasyon yonteminin uygulanmasi icin
yeterlidir.

Ters en kiiciik kareler yonteminin dezavantajlari:

Dalga boyu secimi olduk¢a zor ve zaman alicidir.

Secilecek dalga boyu sayisi kalibrasyon numunesi sayisi ile sinirlidir.

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

Kalibrasyon c¢ozeltilerinin hazirlanmast ve bu cozeltiler iizerinden kalibrasyon

Olctimlerinin yapilmasi zor ve zaman alicidir.

Pek cok dalga boyu secimi stratejisi 6rnegin, basamakl dalga boyu secimi veya
uygun kombinasyonlarin se¢imi ters en kiigiik kareler modelinde iyi verim alinmasini
saglar. Eger dalga boylar1 iyi secilmemigse {iist iiste oturan veriler iyi bir sonug

alinmasin1 engeller.

2.1.2.2.3. Temel Bilesen Regresyonu Yontemi (TBR) ve Kismi En Kiiciik
Kareler
Yontemi (KEK)

Temel bilesen regresyonu ve kismi en kiigiik kareler modelleme tekniklerinde
veriler orijinal verilerin lineer kombinasyonlarinin yeni degiskenlerine parcalanir. Bu
yeni degiskenler temel bilesenler veya faktorler olarak adlandirihirlar. Temel bilesen
regresyonu basitce temel bilesen analizinin (PCA) ardindan regresyon uygulamasidir.
Icinde yeni degiskenlerin yaratilmasi iki boyutlu sistem ile gerceklestirilebilir. Eger
cihaz cevabi iki dalga boyunda (n=2) m sayidaki numune icin birbirlerine karsi

grafige gecirilirse, yeni bir aks meydana gelir ki bunun yonii verilerin maksimum
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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 vektor bulunabilir ki, bu birinci eigen vektore diktir. Ikinci
eigen vektor veri seti icerisinde birinciye uymayan residuallerin maksimum miktarm
ifade eder. Eger iki dalga boyundan fazlasi cihaz cevap matrisinin igerisinde yer
aliyorsa; cismin yapildig1 uzay ¢ok boyutlu olur ve ¢ok sayida eigen vektdr bulunur.
Her birisi kalan degisebilirligin miimkiin olan maksimumunu igerir veya her birisi
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
avantajlarm1 da tasir. Bununla birlikte biitiin bilesenlerin konsantrasyonlarinin
bilinmesi gerekmemektedir. Ciinkii kismi en kiiciik kareler yontemi, temel bilesen
regresyonu ve klasik en kiiciik kareler yontemi dalga boyu se¢me problemi

olmaksizin bir bilesenin analizini yapabilir.

Kismi en kiiciik kareler yontemi ve temel bilesen regresyonu spektrum
matrisinin iki daha kiiciik matrise parcalanmasindaki teknik nedeniyle birbirlerinden
ayrihrlar.  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 kiiciik kareler yontemi ve temel bilesen regresyonu icin model

asagidaki gibi ifade edilir :

A=TB +E, (28)

Burada A Onceki gibidir. B ise temel vektorlerin veya yiiklenmis (loaded)
spektrumun ~ x n matrisi, T ise h ylikleme vektoriiyle tammlanan yeni koordinat
sisteminde absorpsiyon siddeti ve skorlarin m x h matrisidir. Ea, faktor modeline
uymayan spektral residuallerin m x n matrisidir. Klasik en kiiciik kareler yontemi ile

diger faktor yontemleri arasindaki fark ylikleme vektorii B’nin igcinde saf bilesenin
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spektrumunun degil orijinal kalibrasyon spektrumlarmim dogrusal
kombinasyonlarimin yer almasidir. ilaveten yeni koordinat sistemindeki siddetler
klasik en kii¢iik kareler yonteminde oldugu gibi dogrudan C ile smirlandiridmamustir.

Fakat T deki skorlar bilesenlerin konsantrasyonlariyla orantihdir.

Bazi verilerin sayis1 (h), kalibrasyon basamaklar1 icerisinde bir algoritma
kullamilarak tayin edilir. Yeni koordinat sistemindeki spektral siddetler, ters en kiiciik

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

Burada C, bilesen konsantrasyonlarmmn m x [ vektorii, V, bilesen
konsantrasyonlartyla spektral siddetleri bir araya getiren katsayilarin 4 x 1 vektorii ve

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

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

Diagonal (T ' T) matrisi ihmal edilir ve v vektorii asagidaki gibi hesaplanr.
A ]
vp=(TT)" T C (30)

Burada Ch, V’nin en kiiciik kareler degeridir. T ve B matrisleri istenen model
elde edilene kadar basamaklar halinde (her defasinda bir vektor) hesaplanir. Daha
oncede soylendigi gibi kismi en kiigiik kareler yontemi ve temel bilesen regresyonu,
T ve B matrislerinin yaratilmasi yOniindeki farkhliklarla ayrilirlar. Temel bilesen
regresyonu modelinde NIPALS (Non-lineer Iterative Partial Least-squares)
algoritmasi gelistirilir. Bu model WOLD (1966) tarafindan kullanilmuigtr.

Kismi en kiigciikk kareler yonteminin ve temel bilesen regresyonu gibi
kalibrasyon yontemlerine dayah faktorlerin klasik en kiigiik kareler ve ters en kiiciik
kareler  gibi c¢ok degiskenli kalibrasyon yoOntemlerindeki pek cok eksikligi
gidermesine ragmen bu yontemler matematik agidan spektral matrisin ¢éziimii ve baz

vektorlerin elde edilmesi agisindan ¢cok karmasiktir.
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Temel bilesen regresyonu yonteminin avantajlar :

Dalga boyu secimi i¢in 6zel kurallar gerekmez. Herhangi bir sayidaki dalga boyu,
genellikle spektrumun tamami veya genis bir bolgesi kullanilabilir.

Cok sayida dalga boyu secimi giiriiltii piklerinin etkisinin minimuma indirilmesi
icin yararhdir.

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

Cok karmasik karigimlar i¢in uygulanabilir bir yontemdir. Ciinkii yalmzca
ilgilenilen bilesen i¢in gerekli bilgiler yeterlidir.

Bazen bu yontem orijinal kalibrasyon karsimlarinda var olmayan diger

bilesenlerin miktarlarmim tayini i¢in de kullanilabilir.

Temel bilesen regresyonu yonteminin dezavantajlari:

Hesaplamalar klasik yontemden ¢ok yavastir.

Hazirlanan modeller anlagilir olmalar1 ve yorumlanabilmeleri bakimindan oldukca
karmasiktir.

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

Genellikle dogru bir kalibrasyon elde edebilmek icin ¢ok sayida standart numune
gereklidir.

Kalibrasyon numunelerinin hazirlanmasi1 zordur ve bilesen konsantrasyonlarindaki

ko-lineariteden kagmmak gerekir.

2.1.2.3. istatistiksel degerlendirme

Her ayrilan numunenin konsantrasyonu onun orijinal degeriyle karsilastiriir
ve tahmin hatas1 her ilave edilen faktor icin THKT (Tahmin hatalarinin karelerinin
toplam1) tayin edilir. THKT, Ol¢iimiin kalibrasyon verilerine ne kadar uydugunu
ifade eder.

THKT= > (& -c) 31
i=1

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

numunenin m kalibrasyon standardi i¢in tahmin edilen konsantrasyondur.
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Mutlaka THKT degerinin minimum olmasi gerekmez. Bununla birlikte bu
deger kismi en kiigiik kareler yontemi faktorlerinin optimal se¢imi i¢in kullanilir.
Ciinkii minimum olursa sonuclarin iist iiste uymasi, tahminde daha zayif sonuglarin

elde edilmesine neden olur.

Kalibrasyondaki standart hata (KSH) uygunluk fonksiyonu olarak kullanilir
ve en kiiciikk kareler modelinde bilinen konsantrasyonlara gore hesaplanir. KSH,

SE’nin bir turevidir.

\/i (ci—ci)?

SE = (32)
Df
\/i (Gi—c;)?
KSH = (33)
m-2

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

olur.

Yontemlerin basaris1 validasyon setlerindeki tahmin modellerine baghdir ve bu

tahminin standart hatasi (TSH) olarak verilir.

\/i (Gi—c;)?

TSH = (34)
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Burada m kalibrasyon numunelerinin sayisimi ifade eder.

Kemometri teorik boliimii bashca OZDEMIR, 1999 (DOKTORA TEZI) olmak
tizere HAALAND ve THOMAS, 1988; www.galactica.com./regression ve

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

yararlanilarak hazirlanmistir.

2.1.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografi, karisim halinde bulunan bir Ornekteki bilesenlerin ayrilmasi,
taninmasi ve tayini i¢in kullanillan yontemlerin genel adidir. Biitiin kromatografik
ayrmalarda numune gaz, sivi veya siiperkritik akigkani olan hareketli faz ile tagimur.
Bu hareketli faz bir kolonda veya bir kati yiizeyde sabitlestirilmis kendisi ile
karigmayan bir durgun faz icinden gecmeye zorlanir. Bu iki faz, numune
bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkh oranlarda dagitilacagi sekilde secilir.
Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢ok
yavas hareket ederler. Buna karsiik sabit faz tarafindan zayifca tutulan bilesikler
hizli hareket ederler. Bu hareket hizlarmin farkliigi sonucu, numune bilesenleri
birbirlerinden kalitatif veya kantitatif olarak analizlenebilen farkhi bantlar veya
bolgeler seklinde ayrilirlar.

Kromatografik yontemler iki sekilde smiflandirilabilir. {lk smiflandirma, sabit
fazm birbirleri ile temas ettirilmesi i¢in uygulanan fiziksel sekle gore yapilir. Kolon
kromatografisinde, sabit faz dar bir kolon icinde tutulurken hareketli faz basing
altinda veya yercekimi etkisi ile sabit faz arasmmdan ge¢meye zorlanir. Diizlemsel
kromatografide ise sabit faz diiz bir plaka ilizerine veya bir kagidin gézeneklerine
tutturulur. Burada hareketli faz, sabit faz boyunca kapiler etkisi veya yercekimi etkisi
ile hareket eder. Kromatografinin daha temel bir siiflandirmasi kullanilan durgun ve
hareketli fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimim saglayan dengelerin
cinslerine gore yapilir. Bu siniflandirma asagidaki gibidir.

1. Sivi Kromatografi

S1vi — s1v1 veya dagilma

Siv1 — kat1 veya adsorbsiyon

Iyon degisimi

Boyut eleme



39

2. Gaz Kromatografi
Gaz — siv1

Gaz — kat1

Sivi kromatografi:

Daha once de anlatildigi gibi hareketli fazi sivi olan kromatografi cesitleri
dagilma kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi veya sivi — kati kromatografi,
iyon degisimi kromatografisi ve boyut eleme veya jel kromatografisidir.

Tswett’in orijinal ¢ahsmalar1 da dahil ilk sivi kromatografi, capt 1- 5 cm ve
uzunlugu 50 — 500 cm olan cam kolonlarmda uygulanmustir. Uygun akis hizlar
temin etmek icin, kat1 sabit fazi1 olusturan partikiillerin ¢api, genellikle 150 — 200 um
araligindaydi. Bu durumda bile, akis hizlar1 diisiiktii. Ayirma zamanlar1 ¢ok uzundu
ve ¢cogu zaman birkag¢ saat aliyordu. Bu klasik kromatografi islemlerini hizlandirmak
icin vakum veya basin¢g uygulama girisimleri de aywrma veriminin diismesinden
dolayr yararh olmadi. Sivi kromatografinin gelistigi ilk yillarda, bilim adamlari,
kolon veriminin dolguda kullanilan tanecik boyutunun azaltilmasi ile 6nemli Olciide
artacagmi gostermislerdir. Bu teknoloji, klasik yer c¢ekimi - akish sivi
kromatografinin basit cam kolonlardaki durumun aksine, yiliksek basincta calisan,
gelismis cihazlara ihtiya¢ gostermekteydi. Boylece YPSK ismi, preparatif amacla
kullanilan temel yOntemlerden, daha yeni islemleri aywt etmek igcin kullanilmaya
baslandi.

YPSK biitiin analitik aymrma teknikleri arasinda en yaygm kullanilanidir.
Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri, duyarlihgi, kantitatif tayinlere
uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen
tiirlerin ayrilmasma uygun olmasi ve sanayinin, bir¢ok bilim dahmmn ve halkin birinci
derecede 1ilgilendigi ilaglar ve gida bilesenleri gibi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir.

Kolon teknolojisindeki gelismeler, yiiksek basingh pompa sistemleri ve hassas
dedektorler sivi kolon kromatografi yontemini yiiksek hizhi ve yiiksek performansh
ayrrma kapasitesine ulastirmustir.  Kolon teknolojisinde 2-5 mm ¢apinda kolonlar ve

3-5 wm capinda kiigiik tanecikler kullanilir. Boylece hareketli ve sabit faz arasinda

cok hizli denge kurulur. Bu kiiciik tanecikli kolonlar i¢inden hareketli faz1 ml/dk akis
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hizinda akitabilmek i¢in 300 atm basmci saglayabilen pompa sistemleri gerekir.
Ayrica g seviyesinde analiz edilecek madde kullanildig: icin hassas dedektorlere
gerek vardir. Bu teknoloji ile yiiksek hizda ayrim saglanabilir. Ucucu olmayan veya
sicakta bozunan maddelerin parcalanmadan veya bunlarin ugucu tiirevlerinin
hazirlanmasma gerek kalmadan bu yontemle analizi miimkiindiir. Bu da yOntemin
gaz kromatografisine {Ustiinliigiidiir. Ayrica 06zel sartlarda preparatif olarak da
calisilabilir.

Sabit faz, sivi veya polimerlerin kati tanecikler iizerine ince bir film tabakasi
olarak kaplanmasi veya kimyasal olarak baglanmasi1 ile meydana gelir. Boylece
sabit ve hareketli faz arasinda kiitle transferi direncini azaltarak hizh bir dengenin

meydana gelmesi saglanir.

Sivi kromatografisi cihazlar

Sekil 2.7. Bir YPSK cihazmin semasi (SKOOG, WEST, HOLLER, 1998)

Hareketli faz (hareketli faz) hazneleri ve ¢oziicii muamele sistemleri
Modern bir YPSK cihazi, bir veya daha fazla her biri 200 — 1000 mL ¢oziicti
iceren camdan veya celikten yapilmis hazne icermektedir. Bu hazneler ¢ogunlukla

kolonda veya dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan
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¢cOziinmiis gazlarin giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Cogunlukla bu

sistemler, ¢Oziicii icinde bulunabilecek toz ve partikiil halindeki maddelerin pompaya

veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu tikamamasi i¢in toz ve

partikiil maddeleri siizmeye yarayan bir siizme diizenegi de igerirler.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik

elisyon olarak adlandirihr. Gradient eliisyonda ise polariteleri 6nemli derecede

birbirinden farkli iki veya ii¢ coziicii sistemi kullanihr. Modern YPSK ekipmanlari

cogu zaman ¢oziiclilerin hacimsel oram1 zamanla dogrusal olarak veya iistel olarak

degistirilebilecek sekilde iki veya daha fazla hazneden aldig1 coziiciileri bir

karistirma odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle

donatilmustir.

Pompalama sistemleri

Bir YPSK pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir.

1)
2)
3)
4)
5)

400 atm’ye kadar basing iiretimi

Puls icermeyen basing ¢ikisi

0.1 — 10 mL/dakika araliginda akis hizlar

% 0.5 veya daha iyi bir tekrarlanabilirlikle akis kontrolii

Korozyona dayanikli pargalar

Uc tip pompa vardar:

Pistonlu pompalar: Genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri
hareketiyle c¢oOziiciinin pompalandigi  kiiciik bir silindirden meydana
gelmistir.

Siirgiilii pompalar: Bir kademeli motordan giic olan vidalh giidiim
mekanizmasi ile kumanda edilen sizdirmaz bir siirgiisii olan siringa benzeri
silindirik bir kaptan ibarettir.

Pnomatik Pompalar: Sivi  hareketli, sikistirdmms bir  gaz  ile
basinglandirilabilen bir kap i¢ine yerlestirilmis, portatif bir kap icine konur.

Bircok YPSK cihazi ¢oziiciiniin bilesimini ya siirekli ya da basamakli olarak

degistiren bir sisteme de sahiptir. Bu sistem de bilgisayarla kontrol edilen, pompa

cikisina yerlestirilmis bir geri tepme tikact boyunca basing diismesini belirleyerek

akis hizin1 6lgen bir sistemle donatilmustir.
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Numune enjeksiyon sistemleri

Daha onceki siringa ile basit bir enjeksiyon sistemini takiben olusturulan akis
durdurma enjeksiyonunda tekrarlanabilirligin kotii olmasindan dolayi, giiniimiizde en
yaygm olarak kullanilan yontem numune giris sarimlarinin kullanilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu sarmmlar degistirilebilir nitelikte olup 5 pL’den 500 uL’ye kadar
degisen hacimlerde numune hacmi se¢imine olanak tammaktadir ve iyi bir

tekrarlanabilirlik vermektedir.

Swvi kromatografi kolonlar

Sivi kromatografi kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ caplh paslanmaz c¢elik
borulardan yapilir, ancak ara swra kahn cidarh cam borular da kullanilir. Sivi
kromatografi kolonlarinin biiyiik bir cogunlugu 10 — 30 cm arasindadir. Kolonlarn i¢
capt ¢cogu zaman 4 — 10 mm ve yaygm olarak kullanillan bircok kolon dolgu
maddesinin tanecik biiytikliigi 5 — 10 um arasindadir. Son yillarda iireticiler i¢ ¢apr 1
— 4.6 mm ve 3 — 5 um tanecik biiyiikliigline sahip dolgu materyali ile doldurulmus
kolonlar iiretmektedirler. Bu kolonlarin yiiksek tabaka sayisi, iz ve minimum
¢Oziicii sarfiyat1 gibi avantajlari vardir.

Analitik kolonun Omriinii artirmak amaciyla analitik kolondan 6nce genellikle
kisa bir kolon yerlestirilir. Emniyet kolonu olarak da adlandirilan bu kolonlarmn
gorevi sadece partikiil haldeki maddeleri ve c¢oziicii icindeki yabanci maddeleri
tutmak degil, ayn1 zamanda numune icinde bulunan ve sabit faza tersinmez olarak
baglanan bilesenleri de tutmaktir. ilave olarak hareketli fazi sabit faz ile doyurarak
analitik kolondaki ¢oziicii kaybinin en aza indirilmesini saglar.

Gerekli durumlarda kolon sicakligmin uygun olarak ayarlandigi zamanlarda
daha iyi kromatogramlar elde edilmektedir. Bircok modern cihaz bu nedenden dolay:
kolon sicakligini ayarlayabilecek kolon siticilari ile donatilmastir.

S1vi kromatografide temel olarak iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir.
Bunlar film dolgular ve gozenekli dolgulardir. Film dolgular kiiresel, gozeneksiz,
caplart 30 — 40 um olan cam veya polimer tanelerinden olusur. Bu tanelerin
yiizeyine, silis, alumina, polistiren-divinil benzen sentetik recinesi veya bir iyon
degistirici ince bir gozenekli film kaplanmustir. Bazi uygulamalr icin, bu yiizeye,
absorpsiyon ile yiizeye tutunan uygun bir sivi, durgun faz olarak ilave bir katman
olarak kaplanir. Alternatif olarak, organik bir yiizey katman olusturmak iizere

kimyasal isleme tabi tutulur. Giiniimiizde, taneler, zarh dolgular daha ¢ok koruyucu
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kolonlarda kullanilmakta, analitik kolonlarda kullanlmamaktadir. Go6zenekli
partikiiller ise caplar1 3 — 10 um arasinda olan gozenekli partikiillerdir. Partikiiller
silis, alumina, polistiren divinil benzen sentetik recinesi veya bir iyon degistirici
recineden meydana gelmistir. Silis, sivi kromatografide en yaygin kullamlan bir
dolgu maddesidir ve elde edilen partikiiller ¢ogu zaman, yiizeye kimyasal olarak

veya fiziksel baglanan, ince bir organik film ile kaplanir.

Dedektorler

Sivi kromatografi dedektorleri temel olarak iki tiptir. Yigin 6zelligi dedektorleri
hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti ve yogunlugu gibi analit tarafindan
degistirilen yigin Ozelliklerine cevap veren detektorlerdir. Bunun tersine analit
ozelligi dedektorleri, analitin UV absorbansi, floresans siddeti veya difiizyon akimi
gibi hareketli fazmn sahip olmadig1 baz1 6zelliklerine cevap veren dedektorlerdir.

e Absorbans Dedektorleri: Kromatografik kolondan ¢ikan eliientlerin
absorbans 6lciimil i¢in icinden aktigi, Z seklindeki tipik bir akis hiicresinden ibarettir.
Filtreli absorbans dedektorlerinin en basiti bir civa lambasi kullanilan filtreli
fotometrelerdir. Girisim filtresi bulunan doteryum veya tungsten telli 151 kaynaklari
da, bir kolondan elile edilen absorblayici tiirlerin teshisi igin basit araclardir.
Monokromatorlii ultraviyole absorbans dedektorleri optik agli spektrofotometreden
olusmaktadir. En giiclii ultraviyole spektrofotometrik dedektorler spektrumun
tamamu icin gerekli olan verileri yaklagik bir saniyede toplayabilecek diyod serili
cihazlardir. infrared absorbsiyon dedektorlerinden ilki, dalga boyu taramasi ii¢ tane
yar1 dairesel filtre kanallari ile yapilan cihazlardir. Digeri ise fourier doniisiimlii
cihaza benzer olan infrared dedektorlerdir.

¢ Floresans dedektorler: Bunlarin cogunda floresans, uyarici 1sma 90
derecede yerlestirilmis bir fotoelektrik dedektor yardimiyla gozlenmektedir. En basit
dedektorlerde uyarict 151k kaynagi olarak civa lambasi ve yayian ismlarin belli bir
bandim1 izole etmek icin bir veya birkac filtre kullanilir. Daha gelismis cihazlar,
kaynak olarak ksenon lambasi ve floresans igmmasmi izole etmek icin ise optik ag
monokromator kullanir.

¢ Kirlma indisi dedektorii: Bu dedektorde ¢oziicii kolonun yolu iizerinde
bulunan hiicrenin bir yarim bdlmesinden gecer; eliiat ise daha sonra diger bdlmenin
icinden gecer. Bu iki bolme, iki ¢ozeltinin kirma indisi birbirinden farkl ise, gelen

1sin kirilacak sekilde uygun bir agida yerlestirilmis bir cam plaka ile ikiye ayrilmustir.
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Fotoduyarl dedektoriin yiizeyine gelen 1smn demetinin yolundan sapmasi, ¢ikis
sinyalinin degismesine sebep olur, bu degisiklik yiikseltilerek kaydedildiginde
kromatogram elde edilir.

¢ Buharlastirmal 151k sacma dedektorleri: Kolondan ¢ikan ¢ozelti, bir
sislestirici icinden gecirilmekte ve burada azot veya hava akimu ile cok ince sis haline
donustiiriilmektedir. Kiiciik damlalar daha sonra, hareketli fazin buharlastig1 ve tayin
edilecek maddenin ¢ok kiiciik partikiillerinin olustugu sicaklik kontrollii siiriikleme
borusuna gonderilir. Tayin edilecek maddenin olusturdugu partikiil bulutu, daha
sonra bir lazer 151 demetinin i¢inden gecirilir. Akis yoniine dik acida sacilan 1smlar
bir silisyum fotodiyod dedektor yardimiyla olciiliir.

¢ Elektrokimyasal dedektorler: Giiniimiizde cesitli tipteki elektrokimyasal
dedektorler amperometri, kulometri ve kondiiktometri esasina gore ¢alismaktadir. Bu
dedektorler duyarhilk, basitlik, kullamshhk ve yaygm kullamm alam gibi cesitli
avantajlar sunmaktadir.

¢ Kiitle spektrometrik dedektorler: Kiitle spektrometre dedektorleri son
zamanlarda peptitler ve niikleotitler gibi ugucu olmayan ve termal olarak kararh
genis bir madde grubu icin spektrumlar veren dedektorlerdir. Bu dedektorler
kullanildiginda gozlenebilme smirmm 1 — 10 pg’a kadar diistiigli rapor edilmistir.
Son zamanlarda hem elektron impakt hem de kimyasal iyonlastiricilar1 kullanarak
kiitle spektrumu elde etmeyi miimkiin kilan yeni tip baglantilar piyasaya ¢ikmustir.

Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi dort ayr1 tip sivi kromatografi iginde en yaygin
kullanilanidir. Diisiik ve orta mol kiitleli iyonik olmayan polar molekiillerin bu
yontemle analizi yaninda son yillarda tiirevlendirme ve iyon cifti olusturma gibi
teknikler kullamlarak iyonlarm ayrilmas: icin de yontemler gelistirilmistir. Dagilma
kromatografisi sivi — sivi ve bagh — faz kromatografi olmak iizere iki alt simifa
ayrilabilir. Sivi — sivi kromatografide sivi bir sabit faz dolgu maddesinin yiizeyine
fiziksel absorpsiyonla tutturulmustur. Dezavantajlarindan dolayr daha sonra bagh faz
dagilma kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Bagh faz dolgu maddelerinin biiyiik
bir kismu icin kullanilan destek katilar1 rijit silis veya silis esash bilesimlerden
hazirlanmaktadir. En kullamigh bagh - faz kaplamasi hidrolizlenmis yiizeyin
organoklorosilan ile reaksiyonundan meydana gelen siloksanlardir.

Dagilma kromatografisi, hareketli ve sabit fazlarm bagil polarhgma bagh
olarak iki kisma ayrilir. Sivi kromatografi ile yapilan ilk caligmalarda, silika veya
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alimina partikiiller iizerine tutturulmus su veya trietilenglikol gibi oldukca polar
sabit faz ve heksan veya i-propil eter gibi nispeten az polar c¢oziiciiler
kullamlmaktaydi. Bu tip kromatografi normal faz kromatografi olarak
adlandirilmaktadir. Ters faz kromatografide sabit faz apolardir ve ¢ogu zaman bir
hidrokarbondur. Hareketli faz ise su, metanol veya asetonitril gibi polar ¢oziiciilerden
meydana gelmektedir. Ters faz kromatografide kaplamalardaki siloksandaki R grubu
bir Cg veya C;g zinciridir. Piyasada bulunan normal — faz bagh dolgu maddelerinde
siloksan yapisindaki R, siyano, diol, amino ve dimetilamino gibi polar fonksiyonlu
bir gruptur. Normal faz kromatografide en diisiik polaritedeki bilesenler hareketli
fazda nispeten cok coziindiikleri icin en ©Onde eliile edilirler ve hareketli fazin
polaritesindeki artig eliisyon zamanmm azalmasi ile sonuglanir. Bunun aksine ters —
faz yonteminde en ¢ok polar bilesenler en ©Onde yiiriir ve hareketli fazin
polaritesindeki artis, eliisyon zamanini artirir.

Adsorbsivon Kromatografisi

Adsorbsiyon veya sivi — kati1 kromatografi yirminci ylizyihn baglarmda Tswett
tarafindan ilk olarak ortaya atilan klasik bir sivi kromatografi tipidir. Bu yontemde
kullanilan sabit fazlar sadece silis ve aliiminadir. Ilk sabit faz, yiikksek numune
kapasiteli ve kullamsh degisik tipleri oldugu i¢in uygulamalarin ¢ogunda tercih
edilmektedir. Bu kromatografi ¢esidi mol kiitlesi yaklagik 5000’den kiigiik olan polar
olmayan bilesikler icin en uygundur. Genellikle polar olmayan c¢oziiciilerde
coziilebilen ve ters — faz dagilma kromatografide kullanilan sulu ¢oziiciilerde smnirl
¢Ozilinilirliigii olan numuneler icin en uygun yontemdir. Adsorbsiyon kromatografinin
diger yontemlerde goriilmeyen ©Ozel bir giicli, izomerik karigimlarin bilesenlerini
ayrrma kabiliyetidir.

iyon — Degistirme Kromatografi

Cogu zaman iyon kromatografi olarak da adlandirilan bu kromatografi tiirii iyon
degistirici recinelerin kullanimmna dayanan iyonlarin ayrilmasi ve tayini i¢in modern
ve etkili bir yontemdir. Daha Onceden bu teknikte kullanilan stiren ve
divinilbenzenin kopolimerizasyonu ile olusan gézenekli polimerik taneciklerin, analit
molekiillerin mikrogdzeneklerden gecmesi, polimer matriksindeki difiizyonun yavas
olmast ve matriksin sikistirilabilmesinden dolayr yeni tip dolgu maddeleri
gelistirilmistir. Bunlardan biri yiizeyi bagil olarak biiyiik, gdozenekli olmayan kiiresel
sentetik iyon degistirici re¢ine ile kaplanmig cam veya polimer tanelerden meydana

gelen zar kaplamali yatak dolgusudur. Ikinci bir tipteki dolgu maddesi, adsorbsiyon
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kromatografide kullanillan silisten ibaret gozenekli mikropartikiillerin, iyon
degistiricinin ince bir filmi ile kaplanmasiyla hazirlanir. Iyon degistirme
kromatografinin inorganik uygulamalar: eliilent baskilayict kolonlu iyon — degistirme
kromatografi ve tek kolonlu iyon kromatografi kullanilarak gergeklestirilir. Bu
kromatografi ¢esidi ilaclar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida koruyucu
maddeler, vitamin karigimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi cok farkh
organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanmaktadir.

Iyon eleme kromatografi, iyonlardan ¢ok ndotral tiirlerin ayrilmasmdan dolay:
tam bir iyon kromatografisi tiirii olmamasmna ragmen, iyon — degistirici kolonlar
kullanilmaktadir. Bu kromatografi ¢esidi iyon — eleme kromatografi siit, kahve, sarap
ve diger ticari iirlinler gibi ¢ok sayidaki maddenin teshisi ve tayini i¢in kullanilabilir.

Boyvut Eleme Kromatografi

Jel gecirgenlik veya jel stizme kromatografi adi da verilen bu kromatografi tiirii
ozellikle yiikksek mol Kkiitleli tiirlere uygulanabilen giiclii bir tekniktir. Dolgu
maddeleri, ¢coziinen madde ve ¢oziicii molekiillerinin icine difiizlenebilecegi diizgiin
bir gozenek ag igeren kiiciik boyutlu silis veya polimer partikiillerden meydana
gelmistir. Gozenekler icinde molekiiller etkin bir sekilde yakalanir ve hareketli faz
akimi ile uzaklastirihr. G6zenek icinde ortalama kalma siiresi, analit molekiiliiniin
etkin biiyiikliigiine baghdir.

Jel siizme kromatografisinde sulu c¢oziiciiler ve hidrofilik dolgu maddeleri
kullanihrken, jel siizme kromatografisinde polar olmayan organik c¢oziiciiler ve
hidrofobik dolgu maddeleri kullanilir. Eleme siur1 birkac bin olan bir jel, proteinleri,
amino asitlerden ve diisiik mol kiitleli peptitlerden kolayca ayrilabilir. Diger
uygulamalar1 ise, homologlarin ve oligomerlerin ayrilmasi, biiyiikk polimer veya
dogal iiriinlerin mol kiitlelerinin veya mol kiitlesi dagilimmimn hizh bir sekilde tayin

edilmesidir.

2.1.3.1. Sistem Uygunluk Testleri
Kromatografik yontemlerin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte oldugunu
belirten Sistem Uygunluk Testleri (SUT) i¢in gerekli islem ve hesaplamalar yontem
gelistirilmesi ve validasyon iglemlerinin tamamlanmasindan sonra veya islemler
sirasinda yapihr.
Avrupa Farmakopesi tarafindan tanimlanan SUT parametreleri

e Teorik Tabaka (Plaka) sayisi (N)
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e Kuyruklanma Faktorii (T)
e Kapasite Faktorii (k)
e Secicilik faktorii (o)
¢ Aymrim Giicii (Resolution) (Rs)
e Pik yiiksekligi veya alanmin % Bagil standart sapmasi
¢ (Cihaz tekrarlanabilirligi
Bu kriterlerden en az 2 tanesinin gerekli sartlar1 saglamasi yontemin sistem

uygunlugunu gostermektedir.

Teorik Tabaka Sayisi (N)

Kolonun en dnemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve
piklerin birbirlerinden iyi ayrilmas: ile ilgilidir. N’in sayisal degeri, analizi yapilan
maddenin cinsine bagh oldugu gibi, deney kosullarina, akis hizi, sicaklik, kolon
kalitesi ve dolumun tek bi¢imliligi gibi cesitli faktorlere de baghdir. Tavsiye edilen
deger N> 2000’dir.

Pik genisligi

Sekil 2.8. Teorik tabaka sayisi hesabim gosterir kromatogram (KAZAKEVICH ve
LoBRUTTO, 2007)

2
N= 16[I—R}
W

tr: Maddenin alikonma zamani

W : Elde edilen pikin taban genisligi
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Kuyruklanma faktorii (T) ve Asimetri faktorii (As)

Bu faktor pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. Calismalarda daima simetrik pikler
secilmelidir. Simetrik olmayan piklerde;

1.
2
3.
4. Alkonmanin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi gibi sorunlarla karsilagilir.

Dogru olmayan tabaka sayisi ve ayirim giicii sonuglari
Kararl olmayan miktar tayinleri

Gozlemlenemeyen pik kuyruklanmalari

Pik asimetrisi taban yiiksekliginin % 10’u civarmda, kuyruklanma faktorii

ise % 5’1 civarinda Olciiliir. Uygun degerler pik asimetrisi icin 0.95 — 1.2 arasinda,

kuyruklanma faktorii i¢in ise 2’nin altinda olmasidir.

Pik kuyrugu

Pik maksimumu /

Sekil 2.9. Pik asimetri faktorii ve kuyruklanma faktorii hesabi gosterir
kromatogram (USP 23, NF 18, 1995)

Kapasite Faktorii (k’)

Analizi yapilan maddelerin alikonma zamanlar1 veya alikonma hacimleri

yardim ile hesaplanir. Kolonun performansi ve alikonmanin uzun siireli

tekrarlanabilirligi ile ilgilidir.
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A

Dretelctar cevabi

Zaman

Sekil 2.10. Kapasite faktorii hesabim gosterir kromatogram (SKOOG, WEST,
HOLLER, 1998)

t//V; : Maddenin alikonma zamani / hacmi
to/Vo : Hareketli fazin alikonma zamani / hacmi

Elde edilen bu degerin genel calismalarda 2 — 8 arasinda, eser madde miktar
tayininde 1 — 3 arasinda, stabilite belirleyici ¢alismalarda ise 4’ten biiyiik olmasi
istenir.

K= (t1- to)/ to

Secicilik Faktorii (a)

Bagil alikonmayi ifade eder.
o= L=l
L=l

t;: 1. maddenin alikonma zamamn
to: 2. maddenin alikonma zaman
to: Hareketli fazin alikonma zamani
2 pikin elde edildigi sistemlerde kullanilir. Genel olarak bu degerin 1°den biiyiik

olmasi istenir.

Aywrim Giicii (Resolution (Rys))

Ayirim kantitatif kromatografi ¢calismalarmm bashca gerekliligidir. Genellikle 5
veya daha az madde iceren numunelerde bu degerin 1.5’dan biiyiik olmasi1 kolaylhkla
saglanabilir. Bu sonu¢, maksimum kesinligin gostergesidir. Ayirim giicii, bir kolonun

eskiligini, giinler arasi1 ayirim sartlarindaki degisiklikleri gosterir.
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DEDEKTOR CEVABI

ZAMAN (dakika)

Sekil 2.11. Rezoliisyon faktoriiniin kromatogramlara gore degisimi (SKOOG,
WEST, HOLLER, 1998)

g =200
- W,

t;: 1. maddenin alikonma zamani
t>: 2. maddenin alikonma zamani
Wi: 1. maddenin taban genisligi
W,: 2. maddenin taban genisligi
Genel aymimlarda Rg’nin 2’nin, miktar tayini ¢caligmalarinda 1.5’un, biyolojik

stvilardan yapilan ¢alismalarda 1.2 nin iistiinde olmasi kabul edilebilir degerlerdir.

Cihaz, Pik Alani veya Yiiksekliginin Tekrar Edilebilirligi

En az 6 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alan1 veya
yiiksekliklerinin bagil standart sapmalarinin hesaplanmasi ile elde edilir. Genel
aywrmmlarda % bagil standart sapma degerinin 1.5’un, biyolojik sivilardan yapilan
calismalarda 5.0’ altinda olmasi ve eser madde miktar tayininde 5 — 15 arasinda
olmasi istenen degerlerdir. Cihaz tekrarlanabilirligi i¢in alikonma zamanlarmm %
bagil standart sapmasmin %5’den, daha cok sayida tekrar edilen enjeksiyonlar i¢in

%1’ den kiiciik olmast istenir.
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2.2. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE ORiJINLERI

1. izokonazol nitrat.................... Bilim
2. Diflukortolon valerat............... Bilim
3. Metanol..........coovvviiiiiiiinn.. .. Merck

Bu etken maddeler ayrica bir saflastirma islemi uygulamaksizin dogrudan

deneylerde kullanilmigtir

2.3. KULLANILAN CiHAZLAR

1. UV-Visible spektrofotometre : SHIMADZU UV - 1601

2. Manyetik Karistiric : IKAMAK RH Jonke & Kunkel IKA Labortechnik
3. IR spektrofotometre : JASCO FT/IR — 420

4. Erime noktasi tayin cihaz1  : BUCHI SMP - 20

5. Terazi : SHIMADZU LIBROR AEG - 220

2.4. KULLANILAN BILGISAYAR PROGRAMLARI

1. Multivariate Analysis Add-in for MS Excel v1.3 software (Brereton, 2002)
2. UV-PC 1601
3. Microsoft Excel 2003

4. Microsoft Word 2003

2.5. KULLANILAN BIiLGISAYAR KONFiGURASYONU

512 MB 400 MHz DDR RAM Masaiistii Bilgisayar



2.6. UZERINDE CALISMA YAPILAN FARMASOTIK PREPARATLAR
2.6.1. TRAVAZOL® Krem (Bilim) (BATCH NO:6050058A)

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

Izokonazol nitrat .............. 10 mg / 1 gr krem

2.6.2. TRAVACORT® Krem (intendis) (BATCH NO:73316A)

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

Izokonazol nitrat .............. 10 mg / 1 gr krem

52
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2.7. STANDART MADDELERIN STOK COZELTILERi
2.7.1. Tiirev spektrofotometride
Diflukortolon valerat: Metanol - su (3:1, h/h) icerisinde 100 mg/100 mL ¢ozeltisi

Izokonazol nitrat: Metanol - su (3:1, h/h) igerisinde 250 mg /100 mL ¢ozeltisi

2.7.2. Kemometrik yontemlerde

Diflukortolon valerat: Metanol - su (3:1, h/h) igerisinde 100 mg/100 mL

coOzeltisi

Izokonazol nitrat: Metanol - su (3:1, h/h) igerisinde 250 mg/100 mL ¢ozeltisi

2.7.3. YPSK da
Diflukortolon valerat: Metanol icerisinde 50 mg/100 mL cozeltisi
Izokonazol nitrat: Metanol icerisinde 200 mg/100 mL ¢ozeltisi

Klorzoksazon (I¢ standart): Metanol icerisinde 50 mg/100 mL ¢ozeltisi
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3. BULGULAR

3.1. KULLANDIGIMIZ ETKEN MADDELERIN SAFLIK KONTROLLERI

Deneylerde kullanilan standart maddelerin saflik kontrolleri ig¢in erime
noktalar, UV spektrumlar1 ve IR spektrumlar1 alimmus ve referanslarla

karsilastirilmistir.
3.1.1. DIF icin saflik kontrolii

Erime noktasi : 195 °C. Bu deger referans degerle uyumludur (THE MERCK
INDEX 30TH EDITION).

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

maksimum goriilmektedir.

IR spektrumu : KBr diski halinde basilmis DiF’mn 400 — 4000 cm™ arasindaki
IR spektrumunda 1748, 1666, 1624, 1608, 1213, 989, 916, ve 721 cm’de temel
pikler goriilmiis (Sekil 3.3) ve bu da referansla uyum gostermistir (BRITISH
PHARMACOPOEIA 1999 VOLUME I).

3.1.2. i1ZO icin saflik kontrolii

Erime noktas1 : 182°C olarak bulunmustur ve bu deger referans degerle

uyumludur (THE MERCK INDEX 12TH EDITION).

UV spektrumu : 1Z0’nun metanol - su (3:1) icerisindeki ¢ozeltisinin 200 -350
nm arasindaki spektrumu Sekil 3.2’de goriilmektedir. Bu spektrumda 205, 250 ve

318 nm’lerde ii¢ adet maksimum ve 231 nm’de bir adet minimum gozlenmektedir.

IR spektrumu : KBr diski halinde basilmis iZO’nun 400 — 4000 cm’
arasindaki IR spektrumunda temel pikler goriilmiistiir (Sekil 3.4)
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Sekil 3.1. Metanol - su (3:1) icerisinde 12 ug/mL DIF ¢ozeltisinin 0. derece UV

absorpsiyon spektrumu
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Sekil 3.2. Metanol - su (3:1) icerisinde 120 pug/mL IZO ¢ozeltisinin 0. derece UV

absorpsiyon spektrumu
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1: 3301.54, 7.5929 2: 3068.19, 53.1583 3: 3015.16, 42.1495 4: 2985.27, 21.1316
5: 2947.66, 8.0379 6: 2878.24, 17.4252 7: 2860.88, 19.5559 8: 2729.74, 57.0448
9: 1748.18, 4.1395 10: 1728.83, 1.1788 11: 1666.20, 1.0300 12: 1624.73, 2.8506
13: 1608.34, 4.8257 14: 1457.92, 14.7905 15: 1412.60, 13.9392 i5: 1384.28, 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, 31.1617 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: 965.56, 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: 818.63, 27.4989 35: 796.46, 57.6289 36: 754.03, 41.7040
37: 721.25, 37.0122 38: 709.68, 39.9665 39: 687.50, 42.0295 40: 647.96, 45.2772
41: 621.93, 41.4467 42: 578.54, 50.4382 43: 552.51, 42.7316 44: 539.01, 44.7500
45: 516.83, 43.2312 48: 499.47, 30.0265 47: 449.33, 30.6932 48: 431.01, 28.0298
49: 416.55, 19.6006 .

Sekil 3.3. DiF’in IR spektrumu
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3.3. KEMOMETRIK TEKNIiKLERLE SPEKTROSKOPIiK VERILERIN
DEGERLENDIRILMESI YONTEMLERI iLE ELDE EDILEN
SONUCLAR

3.3.1. Kemometrik calismalar

Izokonazol nitrat (IZO) ve diflukortolon valerat (DIF)’ i metanol — su (3:1)
icerisindeki cozeltilerinin 200-400 nm arasmdaki 0. derece UV spektrumlar: (Sekil
3.5) iist iiste ¢izdirildiginde 200-300 nm’ler arasida IZO ve DIF’mn spektrumlarmm
birbirlerine girisim yaptig1 goriilmektedir. Dolayisiyla karigimlarda her iki etken
maddenin hicbir ayrma islemi olmadan aym anda miktar tayinlerinin dogrudan bu

spektrum arahiginda absorbans degerlerinin dl¢iilmesi ile yapilmasi miimkiin degildir.

0,500,

0,000 L
2000 2500

Dalga boyu i 3000 3500

Sekil 3.5. Metanol - su (3:1) icerisinde a) 12 ug/mL DIF ¢ozeltisinin, b) 120
ug/mL 1ZO cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari
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Bu nedenle karisgimlarinda 1ZO ve DIF’m, ki secilen farmasotik preparat
icerisinde karisim halinde bulunmaktadirlar, miktar tayinlerinin bu iki maddenin
karisim cozeltilerinde okunan absorbans degerlerinin  kemometrik yOntemler
kullanilarak degerlendirilmesi ile yapilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amacla KLEK,
TEK, TBR ve KEK yontemleri uygulanmis ama yalmizca TBR yontemi kullanilarak

1yl sonuglar ahnmus, digerlerinde ise anlamsiz sonuglar elde edilmistir.

3.3.1.1.  DIiF +iZO kansiminda DiF ve 1ZO’nun TBR yonteminin

spektrofotometrik analizlerde kullanilmasi ile miktar tayini

Yapilan caligmalara gore bu yontemden iyi sonu¢ alabilmek icin metanol - su
(3:1) igerisindeki cozeltilerinin 0. derece (oryjinal) UV absorpsiyon spektrumunda
242 - 298 nm arahiginda AA = 2 nm olarak 29 dalga boyunda absorbans degerlerinin

Olciilmesi gerektigi bulunmustur.

Bu karigimda her iki maddenin de miktar tayini icin bu maddelerin farkh
konsantrasyonlarin1 iceren metanol - su (3:1) icerisindeki karigim c¢ozeltilerinin
caligma setine (Cizelge 3.1) temel bilesen regresyonu yontemi paket programlar
kullanilmak suretiyle uygulanmustir. Kalibrasyon seti hazirlanirken kullanilan

karisim konsantrasyonlart Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

Bu yontemle en iyi sonuclarm almmasi icin; DIF icin 4 temel bilesenin, 1ZO
icin ise 5 temel bilesenin yeterli oldugu bulunmus, Root-Mean-Squares Error
(RMSE) degerinin DIF icin 0.25, 1ZO icin ise 2.87 olarak en az seviyede oldugu
goriilmiistiir. Bu yontemde cahisma araligmm DIF icin 2.4 — 48.0 ug/mL, 1ZO icin
ise 60.0 — 260.0 pg/mL oldugu bulunmustur.

Yontemde tayin alt smir1 DIF ve 1ZO icin sirasiyla 2.4 pg/mL ve 60 pg/mL,
yakalama smimr1 ise DIF icin 0.28 pg/mL ve IZO icin 4.03 pg/mL olarak
bulunmustur. LOD hesaplamasinda RIBONE ve ark. 2001 i c¢aligmasmdaki
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islemler temel alinmigtir. Bu islemler: LOD = 3 el 11T T den hesaplanmugtir.

Burada | lel | enstrumental giiriiltii Ol¢ciimii ve b ise tayin edilecek bilesiklerin saf

haldeki regresyon katsayilart vektoriidiir. | |§ | = Vel+ e+ e +..+8” dir

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

standardize edilmis verilerle ulagildig1 gbzlenmistir:

Sp

Burada Z standardize edilmis deger, x veri, X ortalama, Sp ise standart
sapmadir. Yine kullandigimz paket programlarla caligma (kalibrasyon) setindeki
konsantrasyonlara (Cizelge 3.1) karsiik gelen score matrisleri ve okunan
absorbanslara karsilik gelen loading (yiikleme) matrisleri kurulmustur. Sonra ayni
islem bilinmeyen konsantrasyonlarda bu iki etken maddeyi iceren karigimlara

uygulanmis ve elde edilen veriler kalibrasyon regresyonu yardimiyla hesaplanmustir.

Standart ¢ozeltilerden hareketle hazirlanan sentetik karigimlara yontem
uygulandiginda elde edilen ortalama % geri kazamm ve bagil standart sapma (%
BSS) degerleri Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Buna gore ortalama % geri kazanim ve
% BSS degerleri 1ZO icin sirasiyla % 98.74 ve % 1.49, DIF icin ise sirasiyla %
99.85 ve % 0.97 olarak bulunmustur.



Cizelge 3.1. DIF ve 1ZO icin TBR yonteminde kullanilan kalibrasyon seti

Karisim no DIF V70
pg/mL pg/mL
1 24 140
2 24 60
3 2.4 60
4 2.4 260
5 40 100
6 12 260
7 40 140
8 24 100
9 12 100
10 32 260
11 40 200
12 32 140
13 24 260
14 40 260
15 40 60
16 2.4 200
17 32 60
18 2.4 140
19 24 200
20 32 200
21 32 100
22 12 60
23 2.4 100
24 12 140
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Cizelge 3.2. iZO ve DIF’m standart karisimlart icin TBR yontemiyle

elde edilen ortalama % geri kazanim sonuglari

62

* )Z : Ortalama

** SS : Standart sapma

*#% BSS : Bagil standart sapma

Konulan Bulunan Geri Kazanim
KARISIM ng/mL ug/mL (%)
NO

DiF izo DiF izo DiF izo
1 10.00 100.00 10.26 100.35 | 102.63 100.35
2 12.00 100.00 12.08 101.12 99.26 101.12
3 16.00 100.00 16.07 99.23 100.94 99.23
4 24.00 100.00 | 23.98 98.03 99.37 98.03
5 12.00 100.00 12.05 98.33 100.27 98.33
6 12.00 140.00 11.82 135.24 98.51 96.60
7 12.00 200.00 11.99 197.35 99.90 100.15
8 12.00 200.00 11.90 195.16 99.17 100.12
*x | 99.85 98.74

*x§§|  0.97 1.47
R— % 0.97 % 1.49
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3.2.1.2. Kemometrik yontemlerle elde edilen sonuclara gore TSH, KSH, THKT,

r, egim ve kesim degerlerinin bulunmasi

Temel bilesen regresyonu yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmis ve

asagidakiler hesaplanmustir :

a) Tahmindeki Standart Hata (TSH)

\/i (Ci—c)?

i=1

TSH =

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

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

bulunan konsantrasyondur.

b) Kalibrasyondaki standart hata (KSH)

m

Y (C-a)’

i=1

KSH =
m-2

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

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

m kalibrasyon standardi i¢in tahmin edilen konsantrasyondur.

¢) Tahmin hatalarinin karelerinin toplami (THKT)

THKT= > ( &-c¢)’
i=1
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formiilii yardmuyla hesaplamis ve elde edilen degerler Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Burada c; 1. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu, /c\i ise 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 aym c¢izelgelerde
gosterilmigtir.

Yontemde hesaplanan TSH, KSH, r, kesim, egim, RMSE ve THKT degerleri
Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. DIF + IZO kansmm analizinde uygulanan TBR yontemindeki

parametreler

TSH KSH r Kesim Egim RMSE | THKT

izo 0.4443 | 0.5712 [ 0.9994 | -2.0701 | 1.0314 0.25 0.4695

DIF 0.0403 | 0.0457 |[0.9994 [ -0.3737 | 1.0182 2.87 15.9890

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

iliskinin ¢ok iyi oldugunu gostermektedir.
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3.2.1.3. ANOVA testi

DIF + IZO karigimlarmmn metanol — su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin giin
ici absorbans degerleri okunarak (3’ser saat aralikla 3 kez) ve giinler arasi degerleri
(3 giin boyunca) okunarak temel bilesen regresyonu yontemleri uygulanmis ve
bunlarin sonucunda DIF + IZO karisimlarinda hesaplanan DIF ve 1ZO miktarlari
ANOVA testi ile karsilastirlmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.9°da
gosterilmistir. Bu c¢izelge sonuglarina gore hesaplanan F degerlerinin serbestlik
derecesi 2 ve 20’ye gore cizelge degeri olan 3.49 degerinden kiiciik oldugu
gozlenmistir. Ayrica DIF ve 1ZO icin bulunan BSS degerleri sirasiyla, giin ici %
0.52 ve % 1.26, giinler aras1 % 0.84 ve % 2.27° dir.

3.2.1.4. TBR yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasi :

3.2.1.4.1. Secicilik

Yontemin icerisinde DIF ve 1ZO bulunan TRAVAZOL® krem ve
TRAVACORT® krem preparatlarma uygulamasmm yapilmasi icin de calismalar
yapilmustir. Amacimiz etken maddelerin miktarm tayin etmek oldugu icin 6ncelikle
bu preparatlardaki yardimci maddelerin ve krem bazmm yontemi etkilemediginin
saptanmast gerekir. Bu nedenle TRAVAZOL® krem ve TRAVACORT® krem
preparatlarmin hazirlanan c¢ozeltilerine standart olarak ayri ayri DIF’m preparat
¢ozeltisinde bulunan miktarmm % 25, % 50, % 75’i ve IZO’nun preparat
coOzeltilerinde bulunan miktarlarinin % 5, % 10, % 15 1 ilave edilerek miktar tayini
yapmis ve elde edilen sonuclara gore yardimci maddelerin yontemi etkilemedigi

kanisina varilmistir (Cizelge 3.4 ve ¢izelge 3.5).
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Cizelge 3.4. TRAVAZOL® (Batch no 6050058A) preparatma standart ilavesi sonucunda

TBR yontemi ile hesaplanan DIiF ve 1ZO miktarlart

KONULAN BULUNAN GERI Iffz)ZANIM
KARISIM
NO . . . .
u]g)/lnfL HZH(I)L u]g)/lnfL HZH(I)L DIF 170
1 500 | 1000 | 491 9.94 98.29 99.39
2 500 | 1000 | 489 | 9.99 97.71 99.91
3 500 | 1000 | 489 | 993 97.66 99.33
4 1000 | 2000 | 991 | 2027 99.14 101.33
5 1000 | 2000 | 985 | 2003 98.54 100.16
6 1500 | 3000 | 1466 | 29.05 97.72 96.84
7 1500 | 3000 | 1422 | 28.94 94.83 96.49
sn | 9770 99.06
SS 1.37 1.77
BSS | % 141 % 1.79
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Cizelge 3.5. TRAVACORT® (Batch no 73316A) preparatma standart ilavesi
sonucunda TBR yontemi ile hesaplanan DIF ve 1ZO miktarlar:

KONULAN BULUNAN GERI Iffz)ZANIM
KARISIM
NO . . . .
u]g)/lnfL HZH(I)L u]g)/lnfL HZH(I)L DIF 170
1 500 | 1000 | 495 9.92 99.07 99.28
2 500 | 1000 | 487 | 1002 97.56 100.27
3 500 | 1000 | 5.01 9.97 100.35 99.77
4 1000 | 2000 | 997 | 2001 99.76 100.05
5 1000 | 2000 | 986 | 19.96 98.66 99.83
6 1500 | 3000 | 1481 | 29.58 98.73 98.62
7 1500 | 3000 | 1472 | 29.07 98.13 96.92
xm | 9890 99.25
SS 0.94 1.16
BSS | %095 | % 1.17
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3.2.1.4.2.islem:

Yardimc1 maddelerin etkisinin olmadig1 anlasildiktan sonra secgilen 3 adet
TRAVAZOL® krem ve TRAVACORT® krem iceriginden ayri ayri 1 er gr tartimus
ve 50 mL’lik balon jojede metanol - su (3:1) igerisinde ¢oziilmiistiir. 15 dakika
karigtirildiktan sonra siispansiyon, Whatman No:42 kagidindan siiziilmiistiir. Yontem
bu c¢ozeltilere uygulandiktan sonra elde edilen sonuglar Cizelge 3.6 ve 3.7°da
gosterilmigtir.
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Cizelge 3.6. TRAVAZOL® (Batch no 6050058A) preparatina TBR yontemi
uygulandiginda DIF ve 1ZO icin elde edilen sonuglar (mg/1 g krem)
(Preparat iizerinde yazili olan miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg iZO /1 g

krem )

DENEY NO (Dmi; (iflg)
1 1.01 10.33

2 1.01 10.49

3 1.01 10.46

4 0.98 10.10

5 0.99 10.27

6 0.98 10.30

7 0.99 9.90

8 0.98 10.00

9 0.99 10.32

x 0.99 10.24

o 0.01 0.20

* G.A. (p=0.05 icin) | 0.99 +0.01 10.24 +0.15
P

i

GA = Giiven arahg1 ( v

=



Cizelge 3.7. TRAVACORT® (Batch no 73316A) preparatina TBR yontemi
uygulandiginda DIF ve 1ZO i¢in elde edilen sonuglar (mg/1 g krem)
( Preparat iizerinde yazil olan miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg 1ZO / 1

g krem )

DENEY NO (iflg) (Dng)
1 9.50 0.99

2 9.47 0.99

3 9.37 0.99

4 9.59 0.97

5 9.69 0.98

6 9.83 0.99

7 9.80 1.00

8 9.85 0.98

9 9.65 0.97

* x 9.64 0.98

SS 0.17 0.01

GA (p=0.05 i¢in) 9.64 £0.14 0.98 £0.01
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3.3. TUREV SPEKTROFOTOMETRI iLE YAPILAN MIiKTAR TAYIiNi

CALISMALARI

DIF + 1ZO kanisiminda DIF ve 1ZO’iin miktar tayinleri icin cesitli tiirev
derecelerinde spektrumlar almmug ve 1. tiirev spektrofotometri (‘D) yontemi ile en

1yl sonuglarin ahindig1 goriilmiistiir (Sekil 3.6-3.10).

1.000,

o=

0.000

1 1
200.0 2500 3000 3500
‘Wavelength [nm.)

Sekil.3.6. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 20 pug/mL DIiF ve b) 120 pg/mL iZO
cozeltisinin O¢ derece UV absorpsiyon spektrumu (AA= 2 nm, skala faktorii=0)
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Sekil.3.7. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 20 pug/mL DIiF ve b) 120 pg/mL iZO
cozeltisinin 1. tiirev spektrumlar1 (AA= 2 nm, skala faktorii =20)
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Sekil.3.8. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 20 pug/mL DIiF ve b) 120 pg/mL iZO
cozeltisinin 2. tiirev spektrumlar1 (AA= 2 nm, skala faktorii =50)

3600
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Sekil.3.9. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 20 pug/mL DIiF ve b) 120 pg/mL iZO
cozeltisinin 3. tiirev spektrumlar (AA= 2 nm, skala faktorii =100)
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Sekil.3.10. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 20 pg/mL DIiF ve b) 120 pg/mL i1ZO
cozeltisinin 4. tiirev spektrumlar1 (AA= 2 nm, skala faktorii =200)

3500
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3.3.1. DIF + i1ZO kansiminda DiF’in miktar tayini :

DIF + IZO karisimmim metanol - su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin 200 — 350
nm arasindaki 0. derece tiirevi yani orijinal absorbsiyon spektrumlar1 Sekil 3.6’da
goriilmektedir. Yaptigmmiz cahsmalarda DIF’m bu karisimda miktar tayinini
yapabilmek icin DIF + 1ZO karnsimlarmm metanol - su (3:1) icerisindeki
spektrumlarmm 1. tiirev spektrumlar: cizilmistir. Elde edilen 1. tiirev spektrumlari
Sekil 3.7°de goriilmektedir. 1. tiirev spektrumlarini ¢izdirirken de cesitli dalga boyu
araliklar1 denenmis ve AL = 2 nm’de en iyi spektrumun alindigi bulunmustur. 1.
tiirev spektrumunda IZO’nun tiirev absorbans degerinin sifir oldugu dort adet dalga

boyu (247.8 nm , 272.0 nm, 277.0 nm ve 279.8 nm) oldugu gozlenmistir (Sekil 3.12).

247.8 nm, , 272.0 nm, 277.0 nm ve 279.8 nm’de 1. tiirev spektrumunda degisik
miktarda DIF iceren standart karisimlar icin dA/dL degerleri 6lciilerek ve Cizelge
3.7°de gosterilen regresyon esitlikleri kullamilarak yontemdeki geri kazanim degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 3.8). Buna gore ortalama % geri kazanim degerinin 247.8
nm i¢cin % 101.31, % bagil standart sapma degerinin de % 0.67 oldugu aym c¢izelgede
gozlenmektedir. Ortalama % geri kazanim degerinin 272.0 nm’de % 90.59, % bagil
standart sapma degerinin de % 4.60 oldugu goriilmiistiir. Ortalama % geri kazanim
degerinin 277.0 nm ne 279.8 nm’de sirastyla % 100.32 ve % 107.49, % bagil standart
sapma degerlerininde de sirasiyla % 1.44 ve % 14.74 oldugu goriilmiistiir.

Yapilan cahsmalarda bu yontemle DIF + IZO karismu icerisinde DIF’m
miktar tayini icin 2.4 - 48 upg/mL arahgmda konsantrasyonla dA/dA degerleri
arasinda dogrusal bir bagmti oldugu saptanmustir. Korelasyon katsayisinin, bu 4
dalga boyu i¢in hesaplanan regresyon esitligi icin 0.9999 oldugu bulunmustur
(Cizelge 3.8) ki bu, konsantrasyon ile dA/dA degerleri arasinda iyi bir dogrusal

bagmtinin bulundugunu goéstermektedir.

Yontemde DIF icin 247.8 nm dalga boyunda tayin alt smir1 (TAS) 2.4 pg/mL
(dogrusal arahgm alt smir1 olarak alinmustir), yakalama smir1 (YS) ise 0.08 pg/mL
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olarak bulunmustur. Yakalama smir1 i¢in 3 SS/m esitliginden yararlanilmistir (SS =

Standart sapma, m = kalibrasyon egrisinin egimi).

Sekil 3.11. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 7 pg/mL DIF, b) 20 ug/mL DIF, c) 30
pg/mL DIF, d) 120 pg/mL 1ZO c¢ozeltilerinin orijinal absorpsiyon spektrumlari

Sekil 3.12. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 7 pg/mL DIF, b) 20 pg/mL DIF, c)
30 pug/mL DIF, d) 120 pg/mL 1ZO cozeltilerinin 1. tiirev spektrumlari (AL = 2
nm, skala faktorii : 20)



Cizelge 3.8. iZO ve DiF'm 'D yontemi kullamlarak olusturulan kalibrasyon grafikleri i¢in hesaplanan istatistiksel sonuclar
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Regresyon Esitlikleri Konsantrasyon
Bilesenler A (nm) r Arahg

m (+ SS) n (£ SS) (ng/mL )
DiF 247.8 2.29x 107+ 1.48 x 107 -1.19x 10+ 5.66 x 10* 0.9999 2.4 - 48
DiF 272.0 -1.27x10%+4.24 x 10™ -2.5x10°+8.48 x 10™ 0.9999 2.4 - 48
DiF 277.0 6.6x10°£2.12x 10* -1.8x10°£3.53x 10* 0.9999 2.4 - 48
DiF 279.8 -4.1x10°%+1.41x10™ -1.3x10°%+3.53x 10™ 0.9999 2.4 - 48
izo 240.2 -9.0x10°+1.00 x 10™ -2.21x10%+8.48 x 107 0.9996 60 — 260

m = egim. n = kesim. y = mx + n. r = korelasyon katsayisi. SS = standart sapma
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Cizelge 3.9. iZO ve DiF'n standart karigimlarmda 'D yontemi ile elde edilen ortalama % geri
kazanim sonuglari

Karisim Konulan DIF 170
) ) Geri Kazanim
No DIF 170 Geri Kazanim (%) (%)
ug/mL ug/mL  [247.8 nm [272.0 nm | 277.0 nm | 279.8 nm| 240.2 nm
1 10.4 100.0 100.0 87.4 102.3 88.4 99.1
2 10.4 100.0 100.8 87.4 100.8 90.8 99.1
3 10.4 100.0 100.4 90.5 102.3 97.8 98.4
4 16.0 100.0 100.5 94.7 99.6 98.6 99.1
5 16.0 100.0 101.8 95.2 99.6 100.1 98.4
6 16.0 100.0 101.3 94.7 99.6 98.6 98.1
7 24.0 100.0 101.7 95.3 98.6 98.3 99.2
8 24.0 100.0 101.4 88.1 97.3 109.4 101.1
9 24.0 100.0 100.6 95.0 98.0 97.3 98.2
10 12.0 100.0 101.2 94.2 100.0 101.0 99.4
11 12.0 100.0 101.6 94.8 101.3 103.0 98.7
12 12.0 100.0 101.9 92.8 100.0 101.0 98.1
13 12.0 140.0 101.9 90.2 101.3 109.1 97.3
14 12.0 140.0 101.6 87.6 101.3 109.1 97.6
15 12.0 140.0 101.9 90.2 100.0 117.3 97.8
16 12.0 200.0 100.8 84.3 100.0 131.5 97.7
17 12.0 200.0 101.6 83.7 101.3 139.6 98.2
18 12.0 200.0 102.7 84.3 102.5 143.7 97.8
x~| 101.31 90.59 100.32 107.49 98.53
SS| 0.68 4.17 1.44 15.84 0.91
n=18 BSS | %0.67 | %4.60 | % 1.44 | % 14.74 0.93
GA (p=0.05
x+0.31 [ xx1.92 [ x+0.67 | x+7.32 x+0.42

'D = 1. tiirev UV spektrofotometri
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3.3.2. DiF + iZO kansiminda iZO’iin miktar tayini:

DIF + IZO karisimmim metanol - su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin 200 —
350 nm arasindaki 0. derece tiirevi yani orijinal absorbsiyon spektrumlar1 Sekil
3.6’da goriilmektedir. Yaptigmmiz cahismalarda IZO’iin bu karisimda miktar tayinini
yapabilmek icin DIF + 1ZO karnsimlarmm metanol - su (3:1) icerisindeki
spektrumlart DIF® m aymi ¢oziicii icerisindeki spektrumlari cizdirilmistir. Elde edilen
spektrumlar Sekil 3.13’da goriilmektedir. Daha sonra bu spektrumlarinin 1., 2. ve 3.
tirev spektrumlar1 cizdirilmis ve spektrumlar kargilastirddiginda 1. tiirev
spektrumunda daha belirgin ve diizgiin pikler goriildiigi i¢in cahismalar 1. tiirev
spektrumlarinda gerceklestirilmistir. Spektrumlar c¢izdirirken cesitli dalga boylari
denenmis ve AL = 2 nm’de en iyi spektrumun alindigr bulunmustur. 1. tiirev
spektrumunda DIF’in sifir oldugu bir adet dalga boyu (240.2 nm) oldugu
gozlenmistir (Sekil 3.14).

1. tiirev spektrumunda 240.2 nm’de degisik miktarda IZO iceren standart
karigimlar1 icin dA/dA degerleri Olciilerek yontemdeki geri kazamm degerleri
hesaplanmustir (Cizelge 3.9). Buna gore 240.2 nm’deki ortalama yiizde geri kazamim

degeri % 98.53 ve bagil standart sapma degeri ise % 0.93 olarak bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalarda bu yontemle DIF + 1ZO karisimu icerisinde 1ZO’nun
miktar tayini icin 60.0 — 260.0 pg/mL aralifinda konsantrasyonla dA/dA degerleri
arasinda dogrusal bir baginti oldugu saptanmustir. Bu dalga boylarinda yapilan
Olciimlerdeki sonuglara gore hazirlanan regresyon esitlikleri Cizelge 3.8°de
gosterilmistir. Korelasyon katsayisinin bu  regresyon esitligi icin 0.9992 oldugu
bulunmustur (Cizelge 3.8).

Yontemde IZO icin TAS 60 pg/mL olarak alnmus, YS ise 2.86 ug/mL
olarak bulunmustur. Yakalama smir1 icin 3 SS/m esitliginden yararlandmistir (SS =

Standart sapma, m = kalibrasyon egrisinin egimi).
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Sekil 3.13. Metanol - su (3 : 1) icerisinde a) 20 pg/mL DIiF, b) 70 pg/mL 1ZO, c)
120 pug/mL 1ZO, d) 200 pg/mL IZO c¢ozeltilerinin orjinal absorpsiyon
spektrumlar1 (AX = 2 nm, skala faktorii : 20)

Sekil 3.14. Metanol - su (3 : 1) igerisinde a) 20 pg/mL DIF, b) 70 pg/mL 1ZO, c)
120 pg/mL 1Z0, d) 200 pg/mL 1ZO ¢ozeltilerinin 1. tiirev spektrumlari (AL = 2
nm, skala faktorii : 20)
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3.3.3. ANOVA testi

DIF + IZO karigimlarmmn metanol — su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin giin
ici absorbans degerleri okunarak (3’ser saat aralikla 3 kez) ve giinler arasi degerleri
(3 giin boyunca) okunarak 'D ydntemi uygulanmis ve bunlarmn sonucunda DIiF +
IZO kangimlarinda hesaplanan DIF ve IZO miktarlan ANOVA testi ile
kargilastirilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.14°da gosterilmistir. Bu cizelge
sonuclarina gore hesaplanan F degerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 20’ye gore
cizelge degeri olan 3.49 degerinden kiiciik oldugu gozlenmistir. Ayrica DIF ve 1ZO
icin bulunan BSS degerleri sirasiyla, giin i¢i % 0.50 ve % 0.55, giinler arast % 0.59
ve % 0.57’ dir.

3.3.4. 'D yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmas:
3.3.4.1. Secicilik

icerisinde DiF ve iZO bulunan TRAVAZOL® krem ve TRAVACORT®
krem preparatlarina uygulamasmm yapilmas: i¢in de calgmalar yapilmstir.
Amacimiz etken maddelerin miktarim tayin etmek oldugu icin Oncelikle bu
preparatlardaki yardimct maddelerin ve krem bazmm yontemi etkilemediginin
saptanmast gerekir. Bu nedenle krem preparatlarinin c¢ozeltilerine standart olarak
DIF ve 1ZO ayr ayr ilave edilerek miktar tayini yapilmis ve elde edilen sonuclara
gore yardimci maddelerin yontemi etkilemedigi kanisina varilmistir (Cizelge 3.10 ve

cizelge 3.11).
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Cizelge 3.10. TRAVAZOL® (Batch no: 6050058A) preparatma standart ilavesi
sonucunda 'D ile hesaplanan DIF ve iZO miktarlar:

Konulan Bulunan Geri Kazamm
Karisim (%)
No DIF izo DIF izo . .

pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL DIF 120

1 5.00 20 4.98 19.98 99.57 99.88
2 5.00 20 4.98 20.09 99.57 100.47
3 5.00 20 4.98 20.45 99.57 102.23
4 15.00 24 14.95 24.08 99.66 100.34
S 15.00 24 15.11 23.96 100.71 99.85
6 15.00 24 14.79 24.43 98.61 101.81
7 20.00 30 20.30 29.99 101.52 99.97
8 20.00 30 19.12 30.03 95.61 100.12
) 20.00 30 19.83 30.03 99.15 100.12
x 99.83 100.53

8§ 1.63 0.87
BSS |\ g 164 | @087
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Cizelge 3.11. TRAVACORT® (Batch no: 73316A) preparatma standart ilavesi
sonucunda 'D ile hesaplanan DIF ve iZO miktarlar:

Konulan Bulunan Geri Kazamm
Karisim (%)
No DIF izo DIF izo . .

pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL DIF 120

1 5.00 20 5.04 19.89 100.82 99.46
2 5.00 20 5.02 20.14 100.45 100.69
3 5.00 20 5.07 19.86 101.50 99.29
4 10.00 24 9.96 23.90 99.58 99.59
S 10.00 24 9.97 23.78 99.75 99.08
6 10.00 24 10.03 23.93 100.27 99.69
7 15.00 30 14.99 29.75 99.91 99.17
8 15.00 30 15.20 29.82 101.36 99.41
) 15.00 30 15.20 29.81 101.36 99.37
x 100.56 99 53

881 074 0.47
BSS | 073 % 0.48
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3.3.4.2. islem

Secilen 3 adet TRAVAZOL © krem ve TRAVACORT © krem iceriginden
ayrt ayrt 1 gr tartilmis ve 50 mL’lik balon jojede metanol - su (3:1) icerisinde
cOziilmiigtiir. 15 dakika karstirnldiktan sonra siispansiyon, Whatman No:42
kagidindan siiziilmiistiir. Yontem bu c¢oOzeltilere uygulandiktan sonra elde edilen

sonuclar Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13’de gosterilmistir.



Cizelge 3.12. TRAVAZOL® (Batch no: 6050058A) preparatna 'D yontemi

uygulandiginda DIF ve 1ZO icin elde edilen sonuglar (mg/1 g

krem) (Preparatin iizerinde yazili olan miktarlar : 1 mg DIF +
10 mg iZO/1 g krem)

Deney No (Iflg) (Dng)
1 9.83 1.01
2 9.90 1.02
3 9.96 1.02
4 9,81 1.01
S 10.19 1.00
6 10.17 1.01
7 10.24 1.02
8 9.86 1.02
? 10.21 1.02
. 10.05 1.0
SS 010 0.01
GA (p=0.05 icin) 10.05 +0.14 1.02 % 0.01

84



Cizelge 3.13. TRAVACORT® (Batch no: 73316A) preparatina 'D ydntemi
uygulandiginda DIF ve IZO icin elde edilen sonuglar (mg/1 g
krem) (Preparatin iizerinde yazih olan miktarlar : 1 mg DIF +
10 mg 1ZO/1 g krem)

Deney No (Iflg) (Dng)
1 9.67 1.01

2 9.74 1.02

3 9.80 1.00

4 9.72 1.01

5 9.74 1.0

6 9.96 1.0

7 9.75 1.0

8 9.91 1.0

9 9.72 1.0

x 9.76 1.0

SS 0.11 0.01

GA (p=0.05 icin) 9.8 £0.08 1.0 £0.01




Cizelge 3.14. Onerilen yontemler icin DIF + 1ZO karisimlarinda ANOVA testi sonuglari
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p

TBR YPSK
Parametreler
izo DiF izo DiF izo DiF
Giinler arast 1.29 0.05 5.32 0.01 233 0.04
varyans
Giin ici 1.20 0.01 1.63 0.01 1.16 0.03
varyans
F orant 1.08 3.19 3.26 2.70 2.02 1.14
Ortalama deger 200.70 23.93 101.58 11.97 201.77 15.81
(ng/mL)
Giinler arasi BSS % 0.57 % 0.90 % 2.27 % (.84 % 0.75 % 1.21
Giinigi BSS % 0.55 % 0.50 % 1.26 % 0.52 % 0.53 % 1.13

Giinler aras1 ve giin ici sonuglart 2 ve 20 serbestlik derecesinde hesaplanmustir. Bu serbestlik derecesinde ve %95 giiven arahiginda F orani

3.49dir.
Varyans: SS*
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3.4. YPSK ILE YAPILAN CALISMALAR

Yontemi optimize etmek i¢cin yapilan ¢alismalar sonucunda, en iyi ayrimin
ACE Cl18 ters faz kolonu (250 mm x id., 4.6 mm, 5 pm) iizerinde hareketli
(hareketli) faz olarak metanol — su (95:5, v/v) ve 20 pL enjeksiyon hacmi
kullanilarak 1 mL/dak. akis hiz1 ile elde edildigi saptanmistir. Dedeksiyon 280 nm’de
yapilnustir. I¢ standart (IS) olarak cesitli maddeler denemis ve en uygun piki veren
klorzoksazon secilmistir. Yontemde alikonma zamanlart (retention time)
klorzoksazon (i¢ standart) i¢in 3.04 dakika, DIF icin 3.46 dakika ve IZO icin 4.59
dakika olarak bulunmustur (Sekil 3.15).

o
(=2
A
e

Sekil 3.15. a) 0.8 pg/mL Klorzoksazon (i¢ standart) b) 32 pg/mL DIiF ve ¢) 260
png/mL IZO nun gelistirilen YPSK yontemindeki kromatogranu
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Miktar tayini islemlerinde kalibrasyon grafiklerinden yararlamlmstir. Bu
grafikler icin pik alanlar1 6l¢iilmiis ve kromatogramda etken maddeler i¢in Olgiilen
pik alanlar i¢ standart i¢in Olciilen pik alanlarma bdliindiikten sonra elde edilen
degerler konsantrasyona karst grafige gecirilmistir (N = 10). Boylece elde edilen

dogrusal kalibrasyon egrisinin denklemleri :

iZO igin y = 0.0448 x + 0.3616 (1* = 0.9996)
DIF icin y = 0.0459 x + 0.0563 (r* = 0.9997) olarak bulunmustur.

(Burada x, pg/mL cinsinden konsantrasyonu, y ise pik alan1 madde/pik alani i¢

standart oranim gostermektedir.)

Yontemde dogrusal calisma araliklarmm DIF igin 4 — 48 pg/mL. 1ZO icin ise 50
— 400 pg/mL oldugu saptanmustir. Yontemde 1ZO icin TAS, 50 pg/mL olarak
almmus, YS ise 0.22 pg/mL olarak hesaplanmustir. DIF icin ise TAS, 4 pg/mL
olarak alimig ve YS 0.76 pg/mL olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar Cizelge
3.15’da gosterilmistir. Tayin alt smir1 dogrusal arahgm alt smir1 olarak alinmus,

yakalama sinir1 ise 3 SS/m formiiliinden hesaplanmustir.



Cizelge 3.15. Kromatografik kosullar optimize edildiginde 1ZO ve DIF

icin regresyon sonuglari

DIiF VA0
Dogrusal cahisma
arahgi 4.0 —48.0 50.0 — 400.0
(ng/mL)
Egim 0.0459 0.0448
Kesim 0.0563 0.3616
r 0.9997 0.9996
TAS (pg/mL) 4 50
YS (pg/mL) 0.76 0.22

*YS : Yakalama Sinir1 (LOD)
*#* TAS : Tayin Alt Smir1 (LOQ)
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Yontemde sistem uygunluk testleri arastirilmig elde edilen sonuclar Cizelge

3.16’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.16. DIF and IZO icin gelistirlen YPSK yonteminde sistem

uygunluk testi sonuglari

Parametreler DIF izo Oln:f:é iﬁ:ﬁken
Teorik tabaka sayisi 19493 27030 N>2000
Kapasite faktorii 2.87 2.82 k>=2-8
Secicilik faktorii 1.23 1.50 o>1
Ayirim giicii 3.73 10.36 R>15
Asimetri faktorii 1.06 1.17 A=0.95-1.20
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Standart c¢oOzeltilerden hareketle hazirlanan sentetik karigimlara yOntem
uygulandiginda elde edilen ortalama % geri kazanim ve bagil standart sapma
degerleri Cizelge 3.17°de gosterilmistir. Buna gore ortalama % geri kazanim ve %
bagil standart sapma degerleri sirasiyla 1ZO icin % 99.82 ve % 1.04, DIF icin %
100.45 ve % 1.98 olarak bulunmustur (Cizelge 3.17).
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Cizelge 3.17. Sentetik karisimlara YPSK yontemi uygulandiginda DIF ve 1ZO igin

elde edilen ortalama % geri kazanim sonuglari

Konulan Bulunan Geri I((‘;: z)anlm
Karisim
No DIF izo DIF izo . .

(ngml) | wgml) | ugmL) | gmry | DT | 120

1 16.00 140.00 15.72 139.13 98.24 | 99.38
2 16.00 140.00 15.72 137.97 98.24 | 98.55
3 16.00 140.00 16.72 137.45 | 104.47 | 98.18
4 26.00 240.00 25.90 201.79 99.61 | 100.90
5 26.00 200.00 26.18 198.36 | 100.71 | 99.18
6 26.00 200.00 26.33 202.16 | 101.26 | 101.08
7 32.00 240.00 32.52 261.16 | 101.63 | 100.45
8 32.00 240.00 32.31 261.39 | 100.96 | 100.53
9 32.00 240.0 31.67 26030 | 98.96 | 100.11
*x | 100.45 | 99.82

SS 1.98 1.04
BSS | % 1.97 | % 1.04
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3.4.1. ANOVA testi

DIF + 1ZO karigimlar1 icin giin ici absorbans degerleri okunarak (3’ser saat
aralikla 3 kez) ve giinler aras1 absorbans degerleri okunarak kromatografik yontem
uygulannis ve bunlarm sonucunda DIF + IZO karigimlari icin 3 giin aym saat
araliklarinda karsilastirilarak bulunan miktarlar ANOVA testi ile karsilastirdmis ve
elde edilen sonuclar Cizelge 3.14’de gosterilmistir. Bu c¢izelge sonuglarma gore
hesaplanan F degerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 20’ye gore cizelge degeri olan 3.49
degerine gore bulunan F degerleri daha kii¢iik bulunmustur. DIF ve IZO icin
bulunan BSS degerleri sirasiyla, giin i¢i % 0.53 ve % 1.13, giinler aras1 % 1.21 ve %
0.75’ dir.

3.4.2. YPSK yonteminin farmasotik preparatlara uygulanmasi :
3.4.2.1. Secicilik

icerisinde DiF ve iZO bulunan TRAVAZOL® krem ve TRAVACORT®
krem preparatlarina uygulamasmm yapilmas: i¢in de caligmalar yapilmstir.
Amacimiz etken maddelerin miktarim tayin etmek oldugu icin Oncelikle bu
preparatlardaki yardimct maddelerin ve krem bazmm yontemi etkilemediginin
saptanmast gerekir. Bu nedenle krem preparatlarinin c¢ozeltilerine standart olarak
DIF ve 1ZO ayr ayr ilave edilerek miktar tayini yapilmis ve elde edilen sonuclara
gore yardimc1 maddelerin yontemi etkilemedigi bulunmustur (Cizelge 3.18 ve
Cizelge 3.19). Ayrica optimize edilen sartlarda DIF, IZO ve i¢ standardin piklerini
etkileyecek piklere rastlanmamistir (Sekil 3.16).
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(2]

il

(b)

Sekil 3.16. (a) Krem preparati (a) klorzoksazon, b) DIiF ve c) iZO (b) plasebo’nun YPSK kromatogram




Cizelge3.18. TRAVAZOL® (Batch no: 6050058A)
sonucunda YPSK yontemi ile hesaplanan DIF ve 1ZO miktarlar:

95

preparatina standart ilavesi

Konulan Bulunan Geri Kazamim
Karisim
No . . . .

ulg)/gL ugn?L ulg)/gL ugn?L DIF 170

1 5.00 50.00 5.01 49.66 100.26 99.32
2 5.00 50.00 4.83 49.84 96.66 99.66
3 5.00 50.00 5.01 50.30 100.26 100.61
4 8.00 80.00 7.87 79.90 98.46 99.88
5 8.00 80.00 7.73 80.34 96.66 100.43
6 8.00 80.00 8.02 80.00 100.26 100.00
7 10.00 100.00 9.84 100.41 98.46 100.41
8 10.00 100.00 9.66 99.69 96.66 99.70
9 10.00 100.00 9.66 99.51 96.66 99.51
x 98.26 99.95

SS 1.67 0.45
BSS % 1.70 % 0.45
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Cizelge3.19. TRAVACORT® (Batch no: 73316A)
sonucunda YPSK yontemi ile hesaplanan DIF ve 1ZO miktarlari

preparatina standart ilavesi

Konulan Bulunan Geri Kazamim
Karisim (%)
No . . . .

ulg)/gL ugn?L ulg)/gL ugn?L DIF 170

1 5.00 50.00 4.83 49.85 96.66 99.70
2 5.00 50.00 4.92 49.94 98.46 99.88
3 5.00 50.00 4.83 49.20 96.66 98.41
4 8.00 80.00 7.59 78.87 94.86 98.59
5 8.00 80.00 7.88 78.87 98.46 98.59
6 8.00 80.00 7.73 79.02 99.66 98.77
7 10.00 100.00 9.67 99.70 96.66 99.70
8 10.00 100.00 9.84 99.33 98.46 99.33
9 10.00 100.00 9.50 99.51 94.86 99.51
x 96.86 99.16

SS 1.41 0.57
BSS % 1.45 % 0.58
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3.4.2.2. islem

Yardimc1 maddelerin etkisinin olmadig1 anlasildiktan sonra secilen 3 adet
TRAVAZOL ©® ve TRAVACORT © krem iceriginden ayr1 ayri 1’er gr tartilip 50.0
mL’lik balon jojede metanol igerisinde ¢oziildii. 15 dakika karistirildiktan sonra
cozelti 0.45 pm milipore filtreden 50.0 ml’lik balonjojeye siiziildii. Bu siiziintiiden
alman 10.0 ml’ye klorzoksazonun stok cozeltisinden 0.1 mL ilave edildikten sonra
25.0 mL’lik balon jojede aym ¢oziicii ile 25.0 mL’ye tamamland1. Boylece 1ZO, DIF
ve klorzoksazon (IS)’iin konsantrasyonlar1 sirastyla 80.0 pg/mL, 8.0 pg/mL ve 0.8
pg/mL  olarak ayarlandi. Yontemin son c¢oOzeltilere uygulanmasiyla elde edilen

sonuclar Cizelge 3.20 ve 3.21°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.20. TRAVAZOL® (Batch no: 6050058A) preparatina YPSK
yontemi uygulandiginda DIF ve IZO icin elde edilen
sonuclar (mg/1 g krem) ( Preparat iizerinde yazili olan

miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg IZO / 1 g krem )

DeneyNo DIiF V70

(mg) (mg)

1 1.05 10.00

2 1.06 10.17

3 1.06 10.19

4 1.01 10.16

5 1.01 10.00

6 1.02 9.98

7 1.01 10.23

8 1.03 10.01

9 1.03 10.00

% 1.03 10.08

SS 0.02 0.10
G.A (p=0.05 icin) 1.03 +0.01 10.08 +0.07




Cizelge 3.21. TRAVACORT® (Batch no: 73316A)

preparatma YPSK

yontemi uygulandigmda DIF ve 1ZO icin elde edilen

sonuclar (mg/1 g krem) ( Preparat iizerinde yazili olan

miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg IZO / 1 g krem )

DENEY NO (ang) (Iflg)
1 0.99 10.17

2 1.00 10.11

3 0.99 9.96

4 0.99 10.05

5 0.99 10.02

6 1.00 9.99

7 0.99 10.03

8 0.98 9.97

9 0.99 10.01

x 0.99 10.05

SS 0.01 0.08

G.A. (p=0.05 icin) 0.99 £0.01 10.05 £ 0.06

99
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4. TARTISMA

4.1. DIF + 1ZO KARISIMININ ANALiZi ICIN YAPILAN
CALISMALAR

4.1.1. Kemometrik yontemlerin kullanilisi

Kemometrik yOntemler esasinda kendileri analitik yOntemler olmayip
matematiksel ve istatistiksel yOntemlerdir. Yani her tiirlii analitik veri icin
uygulanabilir. Biz ¢aligmalarimizda spektrofotometrik analizleri tez konumuz olarak
sectigimiz ve ikili karigimlara uygulamayr amacladigimiz icin spektrumlarda okunan
absorbans degerleri bu kemometrik yontemlerle degerlendirilerek karisimdaki etken
maddelerin miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Yapilan caligmalarda KLEK, TEK,
TBR ve KEK teknikleri paket programlar kullamlarak DIiF + IZO karigiminda DIF
ve IZO’nun miktar tayini icin uygulanmis ve 3.2.1 boliimiinde de belirtildigi gibi
yalnizca TBR yontemiyle tutarh sonuclar elde edilmis diger yontemlerde ise birbirini
tutmayan c¢ok farkli sonucglar elde edilmistir. Bu nedenle tartisma boliimiinde

yalmizca TBR teknigi kullanilarak elde edilen sonuglar yorumlanacaktir.

4.3.1.1. Temel bilesen regresyonu (TBR) yontemi kullamlarak yapilan

calismalar

DIF + IZO karisiminda bu iki etken maddenin de aym anda miktar tayini icin
temel bilesen regresyonu yontemi spektrofotometrik verilerin (absorbanslarim)
degerlendirilmesinde kullanidmugtir. Yontemde bu iki maddenin karigimlarinin

metanol - su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin 200 - 400 nm’ler arasindaki orijinal
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UV absorpsiyon spektrumlart kullandmustir (Sekil 3.6). Sekil 3.6’te goriildiigii gibi
200 - 350 nm’ler arasmda her iki maddenin spektrumlar1 girisim yapmaktadir.
Dolayistyla digerinin etkisi olmaksizn DIF veya IZO’nun yalmzca absorbans
degerlerini okuyarak bu karisimda secici olarak miktar tayinlerini gerceklestirmek
imkansizdir. Higbir ayirma islemi yapmaksizin DIF ve 1ZO ’nun ikili karisimlarinda
miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢cin spektral verilerin temel bilesen regresyonu
yontemiyle analizinden yararlanimustir. Buna gore Sekil 3.5°teki spektrumun 242 -
298 nm’ler arasindaki boliimiiniin istenen amag icin yeterli oldugu yapilan analizler
sonucunda bulunmustur. 242 - 298 nm’ler arasindaki spektrumda hangi dalga
boylariin secilmesi gerektigi konusunda yapilan denemeler sonucunda 24 karisim
numunesi igin (kalibrasyon seti) (Cizelge 3.1) AL = 2 nm olarak 29 dalga boyunda
absorbans degerlerinin okunmasmm ve bu yontemdeki hesaplamada kullamlmasinin
yeterli oldugu anlasilmigtir. Sonra 3.2.1.1 boliimlerinde anlatildigi gibi okunan
absorbans degerlerine gore hazirlanan matris ve konsantrasyon matrislerini
kullanarak o©nce kalibrasyon matrisi ve katsayilart hesaplanmig daha sonra
bilinmeyen numune i¢in belirlenen dalga boylarinda yapilan Slgctimler bu matris ve
katsayillar yardimiyla analiz edilerek bilinmeyen numunedeki bilesenlerin
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir (Cizelge 3.2). Bu hesaplamada 2.4 boliimiinde

gosterilen paket programlardan yararlanilmustir.

Yontemde 3.2.1.1 bolimiinde anlatildigi gibi standardize edilmis veriler

kullanildiginda daha iyi sonuglar elde edildigi saptanmustir.

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

goriilmektedir.
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r degeri, konulan ile bulunan arasindaki korelasyonun oOlgiisiidiir. Bu degerin
I’e yakin olmasi ¢alismanin hassasiyetinin yiiksek oldugunu ifade eder ki Cizelge
3.3’deki verilere gore hesaplanan r degerlerinin 1’e cok yakin olduklar

goriilmektedir.

THKT degerleri ise her zaman minimum olmasi beklenmeyen degerlerdir.
Hazirlanan standart karigimlara yontem uygulanarak ortalama % geri kazamm
degerleri ve % bagil standart sapma degerleri hesaplanmustir (Cizelge 3.2). Cizelge
3.2’de goriildiigii gibi % geri kazanim degerleri DIF icin % 99.85, 1ZO icin % 98.74
olarak bulunmustur ki bu degerler yontemdeki dogrulugu gostermektedir.
Yontemdeki kesinligi gostermek icin ise % bagil standart sapma (%BSS) degerleri
hesaplanmus ve sirasiyla DIF ve 1ZO icin % 0.97 ve % 1.49 olarak bulunmustur

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

Yaptigimiz cahsmalarda DIF + IZO karigiminda temel bilesen regresyonu
tekniginin spektrofotometriye uygulanmasi ile DIF ve 1ZO’nun miktarmm tayin
edilmesi yonteminde cahsma araligmm IZO icin 60 — 260 pg/mL, DIF icin 2.4 — 48
pg/mL oldugu saptanmustir. Bu calisma araliklar1 Ornek icin secilen krem

preparatindaki DIF ve 1ZO’iin aym anda miktar tayinine imkan vermektedir.

Yontemde tayin alt smir1 (TAS) IZO icin 60 pg/mL, DIF icin 2.4 pg/mL
olarak ahnmustir. Yakalama smurlari (YS) ise 1ZO igin 4.03 pg/mL, DIF icin ise
0.28 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar da yontemin olduk¢a duyarl
oldugunu gostermektedir. YS degerlerinin hesaplanmasinda 3.2.1.1 boliimiinde
anlatildig1 gibi Ribone ve ark. (2001) tarafindan Onerilen yontemden yararlanilarak

hesap yapilmustir.
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DIF + IZO karisimlarmm metanol — su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin giin ici
absorbans degerleri okunarak (3’er saat aralikla 3 kez) ve giinler arasi1 degerleri (3
giin boyunca) okunarak temel bilesen regresyonu yontemleri uygulanmis ve
bunlarin sonucunda DIF + IZO karisimlarinda hesaplanan DIF ve 1ZO miktarlari
ANOVA testi ile karsilastirlmig ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.14’da
gosterilmistir. Bu c¢izelge sonuglarina gore hesaplanan F degerlerinin serbestlik
derecesi 2 ve 20’ye gore cizelge degeri olan 3.49 degerinden kiiciik oldugu
gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar ile, 3 giin igerisinde TBR yOnteminin
hazirlanan c¢ozeltilere uygulanmasinda elde edilen sonuclarm (p=0.05 olarak)
birbirlerinden istatistiksel olarak anlamh farkinin bulunmadigini ve bu siire igerisinde
yontemin gecerli oldugunu gostermektedir. Bu aym zamanda stabilitenin de

gostergesidir.

4.1.2. Tiirev spektrofotometri ile yapilan cahsmalar

4.1.2.1. DiF’1n miktar tayini

DIF + IZO karisiminda bu iki etken maddenin ayn1 anda miktar tayini icin
1. tiirev spektrofotometrisi yontemi uygulanmustir. 3.3.1°de anlatildigi bicimde
DIF’in miktar tayini icin bu karistmin metanol - su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin
200-350 nm arasindaki orijinal absorbsiyon = spektrumunun kullaniimasi
calismalarimzda uygun bulunmustur (Sekil 3.6). Daha sonra elde edilen spektrumun
1. derece tiirev spektrumlari ¢izdirilmistir (Sekil 3.7). 1. derece tiirev spektrumunda
(Sekil 3.7) konsantrasyonla orantii ve dalga boyu kaymayan minimum ve

maksimumlar goriilmiistiir. Bu minimum ve maksimumlar icerisinde 247.8 nm’deki
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dalga boylarinda olgiilen dA/dA degerlerinden yararlanilarak miktar tayininin
yapilabilecegi kanisina varilmistir, ¢iinkii elde edilen sonuglara gore en diisiik BSS
degeri bu dalga boyunda calisildiginda elde edilmektedir. Elde edilen 1. tiirev
spektrumunun daha iyi olabilmesi i¢in yapilan c¢ahsmalarda AA=2 nm olarak
smoothing (diizleme) yapilmasmin uygun oldugu saptanmistir. 1. tiirev
spektrumunda (Sekil 3.7) 247.8 nm’de olgiilen dA/dA degerleri konsantrasyona karsi
grafige gecirilerek regresyon analizleri yapilmistir. Elde edilen regresyon esitlikleri
yardimiyla (Cizelge 3.8) sentetik olarak hazirlanan DIF + IZO’nun standart
karigimlarmdaki DIF’in miktar1 hesaplanarak ortalama % geri kazanim degerleri
hesaplanmistir  (Cizelge 3.9). Cizelge 3.9’de goriildiigii gibi, 247.8 nm’de
calisildiginda elde edilen ortalama % geri kazanim degerinin % 101.31 oldugu
goriilmektedir. Ayrica yontemdeki % bagil standart sapma degerleri de hesaplanmig
ve bu degerin % 0.67 oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar yontemin dogrulugu

ve kesinliginin tatmin edici oldugunu gostermektedir.

Bu karisimda DIiF’in miktar tayininin yapilabilmesi icin 247.8 nm
secilmistir. Bu dalga boyu % bagil standart sapmanin en diisiik olmasi nedeniyle
secilmistir (% 0.67) (Cizelge 3.9). Bu dalga boyundaki ortalama % geri kazanim
degerinin % 101.31 olmasi da ayrica tatmin edicidir. Yaptigmmz calsmalarda DIF +
IZO karigiminda spektrum oranlari 1. tiirev spektrofotometri yontemi ile DIF’m
miktarmim tayin edilmesinde yonteminde calisma araligmm DIF icin 2.4 - 48 pg/mL
oldugu saptanmustir.

Yontemde DIF icin TAS, 2.4 pug/mL olarak ahnmis, YS ise 0.08 pg/mL

olarak hesaplanmistir. Bu sonuclar yontemin olduk¢a duyarlhh oldugunu ifade

etmektedir.
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4.1.2.2. iZO’nun miktar tayini

DIF + IZO karisiminda bu iki etken maddenin de aym anda miktar tayini icin
1. tiirev spektrofotometri yontemi uygulanmustir. 3.3.2°de anlatildigr bi¢imde
1Z0’nun miktar tayini icin, bu karisimin metanol - su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin
200-350 nm arasindaki orijinal absorbsiyon = spektrumunun kullaniimasi
calismalarimizda uygun bulunmustur (Sekil 3.9). Daha sonra Sekil 3.9°daki spektrum
elde edilen spektrumun 1. derece tiirevleri cizdirilmistir (Sekil 3.11). Bu spektrumda
DIiF’in 1.tiirev spektrumunda absorpsiyoun 0 oldugu bir adet dalga boyu (240.2 nm)
goriilmiigtir. Bu  dalga boyunda (240.2 nm) olgiilen dA/dA degerlerinden
yararlanilarak miktar tayininin yapilabilecegi kanisina varilmistir. Elde edilen 1.
tiirev spektrumunun daha iyi olabilmesi icin yapilan caligmalarda AX = 2 nm olarak

smoothing (diizleme) yapilmasinin uygun oldugu saptanmuistir.

1. tirev spektrumunda (Sekil 3.11) 240.2 nm’de Olgiilen analitik sinyaller
konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek regresyon analizleri yapilmustir. Elde edilen
regresyon esitlikleri yardimiyla (Cizelge 3.8) tarafimizdan hazirlanan DIF + 1ZO
standart karigimlarindaki 1ZO miktar1 hesaplanarak ortalama % geri kazanim
degerleri hesaplanmustir (Cizelge 3.8 ve Cizelge 4.1). Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi
240.2 nm’de calisildiginda elde edilen ortalama % geri kazanim degeri % 98.53
olarak bulunmustur. Ayrica yontemdeki % bagil standart sapma degerleri de

hesaplanmis ve bu degerin % 0.93 oldugu bulunmustur.

Yaptigimiz ¢calismalarda DIF + 1ZO karisiminda 1. tiirev spektrofotometri ile
1Z0’nun miktarmnmn tayin edilmesi yonteminde dogrusal ¢alisma araligmm 60 — 260

pg/mL oldugu saptanmustir.
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Yontemde 1ZO icin TAS, 60 pg/mL olarak alnnus, YS ise 2.86 pg/mL olarak

hesaplanmustir. Bu sonuglar yontemin olduk¢a duyarh oldugunu ifade etmektedir.
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Cizelge 4.1. Sentetik karisimlara gelistirilen yontemler uygulandiginda elde edilen ortalama % geri kazanim ve bagil standart

sapma degerleri

PCR p YPSK
n= 8 n= 18 n= 9
izo DiF izo DiF izo DiF
Ortalama % geri 98.74 99.85 98.53 101.31 99.82 100.45
kazanim (£SS) (+1.47) (+£0.97) (£0.91) (+0.68) (+1.98) (£ 1.04)
% BSS 1.49 0.94 0.93 0.67 1.97 1.04
Calisma araligi
60 — 260 2.4 - 48 60 - 260 2.4-48 50 - 400 4-48
(ug/ml)
TAS 60 2.4 60 2.4 50 2.4
YS 4.03 0.28 2.86 0.08 0.22 0.76

SS = standart sapma, BSS= bagil standart sapma, TAS= Tayin alt sinir1, YS= Yakalama simir1
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4.1.3.YPSK ile yapilan cahsmalar

Yontemi optimize etmek igcin yapilan cahsmalar sonucunda; en iyi ayrimin
ACE Cl18 ters faz kolonu (250 mm x id. 4.6 mm. 5 pm) iizerinde hareketli
(hareketli) faz olarak metanol — su (95:5, v/v) ve 20 pL enjeksiyon hacmi
kullanilarak 1 mL/dak. akis hiz1 ile elde edildigi saptanmistir. Dedeksiyon 280 nm’de
yapilnustir. I¢ standart (IS) olarak ¢esitli maddeler denenmis ve en uygun piki veren
klorzoksazon secilmistir. YOontemde alikonma zamanlar1 (retention time)
klorzoksazon (IS) icin sirasiyla 3.04 dakika, DIF icin 3.46 dakika ve I1ZO icin 4.59
dakika olarak bulunmustur (Sekil 3.12).

Yontemdeki dogrusal ¢alisma araliklarmm DIF icin 2.4 — 48.0 pug/mL, 1ZO
icin 50.0 —400.0 pg/mL oldugu saptanmustir.

Yontemin validasyonu konusunda yapilan caligmalarda; ortalama % geri
kazanim degerleri DIF icin %100.45, 1ZO icin %99.82, %BSS degerleri ise sirastyla
DIF ve 1ZO icin %1.04 ve %1.97 olarak bulunmustur. Bu degerler yontemin

dogrulugu ve kesinligi acisindan tatmin edicidir.

4.2. Yontemlerin farmasotik preparatlara uygulanmasi

DIF + IZO kanisiminda her iki etken maddenin de miktar tayini icin
gelistirilen 'D, spektrofotometrik verilerin kemometrik tekniklerle islenmesi (TBR)
ve YPSK yoOntemlerinin bu iki etken maddeyi iceren farmasotik preparatlara

uygulanabilirligi arastirilmigtir:

Bilindigi gibi farmasotik preparatlarin icerisinde etken maddelerin yaninda

cesitli  yardimci maddeler de bulunmaktadir. Bizim se¢mis oldugumuz
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preparatlardaki krem bazinin yontemi etkileyip etkilemediginin 6ncelikle saptanmasi
gerekir. Bunu yapabilmek icin DIF + I1ZO karismmum iceren TRAVAZOL® krem ve
TRAVACORT®  krem icerisindeki (secilen batch (iiretimlerde) lerdeki) DIF ve
1Z0O’nun miktar1 onerilen tiim yontemlerle tayin edilmistir. Sonra tayin isleminde
kullamlan preparata bilinen miktarda ayr1 ayr1 DIF ve 1ZO katilmis ve sonra bu
miktarlar tayinde kullamlan coziiciilerdeki ¢ozeltileri seyreltilerek her iki maddenin
konsantrasyonlar1 yontemdeki ¢aligma araliklarina getirildikten sonra miktarlari tayin
edilmistir. Hem standart ilavesinden once hem de sonra tayin edilen DIF ve 1ZO’iin
miktarlarinin arasindaki farkin ¢ok kiiciik oldugu saptanmustir. Boylece bu krem
preparatlarindaki yardimci maddelerin yontemi etkilemedigi sonucuna varilmustir.
Dolayisiyla 3.2.5, 3.3.4 ve 3.4.2 bolimlerinde anlatildigi sekilde yontemler
TRAVAZOL® krem ve TRAVACORT® krem preparatlarmin secilen batch lerine
uygulanmis ve cahsilan seriler icin bulunan DIF ve 1ZO’nun miktar tayini sonuglart

Cizelge 3.6, 3.17, 3.12, 3.13, 3.20 ve 3.21°da gosterilmistir.

Gelistirilen yontemlerin secilen farmasotik preparata uygulanmasi

konusunda ise

Herseyden Once krem preparatlari ile ¢aligmak tablet, kapsiil veya damla gibi
preparatlarda oldugundan daha zahmetli ve zor cahsmalardir. Cogu zaman bu tiir
preparatlardaki krem bazi nedeniyle fazla miktarda girisim s6z konusu olur ve bir
ekstraksiyon iglemi gerekir ki bu islem hem zaman alict hem pahali hem de duyarhg:

diisiiriicti islemlerdir. Bu nedenle bu tez kapsamu icerisinde gelistirilen yontemler
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secilen krem preparatlari igerisinde hicbir ayrim yapmaksizin DiF ve 1ZO’nun ayni

anda miktar tayinlerine olanak saglamaktadir.

Tiim yontemlerde bu farmasotik preparatlar icerisindeki DIF ve IZO icin
bulunan degerlerin ortalama miktarlari, birbirleriyle student’s ¢ testi yardimi ile
karsilastirlmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3) ve hesaplanan degerin p = 0.05 i¢in
cizelge degerinden (bu cahisma icin 1.96 dir) kiiciik olmasi nedeniyle (Cizelge 4.2)
TRAVAZOL® krem ve TRAVACORT® krem’e uygulanan yontemlerle DIF ve iZO
icin bulunan sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi

anlasilmustir.
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Cizelge 4.2. TRAVAZOL® preparatma gelistirilen yontemler uygulandiginda DIF ve iZO i¢in elde edilen sonuglar (mg/ 1 g krem)

( Preparat iizerinde yazih olan miktarlar : 1 mg DIiF + 10 mg iZO / 1 g krem )

Kullanilan 120 DIF
Yontemler
C 1SS Hesaplanan ¢ Hesaplanan F 1SS Hesaplanan ¢ Hesaplanan F
X = degerleri degerleri X = degerleri degerleri
'D 10.05 +0.19 1.02 £0.01
YPSK-'D =057 |YPSK-'D =1.14 YPSK-'D =153 |YPSK-'D =1.66
YPSK-TBR =191 |YPSK-TBR =1.31 YPSK-TBR=1.68 |YPSK-TBR =1.52
TBR 1024+020 |'D-PCR =168 |'D-PCR =1.50 099+001 |D-TBR =106 |'D-TBR =252
YPSK 10.08 £0.10 1.03 £0.02

Gozlenen sonuglar, 3 yontem i¢in 9 adet deneyin ortalama sonuclaridir.
p = 0.05 icin Cizelge degeri t = 1.96
Cizelge degeri F = 3.44
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Cizelge 4.3. TRAVACORT © preparatma gelistirilen yontemler uygulandiginda DiF ve IZO icin elde edilen sonuglar (mg/ 1 gram krem)

( Preparat iizerinde yazih olan miktarlar : 1 mg DIF + 10 mg 1ZO / 1 g krem)

Kullanilan

Yontemler 170 DIF
- Hesaplanan t Hesaplanan F - L Hesaplanan t Hesaplanan F
x £85 degerleri degerleri x 53 degerleri degerleri
'D 9.76 £ 0.11 1.01 £0.01
YPSK-'D=143 |YPSK-'D=2.17 YPSK-'D=1.10 |YPSK-'D=1.69
YPSK - TBR =1.95 | YPSK - TBR =3.35 YPSK - TBR = 1.46 | YPSK - TBR = 1.41
PCR 9.64 £ 0.17 | D-TBR=191 'D-TBR=1.54 | 95400 |D-TBR= 106 |D-TBR=1.20
YPSK 10.05 £ 0.08 0.99 £ 0.01

Gozlenen sonuglar, 3 yontem i¢in 9 adet deneyin ortalama sonuclaridir.
p = 0.05 icin Cizelge degeri t = 1.96
Cizelge degeri F'=3.44
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4.3. Gelistirilen yontemlerin birbirleriyle karsilastirilmalar

Yaptigimiz literatiir taramasma gore DIF ve 1ZO iceren karisimlarda ve bu
karigimlar1 iceren farmasotik preparatlarda elde edilen verilere kemometrik teknikleri
uygulayarak, YPSK ve 'D ile veya baska bir analitik yontemle DiF ve IZO’nun aym
anda miktar tayinlerinin yapildigi bir caligmaya rastlanmamustir. Dolayisiyla yapilan
calismalar tamamen orijinaldir. Bu nedenle de gelistirilen yontemler ne bir bagka
literatiirdeki yontemle ne de bir farmakope yontemiyle karsilastirilamamustir. Ancak
kendi aralarinda karsilastirdmuglardir.  Buna  gore;  spektrofotometrik  verilere
kemometrik yontem (TBR) uygulayarak gelistirdigimiz miktar tayini islemlerinde
orjjinal (0. derece) spektrumlarin kullanilabilmesi bir avantaj olurken hesaplamalarin
yapilmas: i¢cin mutlaka bilgisayarda matematik programlarmm = kullanilmasmin
gerekliligi bir dezavantaj olarak ortaya c¢ikmaktadir. 'D yontemi ise uzun bilgisayar
islemlerini  gerektirmekte (bu islem spektrofotometrelere yiiklenen bilgisayar
programlartyla giiniimiizde ¢ok hizh olarak yapilmaktadir) ama olduk¢a duyarl
sonuclar vermektedir. DIF + IZO karigiminda DIiF ve 1ZO’nun miktar tayini icin TBR,
'D ve YPSK yontemleriyle elde edilen sonuclar uyumludur ve her ii¢ yontemde de
hi¢bir 6n ayirma islemi gerekmeksizin bu karisimda DIF ve 1ZO’nun aym anda miktar
tayinleri yapilabilmektedir. Secilen preparatlara bu ii¢ yontemle elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak karsilastirildiklarinda aralarinda anlamh bir farkin olmadig yani elde
edilen sonuglarin p:005 icin giiven arahigr icerisinde birbirleri ile uyumlu oldugu

anlasilmustir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez kapsamu icerisinde DIF ve IZO iceren karisgimlarda DIF ve 1ZO’nun ayni
anda miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in 3 degisik yontem gelistirilmistir. Bunlar;
spektrofotometrik verilere temel bilesen regresyonu (TBR) tekniginin uygulanmasi, 1.
tiirev spektrofotometri (‘D) ve yiiksek performanslt sivi kromatografisi (YPSK)’dir.

TBR yonteminde; standart cozeltiler kullanilarak hazirlanan kalibrasyon
matrisleri yardimiyla DIF ve 1ZO igin 242 - 298 nm’ler arasinda AA = 2 nm olarak 29
dalga boyunda okunan absorbanslarin degerledirilmesi ile karisimdaki DIF ve 1ZO’mn
aynt anda miktar: tayini gerceklestirilmistir.

'D yonteminde; DIiF ve iZO nun metanol — su (3:1) ¢ozeltisi icerisindeki karisim
cozeltilerinin ayr1 ayr1 1. tiirev spektrumlar1 ¢izdirilerek bu spektrumlarda DIF ve
IZO’nun tiirev absorbans degerinin sifir oldugu dalga boylar1 bulunduktan sonra, o
dalga boylarinda diger madde i¢in dA/dA degerleri okunmus ve konsantrasyona karsi
dA/d\ degeri olmak {izere gore hazirlanan kalibrasyon grafikleri yardimiyla,
karigimdaki DIF ve 1ZO’mn aym anda miktar1 tayini gerceklestirilmistir.

YPSK’de ise; ACE C18 kolonu iizerinde metanol-su (95:5, h/h) hareketli fazi
kullamlarak, 280 nm’de deteksiyon ile elde edilen kromatogramlardaki pik alanlarinin,
ic standart olarak secilen klorzoksazonin pik alanina boliinmesi ile elde edilen
degerlerin, konsantrasyona karsi grafige gecirilmesi ile hazirlanan kalibrasyon egrileri
yardimiyla, karisimdaki DIF ve IZO’nun ayni anda miktari tayini gerceklestirilmistir.

Anilan ii¢ yontem de optimize edildikten sonra valide edilmislerdir. Bu ii¢
yontemin Tiirkiye ila¢ piyasasmnda bulunan iki adet krem preparatina uygulamasi icin
optimal sartlar belirlenmis ve hicbir 6n ayirma islemi gerekmeden preparatin igerisinde
bulunan DIF ve IZO’nun ayni anda miktar1 tayini gerceklestirilmistir. Boylece tez
calismalarimza baglarken belirledigimiz amaca ulagilmistir.

DIF + IZO kansimu icerisinde DIF ve 1ZO’nun miktar tayini icin kapiler
elektroforez yonteminin de uygulanabilecegi diisiiniilmiis olup bu dogrultuda caligma

yapimasi da planlanmaktadir.
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OZET

Diflukortolon valerat ve izokonazol nitrat’in farmasotik preparatlarda
spektrofotometrik yontemlerle aym anda miktar tayinleri

Bu tez kapsaminda; diflukortolon valerat (DIF) ve izokonazol nitrat (IZO) iceren bir
karisgimda her iki maddenin ayni anda miktar tayininin yapilabilmesi i¢in yeni yontemler
gelistirilmesi amaciyla ¢ahismalar yapilmistir. Calismalarda spektrofotometrik yontemler
temel almmis ve 1. tiirev spektrofotometri (‘D) ve spektrofotometrik verilerin temel

bilesen regresyonu (TBR) yontemleriyle analiz bu amagla kullanilmustir.

'D yonteminde, DIiF + iZO karigimmm metanol — su (3:1) igerisindeki ¢ozeltilerinin
200 — 400 nm arasindaki spektrumlarinin 1. tiirevinde, DIF igin 247.8 nm’ de, 1ZO icin
ise 240.2 nm’de analitik sinyaller okunmustur (AA = 2 nm, skala faktorii = 20). TBR
yonteminde ise, DIF ve 1ZO icin metanol — su (3:1) icerisindeki ¢ozeltilerinin orijinal UV
spektrumunlarinin (0. derece) 242 - 298 nm’ler arasindaki bolgede AA = 2 nm olarak 29
adet dalga boyundaki absorbanslart okunmus ve TBR ile analizleri yapilmustir.
Yontemlerdeki ortalama % geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri sirasiyla
DiF icin; 'D’de % 101.31 ve % 0.67, TBR’de % 99.85 ve % 0.94, iZO icing D’de %
98.53 ve % 0.93, TBR’de % 98.74 ve % 1.48 olarak bulunmustur. Yontemlerdeki
calisma araliklar1 'D ve TBR’de DIiF icin 2.4 — 48.0 pg/mL, iZO icin 60 — 260.0 pg/mL
oldugu saptanmugtir. Gelistirilen bu iki spektrofotometrik yontem Tiirkiye ila¢ piyasasinda
bulunan 2 adet krem preparatina basariyla uygulanmistir. Ayrica yeni bir YPSK yontemi
gelistirilmistir. Bu yontemde kolon olarak ACE C18 ters faz kolonu, hareketli faz olarak
metanol - su (95:5 h/h) kullanilmis ve deteksiyon 280 nm’de yapilmustir. I¢ standart
olarak klorzoksazon secilmistir. Yontemde alikonma zamanlar1 klorzoksazon igin 3.04
dakika, DIF icin 3.46 dakika ve 1ZO icin 4.59 dakikadir. Yontemdeki ortalama % geri
kazamm ve % bagil standart sapma degerleri srastyla DIF icin % 100.45 ve % 1.04,
1Z0 icin % 99.82 ve % 1.97 olarak bulunmustur. Yontemdeki cahsma araligmm DIF
icin 4.0 — 48.0 pg/mL IZO icin 50.0 — 400.0 pg/mL oldugu saptannustir. Gelistirilen
YPSK yontemi de aym preparata uygulanmis ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak

birbirleriyle karsilastirilmustir.

Anahtar kelimeler: Farmasotik preparat; Diflukortolon valerat; Izokonazol nitrat; Sivi

kromatografi; Tiirev spektrofotometri; Temel bilesen regresyonu.
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SUMMARY

Simultaneous spectrophotometric determination of diflucortolone valerate and
isoconazole nitrate in pharmaceutical preparations

In the scope of this thesis, studies were conducted in order to develop new methods
for the simultaneous determination of diflucortolone valerate (DIF) and isoconazole
nitrate (IZO) in their binary mixture. In the studies spectrophotometric analysis were
essential and first derivative spectrophotometry ('D) and principle component
regression (PCR) methods were used for this purpose.

In 'D method, analytical signals were measured at 247.8 nm for DIF, and 240.2 nm
for IZO in the first derivative spectra of the solution of DIF + IZO mixture in methanol
— water (3:1) in 200 — 400 nm range (AX = 2 nm, scaling factor = 20). In PCR method,
absorbances were measured at 29 wavelengths between 242-298 nm (AA = 2 nm) for
DIF and IZO in original absorption spectra of DIF + IZO mixture in methanol — water
(3:1) and, PCR analysis was achieved. For DIF mean recoveries and relative standard
deviations were found as % 101.31 and % 0.67 in 1D; % 99.85 and % 0.95 in PCR
methods respectively. They are % 98.53 and % 0.93 in 'D; % 98.74 and % 1.48 in PCR
for IZO respectively. Working ranges were 2.4 — 48.0 pg/mL in 'D and PCR for DIF.
The range is 60.0 — 260.0 ug/mL in 'D and PCR for I1ZO. These two methods were
successfully applied to two cream formulations marketed in Turkey. Moreover we
developed an HPLC method in which ACE C18 reverse phase column and methanol -
water (95:5 v/v) hareketli phase was used and 280 nm was selected for detection.
Chlorzoxazone was chosen as internal standard. Retention times were 3.04 min. for
chlorzoxazone, 3.46 min. for DIF and 4.59 min. for IZO. Mean recoveries and relative
standard deviations are % 100.45 and % 1.04 for DIF; % 99.82 and % 1.97 for I1Z0O
respectively. In HPLC method, working ranges were found as 4.0 — 48.0 pg/mL for
DIF and 50.0 — 400.0 pg/mL for IZO. HPLC method was also applied to the same

formulation selected and the results were compared with each other statistically.

Keywords: Pharmaceutical preparation; Diflucortolone valerate; Isoconazole nitrate;

Liquid chromatography; Derivative spectrophotometry; Principal component regression.
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