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OZET

IZOPROTERENOL HiDROKLORUR iCINDE iZOPROPILAMIN HIDROKLORUR
TAYINI, ANALITIK METOT GELISTIiRILMESI VE VALIDASYONU

Selin SALMAN

Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ayca KARASAKAL

Izoproterenol hidrokloriir; kan damarlarini genisleten, p1 ve B2 reseptorleri uyaran sentetik bir
katekolamindir. Izopropilamin, izoproterenol hidrokloriir ilag etken maddesinin sentezinde
kullanilan baslangic maddelerinden biri olup, son iiriinde miktar1 Uluslararas1 Ilag Uyum
Konseyi (ICH)’ne gore %0.15°i gegmemesi gerektiginden, kantifikasyonu analitik metot ile
kontrol edilir. Bu ¢alismada izopropilamin safsizlig1 yiiksek performansl sivi kromatografisi

(HPLC-UV) sistemi kullanilarak ve kolon 6ncesi tiirevlendirme yapilarak tayin edilmistir.
Yontemde tiirevlendirme ajani olarak 1-naftil izotiyosiyanat kullanilmis, olusan 1-izopropil-3-
(naftalen-1-il)tiyoiire molekiilii 230 nm dalga boyunda izlenmistir. Numunedeki analitik
ayrim Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl kolon (4,6 mm x 250 mm; 5.0 pm), %0.1 o-fosforik
asit ve 70:20:10 oraninda asetonitril, methanol ve su karistirilmis mobil faz sistemi
kullanilarak saglanmistir. Metot validasyonu ¢alismalart ICH Q2(R1) kilavuzuna gore
yapilmigtir. Validasyon parametrelerinden secicilikte; tiirevlendirilmis izopropilamin
molekiiliiniin olusturdugu pikin izoproterenol hidrokloriir maddesinin pikinden ve diger
safsizliklarin  piklerinden ayrildigi ve spektral olarak saf oldugu gozlemlenmistir.
Tiirevlendirilmis izopropilamin molekiiliiniin stabilitesinin 10 saat oldugu bulunmustur.
Gozlenebilme sinir1 (LOD) 0.0021 pg/mL ve alt tayin sinir1 (LOQ) 0.0071 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Yontemin hizli, saglam, secici, tekrar edilebilir ve diisiik derisimlerde de

izopropilamin tayinine olanak saglayan bir ¢alisma oldugu goriilmustiir.

Anahtar Kelimeler: izoproterenol hidrokloriir, izopropilamin, HPLC, Tiirevlendirme



ABSTRACT

DETERMINATION OF ISOPROPYLAMINE HYDROCHLORIDE IN
ISOPROTERENOL HYDROCHLORIDE, DEVELOPMENT AND VALIDATION OF
ANALYTICAL METHOD

Selin SALMAN

Department of Chemistry
MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Ayca KARASAKAL

Isoproterenol hydrochloride; is a synthetic catecholamine that dilates blood vessels and
stimulates B1 and B2 receptors. Isopropylamine is one of the starting materials used in the
synthesis of isoproterenol hydrochloride active pharmaceutical ingredient, and its
quantification is controlled by analytical method, since its amount in the final product should
not exceed 0.15% according to the The International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH). In this study, determination of
isopropylamine impurity was performed by high performance liquid chromatography system
and pre-column derivatization. In the method, 1-naphthyl isothiocyanate was used as the
derivatizing agent and the resulting 1-isopropyl-3-(naphthalen-1-yl)thiourea molecule was
monitored at a wavelength of 230 nm. Analytical separation in the sample was made using a
Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl column (4.6 mm x 250 mm; 5.0 um), 0.1% o-phosphoric
acid and a 70:20:10 ratio acetonitrile, methanol and water mixed mobile phase system.
Method validation studies were performed according to the ICH Q2(R1) guideline. Specificity
from validation parameters; it was observed that the peak formed by the derivatized
isopropylamine molecule was separated from the peak of the isoproterenol hydrochloride
substance and the peaks of other impurities and was spectrally pure. The stability of the
derivatized isopropylamine molecule was determined as 10 hours. The limit of detection
(LOD) was calculated as 0.0021 pg/mL and the limit of quantification (LOQ) as 0.0071
ug/mL. It has been observed that the method is fast, robust, selective, reproducible and allows

the determination of isopropylamine at low concentrations.

Keywords: Isoproterenol hydrochloride, Isopropilamine, HPLC, Derivatization
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1. GIRIS

Izoproterenol B1 ve P2 reseptorleri uyaran sentetik bir katekolamin olup sistemik
adlandirilmas1  4-[1-hydroxy-2-(propan-2-ylamino)ethyl]benzene-1,2-diol;  hydrochloride
seklindedir ve 247.72 g molekiil agirligina sahiptir. Adrenalin insan viicudunda dogal yolla
sentezlenen birincil bir katekolamindir. Yapi1 olarak adrenaline benzeyen izoproterenol,
adrenalinin uyardig1 o reseptdrlerine etki etmez. izoproterenol kan damarlarmni genisletir yani
vazodilator etkidedir. Agiz yolu ile alinamaz ¢iinkii barsaklarda inaktif duruma geger. Kalp
hizin1 arttirmak ve pulmoner vaskiiler rezistansi azaltmak i¢in kullanilir Solunum yoluyla
alindiginda astim hastalarinin tedavisinde brons diiz kaslarinin agilarak solunumun yollarinin
genislemesini saglar. Tiirlii nedenlerle kalp kasinin beslenememesi yani iskemik kalp hastaligi

durumu yasayan hastalarda kullanilmamalidir (Goncii, 2010).

1990 yilinda Uluslararas1 ilag Uyum Konseyi (ICH) Amerika Birlesik Devletleri,
Avrupa Birligi ve Japonya’daki ilag otoriteleri tarafindan kurulmustur. Kurulug amaci
rehberler yayimlayarak iiretilen ilaglarin etkili, giivenilir ve yiiksek kalitede oldugunun
giivencesini verebilmek admma diinya capinda ilag ayarlamalarinin uyumlastirilmasidir.
Gilinlimiizde tiim diinyada ila¢ ayarlamalarin1 yayinlayan, diizenleyen ve yonlendiren en temel

kurulustur.

Yeni ilag maddelerindeki safsizliklar ICH’e gore “Yeni ilag¢ maddesi olarak
tanimlanan kimyasal madde disinda, yeni ilag maddesinin iginde yer alan herhangi bir
bilesen” seklinde belirlenmistir (ICH Q3A(R2), 2006). Yeni ilag iirtinlerindeki safsizliklar
icin ise “Yeni ila¢ iirlinii i¢inde yer alan ila¢ maddesi ve yardimci madde disinda kalan
herhangi bir bilesen” olarak belirlenmistir (ICH Q3B(R2), 2006). Ilaclarin hastalara zarar
verebilecek nitelikte safsizliklar igermemesi, iretim agamasindan ambalajlanma ve depolanma
asamalarina kadar giivenilirligi hususunda garanti verilebilmesi gereklidir. Safsizliklarin tespit
edilip ortadan kaldirilmasi hem ilacin kalitesini hem de giivenligini ilgilendirir. Ilaglarda
bilinmeyen safsizliklarin tanimlanmasi ve karakterizasyonu; genotoksik, teratojenik,
karsinojenik safsizliklarin kontrol edilmesi; birincil ambala; malzemelerinden veya stabilite
stirecinde depolama sartlarindan ortaya ¢ikabilecek safsizliklarin kontrol edilmesi; elementel
safsizliklar ve nitrozamin safsizliklar1 konusunda ileri seviyede analitik ¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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Genetik mutasyonlar1 indiikleyen ve bir anlamda kanserojen olarak kabul edilen
safsizliklara genotoksik safsizliklar denir. Aminler, siilfonatlar, alkil halojentirler, epoksitler,
hidrazin ve esterler gibi fonksiyonel grup barindiran molekiillerin ilaglar s6z konusuysa
genotoksik oldugu bilinir (Ozcan, 2019). Genotoksik bilesikler DNA ile direkt ya da dolayli
bicimde etkilesime girerler. DNA bazlarinin arasina girerek sarmalin gerilmesine ve DNA
polimerazin hatali sekilde fazladan niikleotid eklemesine neden olabilirler. Safsizliklarin
birgogunun alt kiimesinde genotoksisite potansiyeli olmasi klinik goniilliller ve hastalar
acisindan ek bir gilivenlik endisesi anlamima gelir. Bu nedenle ilag sektorii otoriteleri
genotoksik safsizliklarin sinirlandirilmasi ile ilgili yiikiimliliiklere sahiptir. Genel anlamda
etkin madde ile reaksiyona giren maddeler ve genotoksisite agisindan uyar1 veren maddeler
degerlendirilmelidir. Son {liriinde potansiyel genotoksik kalintilara sebep olmayan alternatif
kimyasallar varsa onlar tercih edilmelidir. Eger alternatif sentez yollar1 veya formiilasyonlar
ya da farkli baslangic maddeleri dahil olmak tizere uygulanabilir bir alternatif yoksa bunun
gerekeesi sunulmalidir. Neticede kaginilmaz bir genotoksik safsizlik varsa teknik ¢abalar bu
safsizligin icerigini azaltmak yoniinde olmalidir. Son iirlinde giivenlik gereksinimleriyle
uyumlu ya da makul seviyede uygulanabilir oldugu kadar diisiik seviyede olmalidir.
Reaktiflerin kimyasal stabilitesine iliskin veriler de bu degerlendirmeye dahildir.Bu

kalintilarin tespiti en gelismis analitik yontemlerle yapilmalidir (Kushwaha, 2010).

Izopropilamin, izoproterenol hidrokloriir ila¢ etken maddesinin sentezine katilan
baslangi¢c maddelerinden biridir. ICH’e gore ila¢ etken maddesi i¢indeki genotoksik olmayan
safsizlik miktar1 %0.15’i gegmemelidir. Dolayisiyla etken madde igeriginde izopropilaminin

kantitatif analizinin gerceklestirilmesi 6nemli bir rol oynamaktadir.
1.1 Literatiir Ozeti

Cesitli aminler ve asetillenmis tiirevleri hiicrenin normal ve neoplastik biiyiimesinde,
RNA’nin transkripsiyonunda ve translasyonunda ve protein sentezinde rol oynar. Bu sebeple
illag  mddelerinde kontrol edilmeleri gerekmektedir. Literatiire bakildiginda UV
spektrofotometresi, gaz kromatografisi, yiikksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve
bagka tlirevlendirme yontemleri kullanilarak gidalarda ve ilag maddelerinde amin tayininin
yapildig1 ¢alismalar oldugu goriilmiistiir. Metoprolol siiksinat i¢inde izopropilamin igeriginin
belirlenmesi i¢in iyon kromatografisi yonteminin gelistirildigi bir calisma mevcuttur.
Izopropilamin metoprolol siiksinat sentezindeki baslangic materyallerindendir. Calisma

valide edilerek basit, hassas, spesifik ve dogrusal oldugu ortaya konmustur (More vd., 2019)
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Sican beyninden elde edilen aspartat, glutamat, serin, glutamin, glisin ve gama
aminobiitirik asit bilesikleri icin HPLC cihazinda terz faz kullanarak kantitatif tayin igin
gelistirilmis hassas, basit, secici ve tekrarlanabilir bir calisma yapilmistir. YoOntem
aminoasitlerden feniltiyokarbamil tiirevlerinin olusumuna dayanmaktadir. Sican beyninde
bulunan diger amino asitler ile ¢calismada kullanilanlar arasinda girisim gozlemlenmemistir.
Her bir amino asit i¢in 0.5-20 nmol aralifinda olusturulan standart egrilerinde iyi bir
dogrusallik elde edilmistir. Ayn1 giin ve farkli gilinlerde yapilan analizlerde varyasyon
katsayisinin en yliksek konsantrasyon limitinde %0.4 en diisiik konsantrasyon limitinde ise
%11 oldugu tespit edilmistir. Sigan beyinlerinin biitiin halinde -70°C’de saklaniyor olmasi
caligilan 6 amino asitin de konsantrasyonlarinin etkilenmemesi i¢in 6nem tasir (Gunawan vd,

1990)

Bir bagka ¢alismada mikrodiyaliz vasitasiyla Sigan beyinlerinin g¢esitli bolgelerinden
alinan beyin omurilik sivist numunelerinde gama aminobiitirik asit, serotonin, glutamat ve
noradrenalin norotransmitterleri ve melatonin hormonu tayini i¢in bir HPLC yontemi
gelistirilmistir. Bu ¢alisma floresan dedektor ve ters faz Cig kolon ile gergeklestirilmistir.
Gama aminobiitirik asit ve glutamatin beraber tayini i¢in 2,3-naftalindikarboksialdehit siyaniir
iyonu varliginda kolon dncesi tlirevlendirme yapilmis, izokratik yikama ile ayrilan tiirevler
420 nm uyarilma ile 480 nm emisyon dalga boylarinda floresan dedektor vasitasiyla tespit
edilmislerdir. Yontemin validasyonu yapilmis, Dogrusallik, belirleme ve nicelik siniri,

kesinlik ve geri kazanim gibi parametreler ile degerlendirilmistir (Yetgin, 2014).

Kolon sonrasi tiirevlendirme yontemiyle HPLC cihazinda yapilmis bir ¢aligma 6rnegi
olarak Karaman ili semt pazarlarinda agikta satilan findik, fistik, badem gibi trtinler ile kiifli
peynir ve marketlerden temin edilen ekmeklerde 7 giin boyunca siirdiiriilen c¢aligmada
aflatoksin B1, B2, G1, G2 seviyeleri belirlenmistir. 4 mevsim boyunca numuneler alinmis ve
her numuneden 2 paralel kontrol edilmistir. C;g kolon, floresans dedektor ve kolon sonrasi
tirevlendirme (Coring cell) ile yiiriitiilen yontemde 45 numunede yapilan 90 o6l¢iim
sonucunda kirmizi biber hari¢ kuru gidalarda limitlerin altinda sonuglar elde edilirken, dort
mevsim boyunca kirmizi biber numunelerinde bulunnan aflatoksin B1’in insan sagligini

tehlikeye atabilecek diizeyde oldugu ortaya konmustur (Karapinar, 2013).

Hazir gida sektoriinde lezzet arttirict olarak ¢ok yaygin bigimde kullanilan
monosodyum glutamat miktarinin gidalar icerisindeki tayininde kolon 6ncesi tiirevlendirme

yontemi ile HPLC cihazinda gergeklestirilmis bir ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismada ultraviyole
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/ foto diyot dizisi, evaporatif 151k sagilim dedektorii ve floresans olmak tiizere ii¢ farkli
dedektor kullanilmistir. Bunlardan ultraviyole/foto diyot dizisi ve floresans yontemlerinde
kolon oncesi tiirevlendirme ortofitaldialdehit ve dansil kloriir reaktifleri ile yapilmistir

(Soyseven, 2018).

Yine dansil kloriir reaktifi ile yapilan bir bagka tiirevlendirme ¢aligmasinda nateglinid
maddesinin basit, hassas ve giivenilir bicimde analizi i¢in bir spektrofluorimetrik yontem
gelistirilmistir. Tiirevlendirme tepkimesinin en uygun kosullarinin pH 11.0’de 40°C sicaklikta
belirte¢/nateglid mol oran1 16 oldugu ve 10 dakika igerisinde gerceklestigi saptanmuistir.
Gelistirilen yontem ile tabletlerdeki nateglinid miktar tayini uygulanarak elde edilen sonuglar
farmakope yontemiyle elde edilen sonuglar ile karsilagtirildiginda %95 oraninda ortalamalar

ve standart sapmalar agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (Ozgelik, 2015).

Bir baska ¢alismada histamin, tiramin ve kadaverin gibi biyojen aminlerin metanol-su
ortaminda asetilaseton reaktifi ile kolon Oncesi tiirevlendirilerek HPLC yontemiyle tayini
gerceklestirilmistir.  Olusturulan  tirevlerin = ters faz  kromatografisinde  ayrimi
gerceklestirildikten sonra UV goriiniir bolge spektrofotometresi ile numuneler analiz
edilmislerdir. Potansiyel toksisiteleri agisindan pek c¢ok gidada bulunan biyojen aminlerin
tespiti oldukca Onemlidir. Gidalarin kompleks yapilar1 bu tespiti zorlagtirmaktadir. So6z
konusu calismada farkli elma suyu numunelerindeki biyojen aminler tayin edilmistir

(Akmese, 2015).

Sarap numunelerinde feniletilamin, putresin, agmatin, histamin, kadaverin ve tiramin
gibi maddeler florenil-metil kloroformat reaktifi ile tiirevlendirilerek ve oktadesil silika
Hypersil kolonu kullanilarak HPLC’de tayin edildigi bir ¢alisma da mevcuttur (Bauzaa vd.,
1995)

Kahve numunelerinde tiramin, histamin, kadaverin, putresin, spermin, serotonin ve
spermidin maddelerinin dansil Kloriir reaktifi ile tiirevlendirilerek HPLC’de tayin edildigi bir
calisma yapilmistir. Kromasil C1g kolonunun kullanildigi, mobil fazin gradient eliisyon olarak

yapildigi ¢alismada akis hiz1 1 mL / dk olarak ayarlanmistir (Casal vd., 2002).

Histaminin izlenebilirligi su iirlinlerinde gida giivenligi kontrolleri agisindan diinya
capinda Oneme sahiptir. Resmi ve 6zel kurumlarca balik ve balik f{riinlerinde histamin
miktarlarinin kontrol edilmesi ve izlenmesi i¢in hizli sonug¢ veren test kitlerinin yani sira

hassas sonuglar verebilen giivenilir analiz yontemlerinin varligi da énem tagimaktadir. Su
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tirtinlerinde histaminin tayin edilebilmesi i¢in HPLC cihazinda yapilan, floresans ve diode
array dedektor vasitasiyla verilerin elde edildigi yontemler karsilagtirilmistir. Bu yontemlerde

o-fitaldialdehit ve benzoil kloriir reaktifleri ile tiirevlendirme yapilmistir (Demirkiran, 2013).

1.2 Izoproterenol Hidrokloriir, izopropilamin ve 1-Naftil izotiyosiyanat Hakkinda

Genel Bilgiler
1.2.1 1Tzoproterenol hidrokloriir

Cizelge 1.1. Izoproterenol hidrokloriir’iin molekiil formiilii, kimyasal formiilii ve molekiil
agirlhig

Ozellik Deger

Molekiil formuli OH
H
N._ _CH,
\r ™ HCI
CH3

HO
OH
Kimyasal formiilii C11H18CINO3
Molekiil agirligi 247,72 g/mol

1.2.2 Izopropilamin

Cizelge 1.2. izopropilamin’in molekiil formiilii, kimyasal formiilii ve molekiil agirlig

Ozellik Deger
Molekiil formiili Jiz
Kimyasal formiilii CsHgN
Molekiil agirhigi 59,11 g/mol

1.2.3 1-Naftil izotiyosiyanat

Cizelge 1.3. 1-Naftil izotiyosiyanat’in molekiil formiilii, kimyasal formiilii ve molekiil agirlig

Ozellik Deger

Molekiil formilia 5

Kimyasal formiilii C11H7NS

Molekiil agirhigi 185,24 g/mol
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e Izopropilamin ve 1-Naftil izotiyosiyanat Arasinda Gergeklesen Tiirevlendirme

Tepkimesi:

Cizelge 1.4. Izopropilamin ve 1-Naftil izotiyosiyanat arasinda gerceklesen tiirevlendirme
tepkimesi

H
NH,
o - N —
1-naftilizotiyosiyanat izopropilamin 1-izopropil-3-(naftalen-1-il)tiyotre

1.3 Kromatografi

Kromatografi karisgimlarin ayriminda ¢ok yaygin olarak kullanilan bir laboratuvar
yontemidir. 1903 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Semyonovich Tswett tarafindan bulunan bu
yontem ilk olarak bitki pigmentlerinin ayriminda uygulanmistir. Mikhail Semyonovich Tswett
kullandigi kolonda farkli renklerde bantlar olusmasindan dolayr Yunanca chroma ‘“renk”,
graphein “yazi” anlamina geldiginden yonteme kromatografi adin1 koymustur. Bu yontemle
hem kantitatif hem de kalitatif analizler ger¢eklestirmek miimkiindiir. Zamanla kromatografi
alaninda yeni ve daha karmasik ayrimlarin yapilmasimna imkan saglayan yoOntemler

gelistirilmistir.

Tim kromatografik yontemlerde numune sivi, gaz veya siiperkritik bir akiskan
seklinde bir mobil fazda ¢oziilerek mobil faz ile karismayan bir sabit faz icinden ge¢meye
zorlanir. Bu sabit faz bir diizlem ya da bir kolonda sabitlestirilmis olabilir. Sabit fazin kuvvetli
sekilde tuttugu bilesenler oldukca yavas hareket ederler. Sabit fazin zayif sekilde tuttugu
bilesenler ise oldukca hizli hareket ederler. Bilesenlerin hareket hizindaki bu fark sonucunda
da numunelerin kantitatif ve kalitatif acidan ayrimi yapilabilen ayr1 bolgeler ya da bantlar

bi¢iminde analizi yapilmis olur.

Genel olarak kromatografik yontemler kolon kromatografi ve diizlemsel kromatografi
olarak ikiye ayrilir. Kolon kromatografisinde sabit faz ince bir kolonda yer alir ve yiiksek
basing vasitasiyla mobil faz sabit fazdan gegmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografide sabit
faz bir plakada ya da bir kagidin gézeneklerinde tutulur. Burada mobil faz yer ¢cekimi veya

kapiler etkisiyle geger.
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Kolon kromatografisi sivi kromatografi (LC), gaz kromatografi (GC) ve siiperkritik
akigkan kromatografi (SFC) olarak ii¢e ayrilir. Tez ¢aligmasinda sivi kromatografisi yontemi
kullanilmistir (Kuandykova, 2020).

1.3.1 Sivi Kromatografi

Siv1 kromatografi numunede bakilmak istenen bilesenin polaritesine ve kolon ile
etkilesimine dayanan, kolonda karmasik sivi karsimlarini bilesenlerine ayirma yontemidir.
Karisimdaki bilesenlerin kolonda ayrilmast mobil faz ile olan yakinliklarina baglhidir.
Bilesenlerin farkli polaritelere sahip olma durumu belirli polaritedeki mobil fazin kolondan
gecirilirken bilesenlerin bir kisminin digerlerine goére daha ¢abuk kolonu terk etmesi ile
sonuclanir. Ayni bilesene ait molekiiller gogunlukla grup olarak hareket ettiginden bilesenler
kolonda ayr1 bantlara ayrilirlar. Bu bilesenler farkli renklerde ise ait olduklari bantlar
goriilebilir. Aksi durumda yiliksek performasli sivi kromatografide (HPLC) oldugu sekilde
piklerin varligmi belirlemek i¢in diger enstriimantal analiz tekniklerinden faydalanilir

(Makowski, 2017).

Normal Faz Kromatografi: Normal faz kromatografisinde sabit faz polardir, mobil
faz ise apolardir. Sabit faz dolgu maddesi olarak aliimina ve silikajelin tizeri; fonksiyonel grup
olan -NO2 , -CN, ya da -NH2 ile kaplanir ve polar 6zellik eklenir. Mobil faz olarak
kloroform, hegzan gibi ¢oziicli ya da ¢oziicii sistemleri tercih edilir. Bu yontem yliksek polar
Ozellige sahip maddelerin ayriminda kullanilir. Polar bilesikler kolonda daha ¢ok

tutundugundan i¢in daha uzun siirede ¢ikar (Ahuja ve Alsante, 2004).

Ters Faz Kromatografi: Ters faz kromatografisinde kolon apolardir, mobil faz ise
polardir. Bu kromatografide; apolar maddelerin, iyonik yapili maddelerin ve zayif polar
maddelerin ayrimi gerceklesir. Kovalent bagli polar olmayan genelikle alkil grubu ya da fenil
grubu kolon dolgu maddesi olan silika jel lizerine baglanir. Bu baglanmadan sonra kolonun
kararliligimin artmasi admna silika iizerinde bulunan serbest silanol gruplar1 kapatilir. Bu
sayede kolon polaritesinde azalma saglanir (Skoog vd., 2017). Tez ¢alismasinda ters faz

kromatografisi yontemi kullanilmistir.
1.3.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Ayirmanin yiiksek hizla gergeklestigi sivi kromatografi sistemi yiiksek performansl

stvt kromatografisidir (HPLC). Kullanisli bir yontem olma nedenleri hassas olmasi, kantitatif
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analizlere uygulanmasinda kolaylik ve sicakliga karsi duyarli olan bilesenlerin ve biiyiik
yapili molekiillerin ayrimimi gergeklestirebilmesidir. Ornegin proteinler, aminoasitler,
biyojenik aminler, steroidler, karbonhidratlar, pestisitler, anorganik bilesikler, antibiyotikler

ve metal-organik bilesiklerde kullanilabilir.

HPLC’de mobil faz siv1 kolon ise ¢ok kiigiik boyutta kati taneciklerden meydana gelir.

Uygun bir akigin saglanmasi i¢in siviya belli bir basing uygulanir.

S1v1 kromatografisi sabit fazin tliriine gore ya da ayirma mekanizmasina gore dagilma
kromatografisi, iyon degisimi kromatografisi, afinite kromatografisi, adsorpsiyon
kromatografisi, kiral kromatografisi ve boyut ayirici kromatografisi olarak simiflandirilir
(Skoog vd., 2017).

e HPLC Cihazi: HPLC cihazi bilesenleri mobil faz, pompa, enjektor, kolon, detektor
ve veri toplama merkezi olarak tanimlanabilir. Yiiksek basing vasitasiyla kolona
gonderilen mobil fazin kolon igerisine enjektor ile gonderilen numunelerin kolon ile
etkilesimleri neticesinde UV dedektdre ulasmasi ve UV dedektoriin numunelerin
absorbans degerleri oraninda elektrik Sinyallerini verilere ¢evirmesi cihazin galisma
prensibi olarak 6zetlenebilir. Calisma prensibinin sematik gosterimi Sekil 1.1°de yer

almaktadir (Talay, 2022).

" Izlemek Icin
Bilgisayar

Dedektor Atik

Sekil 1.1. Siv1 Kromatografisi (HPLC) Cihazinin Temel Boliimleri
(https://www.bilimvetekno.com/hpcl-nedir-nasil-yapilir _adresinden 27.04.2023 tarihinde
alinmistir)
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HPLC cihazina verilen ¢oziiclinlin i¢inde ¢ozlinmiis olan gazin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde olusabilecek bir gaz kabarcigi sistemde anlik basing degisimi ve
analizde giiriiltii olusmasina neden olabilir. Sistemde mevcut olan degazorler bu riski ortadan

kaldirir (Moldoveanu ve David, 2013).

Mobil fazin sistemde belilenen akis hizinda akabilmesi bunun yani sira gradient
sistemlerde belirli periyotlarda valfler vasitasiyla iki ya da daha fazla kanaldan akmasin

pompalar saglar (Skoog vd., 2017).

Numuneyi kolona ulasmadan mobil faza enjektorler enjekte eder. Otomatik olarak
fazla sayidaki numuneyi cihazin kendisi enjekte edebilir, eski sistemlerde analistin kendisinin

manuel olarak enjekte etmesi soz konusudur (Kazakevich ve Lobrutto, 2007).

Mobil faz igerigi ve oranlarmi degistirerek ayiricilik, alikonma zamani gibi ana
parametrelerin belirlenmesi miimkiin olmaktadir. HPLC cihazinin kisimlarinda ya da kolon
iceriginde olas1 bir kontaminasyondan olusabilecek tikanikliklarin 6niine gecebilmek igin
analiz Oncesi siizme islemi yapilir. Polarlik, viskozite ve pH mobil fazin belirlenmesinde
eliisyon ve segicilik giiciine etki eden 6zellikler olarak goz oniinde bulundurulurlar (Aghari
vd., 2013). Ayrica mobil fazin kolon, numuneler, dedektér ve sistem kompartimanlari ile
uyumu, ¢oziinmils gaz orani, refraktif indeksi, toksisitesi, buhar basinci, diger mobil fazlar ile

karigabilir olmasi, kaynama noktast, asindirict olmamasi gibi 6zellikleri de dikkate alinir.

Kolonlar HPLC sistemindeki numunelerin istenen sekilde ayrimi yapilabilmesinde
kritik bir gorevi olan materyalleri igerdiginden en 6nemli kisimlardir. Cogunlukla paslanmaz
celikten iretilirler. Partikiil caplart 0.9-10 pm arasinda degisebilen materyaller iceren
kolonlarin ¢aplar1 ise Ayrimi gergeklestirilen numunelerin tespiti ve elektrik sinyallerinin
okunabilir verilere ¢evrilmesinde dedektorler gorev alir. Analiz edilmek istenen numuneye
gore farkli dedektorler tercih edilir. UV dedektoleri, refraktif indeks dedektorleri, floresan
dedektorleri, elektrokimyasal dedektorler, dansite dedektorleri, kiitle spektrometresi
dedektorleri, iletkenlik dedektorleri gibi dedektorler HPLC sistemlerinde siklikla tercih
edilmektedir (Kumar vd., 2015).

1.4 Tirevlendirme

Tiirevlendirme kimyada kullanilan, analizi yapilan bilesigin benzer yapiya sahip bir

tireve doniistliriildiigii bir analiz yontemidir. Numunenin analizine eklenmis bir adim olarak,
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bilesigin  stabilitesini  arttirarak  sonuglarin  daha saglam olmasim1  sagladiginda,
tekrarlanabilirligi gelistirdiginde ve matris girisimlerini azalttiginda kabul edilir. Cogu
bilesigin optimum bir kromofor, florofor, elektrofor eksikligi ya da beklenen numune
konsantrasyonlarinda algilamak adina diisiik bir iyonizasyon etkinligine sahip olmasi gerekir

(Poole, 2013).

Reaktif fonksiyonel gruplari olan bilesiklerde basit kimyasal reaksiyonlar kolay bir
sekilde kimyasal tespiti i¢in gereken yapiy1 degistirerek ya da dedektor yanitindaki girisimin
en az oldugu kromatogramdaki bir bolgeye hareket ettirerek matris girisimini en aza
indirmeye yardimci olur. Bir ya da birden fazla fonsiyonel grubun farkli polarite ikamesiyle

hatta kismen karmasik bir yapiya doniistiiriilmesi reaktifin ayirma 6zelliklerini degistirir.

Tirevlendirme tepkimeleri kolon 6ncesi ya da kolon sonrasi olarak yapilabilir. Bazi
durumlarda tiirevlendirme tepkimesi numunelerin geri kazanimini arttirmak, hedeflenen
bilesiklerde yontem segiciligini arttirmak ya da izolasyon prosediiriinde olan sartlara karsi

kararliliklarint saglamak adina bir izolasyon prosediiriiniin baslangicina yakin gergeklestirilir.

Tiirevlendirme sayesinde zayif tespit edilebilir bilesiklerin tespit edilebilirlikleri
cogunlukla GC seviyesine kadar gelistirilebilir. Tiirevlendirme tepkimesi ayr1 bir temizleme

prosediirii olarak da goriilebilir.

Stvi  kromatografide iki ana tlirevlendirme c¢esidi mevcuttur; kolon Oncesi

tiirevlendirme ve kolon sonrasi tiirevlendirme seklindedir.
1.4.1 Kolon Oncesi Tiirevlendirme

Kromatografik enjeksiyon oOncesi gerceklesen tiirevlendirme kolon Oncesi
tiirevlendirmedir. Bitki bilesikleri, amino asitler, ilaglar, metaller ve bagka bilesikleri kolon

oncesi tlirevlendirme ile analiz etmek miimkiindiir (Andea ve Brown, 1997).

Reaksiyon kosullarinin serbestge belirlenebilmesi, reaksiyonun yavas olabilmesi,
saflagtirma ve islem basamag olarak gorev alabilmesi, numunenin kromatografik 6zelliklerini
daha iyi hale getirmesi, daha az ekipman ve tepkime smirlandirmalarinin olmasi agisindan

avantajlidir.

Reaksiyonun kantitatif olmas1 gerekliligi, uzun bir tepkime siiresinin sonucu olarak

yan liriin olugabilmesi, tiirevlendirme isleminden sonra ortaya ¢ikan numune tiirleri arasinda
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benzerligin artmasi ve dolayli yoldan kromatografik segiciligi azaltmasi, kirletici maddelerin
adsorpriyon yoluyla girmesi ve numune kaybmna sebep olmasi dezavantajlaridir. Tez

calismasinda kolon oncesi tiirevlendirme yontemi kullanilmistir
1.4.2 Kolon Sonrasi Tiirevlendirme

Kolon sonras: tlirevlendirmede reaktif kolon akintisina eklenir, ¢ogunlukla derisimi

yiiksek olan reaktifler tercih edilir. Ciinkii bu reaktifler seyreltme etkisini en aza indirir.

Reaksiyonun kantitatif olma gerekliliginin olmamasi, oldukga spesifik tespit sistemleri
kurularak bagisiklik tahlilleri gibi analizlerin yapilabilmesi, tiirevlendirme 6ncesi ek dedektor
eklenebilmesi, ayirmanin tespit dncesi ger¢eklesmesinden 6zdes reaksiyon iiriinlerinin analiz

edebilme imkaninin olmasi bu tiirevlendirme ¢esidinin avantajlarindandir.

Reaksiyonun olasiliklar1 simirlayan mobil fazda yapilmasi gerekliligi, tim ¢ok hizli
reaksiyonlarda bant genislemesi olmasi, tiirevlendirici maddenin kendisinin tespit edilmemesi
gerekliligi, kolon oOncesi tiirevlendirme sekillerine gore daha az hassasiyette olmasi, analiz
zamanmin uzun olmast ve karmasik donanim ve islem gerektiriyor olmasi ise bu

tirevlendirme ¢esidinin dezavantajlaridir (Meyer, 2010).

Cogunlukla kolon sonrasi tiirevlendirme numuneyi ayirdiktan sonra tespitinden once
bir reaksiyon dedektorii araciligiyla gergeklestirilir. Reaksiyon sistemi i¢inde numunenin
dagilimi1 dikkate alinarak reaksiyon dedektorii tasarlanir. Bu tasarimda genellikle hizli (<1
dk), yavas (1-5 dk) ve daha yavas (5-30 dk) reaksiyon oranlari igin agik kilcal, yatak ve

boliimlenmis reaktorleri tercih edilir (Poole ve Poole, 1993).
1.4.3 Tiirevlendirme Reaktifi Secimi

HPLC yontemi icin tiirevlendirme yapilirken tespiti arttirmak icin ilk olarak hangi
tespit tiirtiniin en iyi oldugu belirlenmelidir. Kolon 6ncesi ya da kolon sonrasi tiirevlendirme
konusunda se¢im yapmak gerekir. Cizelge 1.5te goriildiigii tlizere pek ¢ok bilesik

tirevlendirilebilir.
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Cizelge 1.5. Fonksiyonel gruplar ve tiirevlendirme reaktifleri (Kuandykova, 2020)

Fonksiyonel Grup Kromofor® Florofor®
Karboksilik asitler, Yag PNBDI BrMaC
asitleri, Fosfonik asitler DNBDI BrMnC

PBPB
Alkoller DNBC
Dabsil-Cl
Nic-1
Aldehitler, Ketonlar PNBA Dansil hidrazin
DNBA
Aminler DNBC Floresamin
1° SNPA OPA
1° ve 2° SDNPA NBD-CI
NBD-F
Dansil-Cl
Aminler Dabsil-Cl
1° ve 2° Nic-1
Amino asitler (peptitler) SBOA Floresamin
SDOBA OPA
Dabsil-Cl NBD-CI
NBD-F
Dansil-Cl
izosiyanatlar PNBPA
DNBPA
Fenoller DNBC NBD-CI
Dabsil-Cl NBD-F
Nic-1 Dansil-Cl
Tiyoller Dabsil-ClI NBD-CI
NBD-F
OPA

8Kromofor kisaltmalari: Dabsil-Cl, 4-dimetilaminazobenzen-4-sulfinil; DNBA, 3,5-dinitrobenziloksiamin
hidrokloriir; NIC-1, 1-naftilizosiyanat; PBPB, p-bromofenasil bromiir; PNBA, p-nitrobenziloksiamin
hidrokloriir; PNBDI, p-nitrobenzil-N,N’-diizopropilizoiire; PNBPA, p-nitrobenzil-N-n-propilamin
hidrokloriir; SNPA, N-siiksinimidil-p-nitrofenilasetat; DNBC, 3,5-dinitrobenzil Kloriir.°F, lorofor kisaltmalari:
NBD-CI, 7-kloro-4-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol; NBD-F, 7-floro-4- nitrobenzo-2- oksa-1,3-diazol;
Floresamin, 4- fenilsprio (furan-2 (3H), 1'-ftalan-3,3-dion); OPA, o-ftalaldehit; DansilCl, 5-
metilaminonaftalen-1-siilfonil kloriir, BrMmC, 4-bromometil-7-metoksikumarin; BrMaC, 4- bromometil-7-
asetoksikumarin

Tiirevlendirme reaktifinin sabit olmasi, uygun sartlar altinda numune ile tiirevlendirme
reaktifi arasinda tepkime olmasi, tiirevlendirme neticesinde olusan yan iriinlerin ve
tirevlendirme reaktifinin numuneden ayrilabilmesi, miimkiin oldugunca reaktiflerin toksik
olmamasi, prosesin otomasyona elverisli olmasit hususlart tiirevlendirme reaktiflerini

belirlerken goz ontinde bulundurulmalidir (Wainer, 1985).

Bir tiirevlendirme reaktifinde iki ana kisim oldugu sdylenebilir. Bunlardan ilki

kimyasal tepkimenin orani, kapsami ve segiciligini belirleyen fonsiyonel gruptur. Digeri ise
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tirevine uygun olarak bir dedektdr yaniti olusturan ve kolon Oncesi tiirevlendirmelerde
numunelerin ayirma ve izolasyon Ozelliklerini degistiren yapisal kisimdir (Kuandykova,
2020).

Stvi kromatografide tiirevlendirme reaktifleri tespit tiirline gore UV-goriiniir alan
tespiti i¢in reaktifler, elektrokimyasal yontem ile tespit igin reaktifler, floresans ve
kemiliiminesans tespiti i¢in reaktifler, diastereomerler icin reaktifler ve kiitle spektroskopik
yontem ile tespit icin reaktifler olarak ayrilir. Tez ¢alismasinda UV goriiniir alan tespiti i¢in

tirevlendirme reaktifi olarak 1-naftil izotiyosiyanat kullanilmustir.

Cogu c¢oziiciniin 210 nm’den kiiglik dalga boylarinda giiglii bigimde absorbe
olmasindan dolayr 240 nm’den biiyiik dalga boylarinda tespiti gerceklesen tiirevleri meydana
getiren reaktifler daha ¢ok tercih edilir. Renkli tiirevler meydana getiren ¢ogu reaktif UV
bolgesinde yliksek oranda molar absorpsiyona sahip olup goriiniir algilamasi1 daha az
rastlanirdir. Aym1 zamanda ¢ogu organik bilesik goriiniir bolgede seffaftir ve goriiniir
algilanabilirlik yiiksek matris yiikii olan numunelerde daha yiiksek segicilik anlamina gelir

(Kuandykova, 2020).
1.5 Cahsmanin Amaci

Izoproterenol hidrokloriir ilag etken maddesinin genotoksik safsizligi olan
izopropilaminin 1-naftil izotiyosiyanat ile tiirevlendirme tepkimesi sonucu olusan 1-izopropil-
3-(naftalen-1-il)tiyoiire bilesiginin HPLC-UV sisteminde kantitatif olarak tayin edilmesi i¢in

0zglin bir yontem gelistirilmesi ve valide edilmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Tez Cahsmasinda Kullanilan Cihazlar

Cizelge 2.1. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka
Hassas terazi Sartorius ME 235S
pH-metre Meltler Toledo
Manyetik karistirict Heidolph MR 3001 K
HPLC Shimadzu LC 2030 C Plus
Saf su cihazi Milli Q-Millipore
Ultrasonik su banyosu Elma-transsonic digital

2.2 Tez Cahsmasinda Cahsilan Kolonlar

Cizelge 2.2. Tez kapsaminda ¢alisilan kolonlar

- Uzunlugu . Partikiil Cap1 .
Kolon Tiirii I¢ Cap1 (mm Firma
(mm) P )
Luna Phenyl-Hexyl 250 4.6 5.0 Phenomenex
Zorbax SB-Phenyl 250 4.6 5.0 Agilent
Hypersil BDS Cg 250 4.6 3.0 Thermo Scientific
Symmetry Cig 150 4.6 5.0 Waters
2.3 Tez Cahsmasinda Kullanilan Kimyasallar
Cizelge 2.3. Tez kapsaminda calisilan kimyasallar
Kimyasal Madde Firma
Asetonitril gradient grade J.T Baker
o-Fosforik asit (%85), Scharlau
Metanol HPLC kalitede J. T Baker
1-Naftil izotiyosiyanat (%98) Sigma-Aldrich
Sodyum bikarbonat Supelco

2.4 Tez Cahsmasinda Kullanilan Sertifikah Standartlar ve ila¢c Etken Maddeleri

Izoproterenol hidrokloriir ilag etken maddesi Deva Holding A.S API Ar-Ge sentez

laboratuvarinda veya ticari olarak Deva Holding A.S$’de sentezlenen serilerden elde edilmistir.

Analitik yontem gelistirme ve validasyon g¢aligmalarinda kullanilacak izoproterenol
hidrokloriir standart1 ile bu ilag etken maddelerin safsizlik standartlarinin bir kism1 Deva

Holding A.S API Ar-Ge sentez laboratuvarinda sentezlenmistir. Bir kismi da tedarikei
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firmalardan temin edilmistir. Her iki durumda da tiim maddeler, Deva Holding A.S API Ar-

Ge analitik laboratuvarinda standardize edilmistir.

Cizelge 2.4. Tez kapsaminda ¢aligilan standartlar

Standartin adi Sistematik Adi Firma
Izopropilamin Propan-2-amine Acros Organics
1_-(3,4-d|hydrpxyphenyl)-z- DEVA
(isopropylamino)ethanone
4-(2-(isopropylamino)ethyl)benzene-
1,2-diol hydrochloride DEVA
4-Asetilkatekol 1-(3,4-dihydroxyphenyl)ethanone DEVA

i 2-chloro-1-(3,4-
4-(Kloroasetil)katekol dihydroxyphenyl)ethanone DEVA

izoproterenon

Hidrojenasyon safsizligi

2.5 Tez Cahsmasinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.5.1 Optimize Edilen Metotta Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

e Mobil Faz A Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1.0 mL o-fosforik asit (85%) 1000 mL saf

suda ¢oziilmistiir, karistirtlmig ve 0.45u’luk filtreden filtre edilmistir.

e Mobil Faz B Cozeltisinin Hazirlanmasi: 70:20:10 oraninda asetonitril, methanol ve

su karisimi hazirlanmastir.

e (Coziici Hazirlanmasi: 2.5 g 1-naftil izotiyosiyanat 500 mL 80:20 oraninda

hazirlanmis asetonitril ve su karisiminda ¢oziilmiistiir.

e Sistem Uygunluk Cozeltisinin Hazirlanmasi: Sistem uygunluk c¢ozeltisi olarak

standart ¢ozeltisi kullanilmstir.

e Blank Cozeltisinin Hazirlanmasi: 100.0 mg sodyum bikarbonat 100.0 mL’lik balon
jojeye tartilip bir miktar ¢oziicli eklenerek, ultrasonik banyoda 40 dk ¢oziilmiis ve

hacmine ¢oziicii ile tamamlanmaistir.

24



2.5.2

Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi: 12.4 mg izopropilamin standardi (20.0 mg
izopropilamin hidrokloriire esdeger) 100.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, ¢oziicii ile
¢oziilerek hacmine tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 2.5 mL alinarak 20.0 mL’ye ¢oziicli
ile seyreltilmistir. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinarak 100.0 mL’ye ¢oziicii ile
seyreltilmistir (Cizopropilamin hidroklorir=0.25 pg/mL). Standart ¢ozeltisi hazirlandiktan

sonra enjeksiyon Oncesi yaklagik 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir..

Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi: 50.0 mg izoproterenol hidrokloriir numunesi ve
100.0 mg sodyum bikarbonat 100.0 mL balon jojeye tartilmig ve 60.0 mL ¢oziicii
eklenerek 40 dakika boyunca ultrasonda tutulmus ve hacmine ¢oziici ile
tamamlanmistir (Cizoproterenol hidroklorir=0.5 M@/ML). Numune c¢ozeltisi hazirlandiktan

sonra enjeksiyon dncesi yaklasik 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
Secicilik Parametresi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

izoproterenon Stok Cézeltilerinin Hazirlanmasi: 12.9 mg izoproterenon standardi
(15.18 mg izoproterenon hidrokloriire esdeger) 10.0 mL’lik balon jojeye tartiimus,
¢Oziicii ile ¢oziilmiis ve hacmine tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 1.0 mL alinarak 10.0

mL’ye ¢Oziicii ile seyreltilmistir.

Hidrojenasyon Safsizhig1 Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi: 25.9 mg hidrojenasyon
safsizlik standardi 10.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, ¢oziicii ile ¢6zlilmiis ve hacmine

tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’ye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

4-Asetilkatekol Safsizhgr Stok Cozeltilerinin  Hazirlanmasi: 15.3 mg 4-
asetilkatekol safsizlik standardi 10.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, ¢oziicl ile
¢Oziilmiis ve hacmine tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’ye

¢oziicli ile seyreltilmistir.

4-(Kloroasetil)katekol Safsizhgr Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi: 15.2 mg 4-
(kloroasetil)katekol safsizlik standardi 10.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, ¢oziici ile
¢Oziilmiis ve hacmine tamamlanmiitir. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’ye

¢oziicii ile seyreltilmistir.
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2.5.3

Spesifikasyon Limitinde Safsizhk Karisim Cozeltisinin Hazirlanmasi: 100.0 mL’
lik balon jojeye izoproterenon, hidrojenasyon safsizligi, 4-asetilkatekol ve 4-
(kloroasetil)katekol safsizlik stok ¢ozeltilerinden 1.0 mL alinarak hacmine ¢6ziicii ile

tamamlanmaistir.

Standart Cozeltinin Hazirlanmasi: Bolim 2.5.1°de standart ¢ozeltisi hazirligi

verilmistir.

Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi: Bolim 2.5.1’de numune c¢dzeltisi hazirligi

verilmistir.

izopropilamin Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi: 15.3 mg izopropilamin standardi
10.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, ¢oziicli ile ¢oziilmiis ve hacmine c¢oziicii ile

tamamlanmistir. Bu ¢dzetiden 0.5 mL alinarak 50.0 mL’ ye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

Spesifikasyon  Limitinde Izopropilamin Ilaveli Numune Cézeltisinin
Hazirlanmasi: 50.0 mg izoproterenol hidrokloriir numunesi ve 100.0 mg sodyum
bikarbonat 100.0 mL’lik balon jojeye tartilmis ve bir miktar ¢oziicii ile ultrasonik
banyoda 40 dakikada ¢oziilmiistiir. Uzerine izopropilamin stok ¢dzeltisinden 1.0 mL

eklenmis ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlanmustir.
Dogrusallik Parametresi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Izopropilamin Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi: 15.3 mg izopropilamin standard
10.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, ¢oziicii ile ¢Oziilmiis ve hacmine c¢oziicli ile

tamamlanmistir. Bu ¢ozetiden 0.5 mL alinarak 50.0 mL’ ye ¢oziicii ile seyreltilmistir.

Seviye-1 (LOQ) Dogrusallik Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.575 mL seviye-4 (%100)
cozeltisi 20.0 mL’lik balon jojeye alinmis ve hacmine ¢oziicii ile tamamlanmistir

(Cizopropylamin Hcr=0.0071 },tg/mL)

Seviye-2 (%50) Dogrusallik Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.5 mL izopropilamin stok
cozeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye alinmig, hacmine ¢oziicii ile tamamlanmistir

(Cizopropilamin HC1=0.1236 pug/mL).
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2.5.4

2.5.5

Seviye-3 (%75) Dogrusalik Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.75 mL izopropilamin
stok ¢ozeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye alinmis, hacmine ¢oziicii ile tamamlanmistir

(Cizopropilamin Hc=0.1853 ug/mL)

Seviye-4 (%100) Dogrusalik Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1.0 mL izopropilamin
stok ¢ozeltisi 10.0 mL’lik balon jojeye alinmis, hacmine ¢oziicii ile tamamlanmigtir

(Cizopropilamin Hci=0.2471 pg/mL).

Seviye-5 (%125) Dogrusalik Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1.25 mL izopropilamin

stok ¢ozeltisi 10.0 mL’lik balon jojeye alinmis, hacmine ¢oziicii ile tamamlanmistir

(Cizopropylamine Hc=0.3089 ng/mL).

Seviye-6 (%150) Dogrusallik Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1.50 mL izopropilamin
stok cozeltisi 10.0 mL’lik balon jojeye alinmis, hacmine ¢6ziicli ile tamamlanmistir

(Cizopropilamin Hci=0.3707 pg/mL).
Belirleme ve Nicelik Simir1 Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Spesifikasyon Limitinde Izopropilamin Coézeltisinin Hazirlanmasi: Boliim 2.5.3’te

spesifikasyon limitinde izopropilamin ¢ozeltisi hazirligi verilmistir.
LOQ Cozeltisinin Hazirlanmasi: Bolim 2.5.3’te LOQ ¢6zeltisi hazirlig1 verilmistir.

LOD Cozeltisinin Hazirlanmasi: 3.0 mL LOQ ¢ozeltisi 10.0 mL’lik balon jojeye

aktarilmis ve ¢ozicii ile hacmine tamamlanmustir.
Dogruluk Parametresi Calismalarinda Kullamilan Cozeltiler

Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi: Bolim 2.5.1°de numune ¢o6zeltisi hazirligi

verilmistir.

izopropilamin Stok Cézeltisinin Hazirlanmasi: 15.3 mg izopropilamin standardi
10.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, ¢oziicli ile ¢oziilmiis ve hacmine ¢oziicii ile

tamamlanmistir. Bu ¢ozetiden 0.5 mL alinarak 50.0 mL’ ye ¢6ziicii ile seyreltilmistir.
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2.5.6

2.6

Dogruluk Numune Cozeltisi 1 (%50 seviyesi) Hazirlanmasi: 50.0 mg izoproterenol
hidrokloriir numunesi 100.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, tizerine 100.0 mg sodyum
bikarbonat ilave edilmistir. Bir miktar ¢ozci ile ultrasonik banyoda 40 dakika
bekletilmis, lizerine 0.5 mL izopropilamin stok ¢6zeltisi eklenmis ve hacmine ¢oziicii

ile tamamlanmuastir.

Dogruluk Numune Cozeltisi 2 (%100 seviyesi) Hazirlanmasi: 50.0 mg
izoproterenol hidrokloriir numunesi 100.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, tizerine 100.0
mg sodyum bikarbonat ilave edilmistir. Bir miktar ¢ozcii ile ultrasonik banyoda 40
dakika bekletilmis, iizerine 1.0 mL izopropilamin stok ¢ozeltisi eklenmis ve hacmine

¢Oziicl ile tamamlanmustir.

Dogruluk Numune Cozeltisi 3 (%120 seviyesi) Hazirlanmasi: 50.0 mg
izoproterenol hidrokloriir numunesi 100.0 mL’lik balon jojeye tartilmis, tizerine 100.0
mg sodyum bikarbonat ilave edilmistir. Bir miktar ¢dzcii ile ultrasonik banyoda 40
dakika bekletilmis, tizerine 1.2 mL izopropilamin stok ¢ozeltisi eklenmis ve hacmine

¢oziicli ile tamamlanmustir.
Kesinlik Parametresi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler
Sistem Kesinligi Parametresi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

1. Standart Cozeltinin Hazirlanmasi: Bolim 2.5.1°de standart ¢ozeltisi hazirligi

verilmistir.
Metot Kesinligi Parametresi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

1. Spesifikasyon Limitinde Safsizlik Eklenmis Numune Cozeltisi Hazirlanmasi:
Bolim 2.5.2°de spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune c¢ozeltisi

hazirlig1 verilmistir.

zoproterenol hidrokloriir i¢inde izopropilamin Tayini Yontemi

Izoproterenol hidrokloriir icinde izopropilamin tayini yontemi Shimadzu LC- 2030 C

Plus cihazinda yapilmis ve LabSolution siirlim 6.108 ile kaydedilmistir. Sabit faz olarak,

Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl kolon (4,6 mm x 250 mm; 5.0 um) kullanilmistir. Numune

ve kolon sicakligr sirasiyla 5 °C ve 25 °C; dalga boyu 230 nm, 10,0 pL enjeksiyon hacmi,
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akis hiz1 1.0 mL/dk olarak saptanmistir. Mobil faz A i¢in 1.0 mL o-fosforik asitin (85%) 1000
mL saf suda ¢o6ziilmesiyle elde edilen karisim, mobil faz B igin ise 70:20:10 oraninda
hazirlanan asetonitril, methanol ve su karisimi kullanilmistir. Analiz siiresi 55 dakika olan bir

gradient sistemi diizenlenmistir. Gradient programi ¢izelge 2.5’te yer almaktadir.

Cizelge 2.5. izoproterenol hidrokloriir i¢inde izopropilamin tayini yéntemi gradient programi

Zaman, dk Hareketli faz A, % Hareketli faz B, %
0 60 40
8 60 40
28 50 50
32 20 80
38 20 80
39 10 90
45 10 90
47 60 40
55 60 40

2.7 Yontem Validasyonu ve Validasyon Parametreleri

Optimize edilen yontem i¢in validasyon c¢aligmalar1 ICH Q2(R1) kilavuzu rehber
alarak yapilmistir. Yontemin gecerliliginin kontrolii i¢in secicilik, dogrusallik, ¢aligma
araligi, belirleme ve nicelik smiri, dogruluk, kesinlik, saglamlik, numune ve standart

¢ozeltileri stabilitesi parametreleri kontrol edilmistir.
2.7.1 Segicilik

Yontemin segiciliginde sistem uygunluk parametreleri saglaniyor olmalidir.
Isopropilamine piki kromatografik olarak ayrim gdstermelidir. izopropilamin pikinin
alikonma zamaninda ¢oziiciiden pik gelmemelidir. Izopropilamin piki spektral olarak saf

olmalidir yani pik saflik endeksi saflik esiginden biiyiik olmalidir.
2.7.2 Dogrusalhk

Dedektoriin analizi yapilan numunenin derigimine verdigi yanitin dogru orantili olarak
artmasi ve ¢izilen grafikte noktalarin ¢izgi iizerinde ya da yakininda yer almas1 dogrusalliktir.
Dogrusalligi veren parametreler egim, kesisim noktasi, korelasyon katsayisi ve artik kareler
toplamu seklindedir. Bu parametreler 6l¢iilen degere karsi analizi yapilan numune derisiminin

regresyon analizleri ile hesaplanir ve y= mx + n denkleminde yerine yazilir.
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Calismada korelasyon kat sayis1 0.99°dan az olmamali, egim raporlanmali ve kesim
noktast % 100 derisime karsilik gelen alanin % 5’inden fazla olmamalidir. Karelerin farki

toplami1 (RSS) raporlandirilir.
2.7.3 Calisma Arahg

Kalibrasyon egrisinde belirlenebilen en diisiik derisimden dogrusalliktan saptigi
derisime kadar olan derisim araligi ¢alisma araligidir. Kabul kriteri geregi minimum seviyede
alanlarin bagil standart sapmasi (RSD) %10.0’dan fazla olmamali, maksimum seviyede

alanlarin bagil standart sapmasi %5.0’den fazla olmamalidir.
2.7.4 Belirleme ve Nicelik Sinir1

LOQ, dogrusallik sinirlari i¢cinde kalmayan ya da analitin kabul edilebilir bir kesinlik
ve dogruluk seviyesiyle oOlgiilebildigi en diisilk dogrusallik derisimini olusturan diizeydir.
Dogrudan deneylerden ya da hesaplama araciligiyla bulunabilir. LOD, analitin goriindiigi;
fakat nicel limitler igerisinde olmadigi en diisiikk derisimdir. Dogrudan deneylerden ya da

hesaplama araciligiyla bulunabilir.

Kabul kriteri geregi LOQ tiim safsizliklar i¢in raporlama seviyesinden biiyiik
olmamalidir ve LOQ derisiminde 6 tekrarli enjeksiyon igin alanlarin %RSD 10 ve altinda
olmalidir. LOD derisiminde sinyal-giiriiltii oran1 3 ve iizerinde olmaliyken LOQ derisiminde

ise sinyal-giiriiltii oran1 10 ve {izerinde olmalidir.
2.7.5 Dogruluk

Analitik bir yontem i¢in dogruluk belirli sayida birbirinden bagimsiz l¢limiin gercek
degere yakinliginin hesaplanmasidir. Ortama eklenen numunenin analiz edilen ortamdan ne
denli geri kazanilabilecegini ortaya koyar. Bu ¢alismanin kabul kriteri geregi her bir geri

kazanim %90.0 — %110.0 arasinda olmalidir.

2.7.6 Kaesinlik

Ayni sartlarda ve ayni yOntemle ortaya konulan sonuglarin sirayla elde edilen
Olclimleri arasindaki yakinliktir. Yani Ol¢limlerin tekrarlanabilirligini ortaya koymak icin
kullanilir. Homojen ve 6zgilin bir numune kullanilarak tekrarlanan ol¢limler vasitasiyla basit
bir sekilde bulunabilir.Tez g¢alismasi kapsaminda sistem kesinligi, yontem kesinligi ve

laboratuvarlar aras1 kesinlik ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
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2.7.7 Saglamhk

Saglamlik calismasi1 yapilirken yontem parametrelerinde kiiciik, planli ve miihim
degisiklikler meydana getirilir ve bu degisikliklere kars1 yontemin hassasiyeti Ol¢iiliir. Bunun
sonucunda analiz sonucunu degistirebilecek etkiler ve yontemin en ideal kosullari ortaya
konulur. Kabul kriteri geregi izopropilamin ve safsizlik pikleri kromatografik olarak ayrim

gostermelidir.
2.7.8 Numune ve Standart Cozeltileri Stabilitesi

Numune ve standartlarin kararliliginin belirli bir siire korunabilir olmasi dogru,
tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglara ulagsmak agisindan gereklidir. Gelistirilmis olan
yontemle farkli zaman araliklarinda yapilan kararlilik ¢alismalar ortaya konulmalidir. Kabul
kriteri geregi standart ¢ozeltisi i¢in baslangi¢ ve farkli zaman dilimlerindeki pik alan farklari
%5.0’den fazla olmamali ve numune ¢ozeltisi icin: baslangi¢ ve farkli zaman dilimlerindeki

pik alan farklar1 %10.0’dan fazla olmamalidir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI VE BULGULAR
3.1 Secicilik

Calismada yontemin segiciligi i¢in blank ¢ozeltisi, standart ¢6zeltisi, numune
¢ozeltisi, spesifikasyon limitinde izopropilamin ilaveli numune ¢ozeltisi ve spesifikasyon

limitinde safsizlik karisimi ¢ozeltisi verilmistir.

Calisma sonucunda izopropilamin pikinin alilkonma zamaninda c¢oziiciide pik
gdzlenmemistir. Izopropilamin piki safsizlik piklerinden ayrilmistir. izopropilamin piki

spektral olarak saftir. Sekil X, Y ve Z’deki kromatogramlara gore yontem segicidir.

Cizelge 3.1. Izoproterenol hidrokloriir i¢inde izopropilamin tayini i¢in segicilik sonuglari

_ Safsizliklar Alikonma zamani, dk Saflik endeksi Saflik esigi
[zopropilamin ~28.7 1.000000 0.999946
Izoproterenon - - -

Hidrojenasyon safsizlig - - -

4-Asetil katekol - - -

4-(Kloroasetil) katekol - - -

SO0 = = — | T Detector A F30nm
Q000
30000- ‘
20000-| ‘ .
1 8
1 e
10000-
] Al
i = | S
o N | I L - R
o 10 20 30 al =0

min

Sekil 3.1.Blank ¢ozeltisi kromatogrami

32



50000

A0

0 10

Sekil 3.2.Standart ¢ozeltisi kromatogrami
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10000

Sekil 3.3.Safsizlik karigimi ¢ozeltisi kromatogrami

3.2 Dogrusallik

40

Detector A Z30nm

Datecion A 230mm

Calismada yontemin dogrusallig1 icin LOQ ¢6zeltisi ile spesifikasyon limitinin %50,

%75, %100, %125 ve %150 seviyelerine karsilik gelen derisimlerdeki izopropilamin

¢ozeltisinden enjeksiyonlar yapilmistir. Her bir standart cozeltiden 3 kez enjeksiyon,

minimum (LOQ) ve maksimum (%150’lik) seviyelerde 6 kez enjeksiyon yapilmistir.

(Calisma sonucunda izopropilamin hidrokloriir derisimi ile dedektoér yaniti arasinda

dogrusal bir iligki oldugu goriilmiistiir. Dogrusallik icin Microsoft Excel programi

kullanilarak her derisime karsilik ortalama pik alam1 ve kalibrasyon egrisi cizilmistir,

korelasyon katsayis1 hesaplanmistir.
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Cizelge 3.2. izoproterenol hidrokloriir i¢inde izopropilamin tayini i¢in dogrusallik sonuglari

Seviyeler Teorik konsantrasyon Alanlar Hesaplanan alanlar Farklarm karesi
(ng/ml) (AU) (AU)

1 (LOQ) 0.0071 2670 2163 257049
2 (50%) 0.1236 34366 35016 422500
3 (75%) 0.1853 51780 52416 404496
4 (100%) 0.2471 70002 69843 25281
5 (125%) 0.3089 88473 87271 1444804
6 (150%) 0.3707 104115 104699 341056
RSS 2895186
Korelasyon katsayisi 0.9998
Egim 282001
y-kesim noktasi 161
y-kesim noktasix100 % seviyedeki alan 0.2
120000 : . .

y = 282001x + 160,58 Izopropllamln

100000 - R?=0,9996

80000 -

60000 -

40000 -

20000 -

0 T T T T T T T 1
0,0000  0,0500  0,1000  0,1500  0,2000  0,2500  0,3000  0,3500  0,4000

Sekil 3.4.1zopropilamin Dogrusallik grafigi

3.3 Calisma Arah@
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Dogrusallik ¢alismasindaki minimum ve maksimum derisimdeki alanlar kullanilmastir.




Cizelge 3.3. Izoproterenol hidrokloriir iginde izopropilamin tayini igin calisma aralig
sonuglari

Enjeksiyonlar Izopropilamin alam
1 2608
2 2754
:%« = 3 2630
5 = 4 2677
< E 5 2681
"EE = Ortalama 2670
SS 56
%RSD 2.10
1 104831
g 2 104606
Z 3 104039
3 L.; 4 103756
4 = 5 103344
i Ortalama 104115
= SS 609
%RSD 0.58

3.4 Belirleme ve Nicelik Sinir1

Calismada spesifikasyon limitinde izopropilamin ¢ozeltisi 5 kez enjekte edilmis ve
sinyal-giiriiltii oranlar1 hesaplanmistir. Sinyal-giiriiltii oran1 sonuglarina goére, belirleme (LOD)

ve nicelik (LOQ) sinirlart hesaplanmigtir. LOD ve LOQ ¢ozeltileri 3’er kez enjekte edilmistir.

Hesaplama
LOD= i xC
SN
(3.1)
10
LOQ=—xC
SN
(3.2)

SN: Sinyal-Giirilti orani, C: Standart ¢ozeltideki konsantrasyonlar (pug/mL)

35



Cizelge 3.4. Spesifikasyon limitinde safsizliklarin sinyal-giiriiltii oran1 sonuglari

Safsizhiklar Konsantrasyonlar, pg/mL Sinyal-giiriiltii oranlar:

izopropilamin 0.2471 349

Cizelge 3.5. LOQ alan sonucu

Enjeksiyonlar izopropilamin

1 2608

2 2754

3 2630

4 2677

5 2681

Ortalama 2670
SS 56

%RSD 2.10

Cizelge 3.6. LOD ve LOQ sonuglart (% ve ¢ozelti konsantrasyonlart olarak)

LOD LOQ S/N
fsizhikl

SafsiiKiQ pgml %  pg/ml % LOD LOQ
Izopropilamin 0.0021 0.0004 0.0071  0.0014 6 11
10[}0{}-.-- T | ] Detector A Z30nm
'.".\"';-DD—-. '.\
5000

E

2500-—: g / \_I

] = ; i A

ol . B N

L ————————— 23—

Sekil 3.5.LOQ ¢ozeltisi kromatogrami
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Sekil 3.6.LOD ¢ozeltisi kromatogrami

3.5 Dogruluk

Calismada yontemin dogrulugu igin spesifikasyon limitinde izopropilamin standart
cozeltisi 5 kez enjekte edilmistir. 1ki paralel numune c¢ozeltisi enjekte edilmistir.
Spesifikasyon limitinin %50’sine, %100’tine ve %120’sine karsilik gelen derigimlerde
numuneye izopropilamin eklenmistir. Her seviyede 3’er numune hazirlanmis ve her biri 1 kez
enjekte edilmistir. Numune LOQ seviyesinde izopropilamin i¢erdiginden dolay1 bu seviyede
geri kazanim calismas1 yapilmamistir. Dogruluk calismasinda elde edilen sonuglar kabul

kriterlerine uygun bulunmustur.

Hesaplama

Teorik miktar (%) = C__, x
spk™ w
test

%100 + numunedeki miktar (3.3)

Cspok: Eklenen safsizlik konsantrasyonu (mg/mL), D: Seyreltme, Wis: Numune tartimi
(mg)
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Cizelge 3.7. iIzopropilamin igin dogruluk ¢alismasi sonuglar

Derisim Numune Numune agirhgr  Teorik Deneysel Geri
Numune alam kazanim
(gm0 (mg) (%) (%) (%)
39473 50.0 0.0257 0.0263 102.3
1(50%) 0.1236 39610 50.1 0.0257 0.0263 102.3
39850 50.2 0.0256 0.0264 103.1
76310 50.0 0.0504 0.0508 100.8
2 (100%) 0.2471 76235 50.1 0.0503 0.0506 100.6
76302 50.3 0.0501 0.0505 100.8
91529 50.1 0.0602 0.0608 101.0
3 (120%) 0.2965 91467 50.0 0.0603 0.0608 100.8
91382 49.9 0.0604 0.0609 100.8
Standart derisimi (ug/mL)) 0.2471
Standart alani 74298
Numunedeki miktar (%) TE/ND
3.6 Kesinlik

3.6.1 Sistem Kesinligi

Calismada sistemin kesinligi i¢in standart ¢ozeltisi 5 defa enjekte edilmistir. Kabul
kriteri geregi standart ¢dzeltisinin 5 enjeksiyonundan elde edilen izopropilamin pik alanlar
arasindaki % RSD en fazla 5.0 olmalidir. Sistem kesinligi ¢aligmasinda elde edilen sonuglar

kabul kriterlerine uygun bulunmustur.

Cizelge 3.8. Izopropilamin igin sistem kesinligi calismasi sonuglari

Enjeksiyon No Numune Alam

1 71186

2 71128

3 70963

4 70897

5 70575

Ortalama 70950
SD 240
RSD% 0.34

3.6.2 Yontem Kesinligi

Calismada yontemin kesinligi i¢in spesifikasyon limitinde izopropilamin eklenmis 6
numune analiz edilmistir. Kabul kriteri geregi her bir geri kazanim %90.0 — %110.0 arasinda

olmalidir. Geri kazanim sonuglarinin arasindaki RSD < % 10.0 olmalidir. % 95 giiven aralig1
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hesaplanir. Yontem kesinligi calismasinda elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun

bulunmustur.

Cizelge 3.9. Izopropilamin igin yontem kesinligi calismas sonuglar

Numune Numune Seyreltme Numune agirhgi  Teorik Deneysel ka(;j:lm
alani (mg) (%) (%) (%)

1 72347 49.9 0.0505 0.0505 100.0

2 71968 50.1 0.0503 0.0500 99.4

3 72127 100 50.0 0.0504 0.0502 99.6

4 72430 50.3 0.0501 0.0501 100.0

5 71067 49.8 0.0506 0.0497 98.2

6 70339 50.2 0.0502 0.0488 97.2
Ortalama 99.1
SD 1.1
RSD% 1.1
% 95 Giiven arahgi 97.9 - 100.3
Standart derisimi (ug/mlL) 0.2471
Numunedeki miktar (%) 0.001

3.6.3 Laboratuvarlar Arasi Kesinlik

Laboratuvarlar arasi1 degisimlerin analiz yOntemi {izerine olan etkisini gérmek
amactyla, ayn1 yontemin farkli laboratuvarda, farkli kolon kullanilarak, farkli giinde, farkli bir
cihazda, farkli bir kisi tarafindan yapildigi kesinlik calismasina tekrar iretilebilirlik denir.
Kabul kriteri geregi her bir geri kazanim %90.0 — %110.0 arasinda olmalidir. Her ¢alisma i¢in
geri kazanim sonuglarinin arasindaki RSD < % 10.0 olmalidir. Geri kazanim sonug
ortalamalar1 arasindaki fark 10.0’dan fazla olmamalidir. % 95 giiven araligi hesaplanir.
Laboratuvarlar aras1 kesinlik calismasinda elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun

bulunmustur.
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Cizelge 3.10. izopropilamin igin laboratuvarlar aras1 kesinlik calismas1 sonuglari

1.Calisma
Numune lemupe Teorik Deneysel Ger
Numune alant Seyreltme agirh@ (%) (%) kazanim
(mg) (%)
1 72347 49.9 0.0505 0.0505 100.0
2 71968 50.1 0.0503 0.0500 99.4
3 72127 100 50.0 0.0504 0.0502 99.6
4 72430 50.3 0.0501 0.0501 100.0
5 71067 49.8 0.0506 0.0497 08.2
6 70339 50.2 0.0502 0.0488 97.2
Ortalama 99.1
SD 1.1
RSD% 1.1
% 95 Giiven arahgi 97.9-100.3
Standart derisimi (ng/mL) 0.2471
Numunedeki miktar (%) 0.001
2.calisma
1 94419 50.1 0.0592 0.0581 98.1
2 95526 50.0 0.0593 0.0589 99.3
3 96880 100 50.2 0.0591 0.0595 100.7
4 98167 50.1 0.0592 0.0604 102.0
5 99536 49.9 0.0594 0.0615 103.5
6 99254 49.8 0.0596 0.0615 103.2
Ortalama 101.1
SD 2.2
RSD% 2.2
% 95 Giiven arahgi 98.8 -103.4
Standart derisimi (ug/mL) 0.2617
Numunedeki miktar (%) 0.007
Ortalama sonuclar arasindaki fark 2.0

3.7 Saglamhk

Bu caligmada saglamlik parametresinde incelenen degisiklikler; mobil faz akis hizinin

degisimi, kolon sicaklig1 degisimi ve mobil faz A derisimidir. Mobil faz akis hiz1 0.1 mL/dk

olacak sekilde degistirilmistir. Kolon sicakligi £3°C olacak sekilde degistirilmistir. Mobil faz

A derigimi £%0.01 olarak degistirilmistir. Calismada yontemin saglamlig1 i¢in sisteme ¢oziicii

(blank) cozeltisi, standart ¢ozeltisi ve spesifikasyon limitinde safsizlik eklenmis numune

coOzeltisi enjekte edilmistir. Saglamlik ¢aligsmalarina gore yontemin parametrelerdeki kiiciik

degisimlerden etkilenmedigi goriilmiistiir.
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Cizelge 3.11. izopropilamin i¢in saglamlik ¢alismas1 sonuglari

SARTLAR RT RSD% Simetri Faktorii ~ Teorik plaka sayisi

Normal Sartlar 28.9 0.22 1.011 50088
Kolon akig1 1.1mL/dk 27.0 0.44 1.007 45424
Kolon akisi: 0.9 ml/dk 31.0 0.62 1.014 55170
Kolon sicakligi: 22 °C 29.8 0.26 1.006 51288
Kolon sicakligt: 28 °C 28.1 0.62 1.015 49260
Mobilfaz A: 1.ImL/L’de 579 020 1.020 320977
H3PO,

Mobil faz A: 0.9 mL/L’de 977 0.58 1,019 316251
H3PO,

3.8 Numune ve Standart Cozeltileri Stabilitesi

Cizelge 3.12. izopropilamin igin standart ¢ozeltisi stabilite calismasi sonuglar

Zaman Standart
Alanlar Fark (%)
Baslangi¢ 73207 UY/NA
2. Saat 73870 0.9
4. Saat 73751 0.7
6. Saat 73936 1.0
8. Saat 73853 0.9
10. Saat 73931 1.0
12. Saat 73936 1.0
14, Saat 73994 1.1
16. Saat 74089 1.2
18. Saat 74225 1.4
20. Saat 74179 1.3
22. Saat 74152 1.3
24. Saat 74212 14
26. Saat 74249 1.4
28. Saat 74212 14
30. Saat 74119 1.2
32. Saat 74167 1.3
34. Saat 74086 1.2
36. Saat 74354 1.6
38. Saat 74353 1.6
40. Saat 74396 1.6
42. Saat 74402 1.6
44. Saat 74431 1.7
46. Saat 74325 15
48. Saat 74435 1.7

Cizelge 3.13. Izopropilamin igin safsizlik ilaveli numune ¢ozeltisi stabilite calismasi sonuglar

Numune
Izopropilamin alami Fark (%)

Zaman
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Zaman ' Numune
Izopropilamin alam Fark (%)

Baslangi¢ 77548 UY/NA
2. Saat 78315 1.0
4. Saat 79256 2.2
6. Saat 80311 3.6
8. Saat 81819 5.5
10. Saat 83869 8.2
12. Saat 86836 12.0
14. Saat 91525 18.0
16. Saat 97735 26.0
18. Saat 105180 35.6
20. Saat 113968 47.0
22. Saat 123521 59.3
24. Saat 134356 73.3
26. Saat 145475 87.6
28. Saat 156399 101.7
30. Saat 168049 116.7
32. Saat 179296 131.2
34. Saat 190459 145.6
36. Saat 202229 160.8
38. Saat 214329 176.4
40. Saat 226333 191.9
42. Saat 239425 208.7
44, Saat 252707 225.9
46. Saat 265069 241.8
48. Saat 277256 257.5

Calismada numune ve standart stabilitesi i¢in standart ve safsizlik ilaveli numune
cozeltileri hazirlanmis ve farkli zaman dilimlerinde 48 saat boyunca analiz edilmistir. Elde
edilen sonuclara gore standart ¢ozeltisinin 48 saat; numune ¢ozeltisinin ise 10 saat dayanikli

oldugu gozlemlenmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Yontem gelistirilmesi sathasinda piklerin birbirinden ayrimi ve pik sekillerinin
tyilestirilmesi adina farkli kolonlar, farkli hareketli fazlar, kolon ve numune bdlmesi
sicakliklari, enjeksiyon hacmi, akis hiz1 ve dalga boylar1 da denenmistir. Gelistirilen yontem

ICH yonergelerine gore valide edilmistir.

Izopropilamin safsizlig1, 1-naftilizotiyosiyanat ile tiirevlendirilirken; optimum
reaksiyon siiresinin belirlenmesi amaciyla farkli siirelerde ¢ozelti ortamindan numune
alimarak, HPLC cihazina enjeksiyon yapilmistir. Bu kapsamda standart ¢6zeltisi hazirlanmis
olup, oda sicakliginda tiirevlendirilmeye birakilmistir. Baglangi¢c zamanindan itibaren her 20
dakikada bir HPLC cihazina enjeksiyon verilerek, 1-izopropil-3-(naftalen-1-il)tiyoiire piki’nin
alan1 kontrol edilmistir. 60.dakikaya kadar pik alaninin arttigi, 100. dakikaya kadar da

degismedigi gézlemlenmistir. Optimum reaksiyon siiresi 60 dakika olarak belirlenmistir.

Izopropilamin tiirevlendirildikten sonra olusan yap1 apolar yapiya sahip oldugundan
ters faz kromatografisi ¢alisilmistir. Bu kromatografi tiirtinde kolon apolar 6zelliktedir ve
ayrim kolon yiizeyinde gergeklesir. Kolon boyunca ¢ézlinen maddenin ilerlemesini saglayan
mobil faz ise polar ozelliktedir. Benzer benzeri ¢eker kuralina gore bir madde ne kadar
apolarsa kolona ilgisi ¢oktur ve kolona daha c¢ok tutunacagindan farkli polar yapidaki diger
molekiillerden ayrilir. Bu sebeple yontem gelistirirken kullanilan ¢6ziictilerin, kolonlarin ve
mobil fazlarin ve ilag etken maddelerinin polarite 6zellikleri bilinmelidir. Gelistirdigimiz
yontemler, kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin analizlerde kullanilacagindan hizli, dogru ve

kesin olmasi 6nem tasimaktadir.

Yontem gelistirilmeden 6nce ilk olarak uygun ¢oziicii se¢imi yapilir. Bu amagla orta
polarlikta ve diisiik viskozite de asetonitril, metanol gibi organik ¢oziiciiler ve bunlarin farkli
oranlarda su ile karismis ¢oziicii sistemleri denenmistir. Coziicli se¢iminde hem
izoproterenoliin, hem izopropilamin safsizligmin ve ayni zamanda tiirevlendirme ajaninin

homojen bir ¢dzelti olusturdurdugu optimum ¢oziicii sistemi tercih edilmistir.

Molekiillerin daha iyi ayrim gosterebilmesi i¢in, yiiksek hidrofobik kolon kullanimi
daha uygundur. Bu baglamda farkli analitik kolonlar denenmis, segiciligin ve pik simetrisinin
en uygun oldugu kolon segilmistir. Metod gelistirme asamasinda en uygun ayrim ve pik sekli

Luna phenyl-hexyl kolonda gozlemlenmistir.

43



Mobil faz secerken; maddenin pKa degeri géz Oniinde bulunmus hareketli faz pH’1
hesaplanmistir. Bunun i¢in tampon ¢ozeltiler kullanilmig veya eliisyon programinda organik
miktariyla oynanmistir. Yontem gelistirme siirecinde en iyi ayrimin ve pik seklinin elde
edildigi o-fosforik asidin sulu ¢ozeltisi ile asetonitril, metanol ve su karigimi en uygun mobil

fazlar olarak belirlenmistir.

Calisma derisimi belirlenirken spesifikasyon limitinde farkli derisimlerde safsizlik
ilaveli numune ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerdeki tiirevlendirilmis izopropilamin
molekiillerinin sinyal / giiriiltii oranlar1 hesaplanmustir. ihmal limitinin (% 0.05) sinyal /
giirtiltii oraninin, LOQ derisimindeki sinyal / giiriiltii oranindan HPLC sistemlerinde bu oran
10 olarak kabul edilmektedir.) biiyilk olmasi beklenir. Bu kriterler g6z Oniinde
bulunduruldugunda en uygun numune derisimi 0.5 mg/mL olarak goriilmiistiir ve enjeksiyon

hacmi 10 mL olarak belirlenmistir.

Calisma dalga boyu i¢in yapilan 200-400 nm araligindaki UV taramasi sonucunda; en
yiiksek absorpsiyon 230 nm dalga boyunda gézlenmistir.

Ilag iiretimi yiiksek teknoloji, zaman ve maliyet gerektiren hassas bir siirectir.
Hastalarin ilaglara hizli ve daha diisiik maliyetlerde ulasabilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bu baglamda jenerik ila¢ iiretimi alaninda iyilestirme ve gelistirme calismalarinin hiz
kazanmasinin, toplum sagligi, ekonomisi ve hayat kalitesinin artmasinda pay1 biiyiiktiir.
Uretilen ilaglarin istenilen nitelige uygun olmasimin kontrolii iyi gelistirilmis, hassas, saglam,
tekrarlanabilir ve hizli analitik metotlar ile saglanir. Tez calismast kapsaminda ele alinan
izopropilamin safsizliginin tayini i¢in gelistirilen ve valide edilen metodun bu gereklilikleri

karsiladig1 goriilmektedir.
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