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OZET

HALICI, N. E., Hz Reseptor Antagonistlerinin Yesil HPLC Ayirim i¢in
Kemometrik Optimizasyon Yaklasimi ve Famotidin Iceren Farmasétik
Preparatlara Uygulanmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Ozellikle
gastroozofageal reflii hastaliinda ya da mide asitliginin bozuldugu durumlarin
tedavisinde H> reseptor antagonistleri siklikla tercih edilir. Bu tezde, kemometrik
optimizasyon yaklagimiyla, H> reseptor antagonistlerinden famotidin, nizatidin,
ranitidin ve simetidin etken maddelerinin ayni anda analiz edilebilecegi bir HPLC
yontemi yesil analitik kimya ilkeleri benimsenerek gelistirilmistir. Analiz yontemini
optimize etmek ic¢in kromatografik parametreler (akis hizi, kolon sicakligi, hareketli
fazdaki etanol orani, tampon derisimi) incelenmistir. Gelistirilen bu yesil HPLC
yonteminin sistem uygunluk testleri, 6zgiinliik, duyarlilik, dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, geri kazanim, kararlilik, saglamlik ve tutarlilik parametreleri farmasotik
preparattan famotidin analizi i¢in valide edilmistir. Dogrusallik aralig1 1,5-75 pg/mL,
gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,5 pg/mL ve alt tayin smirt (LOQ) 1,5 pg/mL olarak
bulunmustur. Famotidin tablet USP monografinda belirtilen yontemin de validasyonu
yine ayni parametrelerin incelenmesiyle gerceklestirilmistir. Bu yOntemin
dogrusallik araligi 5,0-500 pg/mL, gozlenebilme sinirt (LOD) 2,0 pg/mL ve alt tayin
sinir1 (LOQ) 5,0 pg/mL olarak bulunmustur. iki yontemin de duyarli, kesin, dogru,
Ozgilin, saglam ve tutarli oldugunu gostermistir. Valide edilen bu iki yontem
famotidin iceren farmasdtik preparatin analizine basarili bir sekilde uygulanmistir.
Sonuglar karsilastirilarak  aralarinda  istatistiksel olarak anlamli  bir fark
bulunmamaistir. Gelistirilen yontemin USP monografinda belirtilen yontemden daha
duyarli oldugu ayn1 zamanda ¢evre ve insan sagliina verilecek hasarin da minimum

oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yesil kromatografi, yiikksek performansl sivi kromatografisi,
farmasotik analiz, Hz reseptdor antagonistleri, famotidin,

ranitidin, nizatidin, simetidin, etanol, kemometri
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ABSTRACT

HALICI, N. E., Chemometric Approach for Green HPLC Separation of H2
Receptor Antagonists and Application to the Analysis of Famotidine Containing
Pharmaceuticals, Hacettepe University Graduate School Health Sciences
Department of Analytical Chemistry Master of Science Thesis, Ankara, 2022. H;
receptor antagonists are often preferred in gastroesophageal reflux disease or in the
treatment of gastric acidity disorders. In this thesis, an HPLC method for
simultaneous analysis of H, receptor antagonists, famotidine, nizatidine, ranitidine
and cimetidine active ingredients was developed by implementing green analytical
chemistry principles and chemometric approach. Chromatographic parameters such
as ethanol ratio, buffer concentration, flow rate of mobile phase and column
temperature were optimized the analysis method. System compatibility tests,
specificity, sensitivity, linearity, accuracy, precision, recovery, stability, robustness
and consistency parameters of this green HPLC method were validated for the
analysis of famotidine from the pharmaceutical preparation. The linearity range was
1,5-75 pg/mL, the limit of detection (LOD) was 0,5 pg/mL, and the limit of
quantification (LOQ) was 1,5 ug/mL. Afterwards, the validation of the method
specified in the Famotidine tablet USP monograph was carried out by examining the
same parameters. The linearity range of this method was 5,0-500 ug/mL, the limit of
detection (LOD) was 2,0 ug/mL, and the limit of quantification (LOQ) was 5,0
nug/mL. Cimetidine was chosen as the internal standard (IS) in both methods and
validation results showed that the methods were sensitive, precise, accurate, specific,
robust and consistent. These two validated methods were successfully applied to the
analysis of the famotidine-containing pharmaceutical preparation. By comparing the
results, no statistically significant difference was found between them. It has been
observed that the developed method is more sensitive than the method specified in
the USP monograph, and at the same time, the damage to the environment and

human health is minimal.

Keywords: Green chromatography, high performance liquid chromatography,
pharmaceutical analysis, H> receptor antagonists, famotidine,

nizatidine, ranitidine, cimetidine, ethanol, chemometry
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1. GIRIS

Gastrodzofageal reflii hastaligi, kisaca GORH, diinyada her yastan ve her gelir
diizeyinden insanda oldukga sik goriilen bir rahatsizliktir. Ozellikle ¢ocuklarin yasam
kalitesini onemli 6l¢iide bozan ve sagliklarini ciddi sekilde tehdit eden hastaliklardan
biridir. Pediatri ve Pediatrik Cerrahi Bilim Merkezi'nde 2008'den 2019'a kadar, 69'u
(%51,0) bebek olmak iizere yaslar1 6 ay ile 12 arasinda degisen 134 hasta hastaneye
kaldirilmistir. Bu ¢ocuklardan 107’sinde (%79,8) denenen alternatif tedavi sekilleri
yetersiz kaldigindan ameliyat zorunlulugu dogmustur (1). Aslinda; mide eksimesi,
ag1z kokusu, hickirik, reflii sebebiyle mideden geri gelen sivinin agiza ulasmasi ve
disar1 ¢ikmasi gibi klasik ve kontrol altinda tutulabilen belirtileri vardir. Ancak
GORH bogazda gicik hissi, ses kisikligi, kronik oksiiriik gibi tipik olmayan
belirtilerle de ortaya ¢ikabilmektedir. Eroviz olmayan reflii hastaligi, yani reflilye ait
semptomlarin bulundugu ancak endoskopik olarak bir hasarin tespit edilmedigi
rahatsizlik, GORH nin en yaygin fenotipidir (2). Bu durumda da hastaligimn teshisi
geciktiginden verdigi hasar artmaktadir. Ayni zamanda GORH’nin, akciger nakli
sonrast laringeal rahatsizliklar, siniizit, kronik oksiiriik, asttm, KOAH, idiyopatik
pulmoner fibroz, kistik fibroz ve bronsiyolit obliterans dahil olmak iizere bir dizi
solunum yolu hastaligina neden oldugu veya bu hastaliklarin ciddiyetine katkida
bulundugu bildirilmektedir (3). Ozellikle bronsektazili hastalarda GORH, artan

saglik hizmeti kullanim1 ve tibbi maliyetlerle iliskilendirilmektedir (4).

Histamin viicutta bulunan bir azot bilesigidir ve farkli organlardaki yumusak
kaslart uyararak kasilmalarini saglamaktadir. Bu etkiler, diisiik derisimlerde
mepiramin veya ilgili ilaglarla bastirilabilmektedir. Bu mepiramine duyarli histamin
tepkilerinde yer alan farmakolojik reseptorler, Hi reseptorleri olarak tanimlanmustir.
Bununla birlikte histamin midede asit salgisin1 da uyarmakla gorevlidir. Kalp atis
hizin1 arttirmakta ve rahim kasilmalarimi engellemektedir. Bu eylemler, geleneksel
antihistaminikler tarafindan antagonize edilemez ve H:2 reseptorleri olarak
tanimlanan histamin reseptorlerinin uyarilmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir
(5). Histamin tip 2 yani H> reseptor antagonistleri, diinyada en yaygin sekilde regete

edilen farmakolojik ajan smifindadir. Hz reseptor antagonistlerinin asit-peptik



bozukluklar i¢in regetesiz satilan ilaglar olarak pazarlanmasi bile dnerilmistir. Daha
sonrasinda zaten yaygin kullanima sahip olan bu ilaglara bir de insanlarin kontrolsiiz
erisime sahip olmasmin sorun yaratabilecegi diisiiniildiglinden bu karardan

vazgecilmistir (6).

Antiasitler uzun siliredir mide yanmasi refli semptomlarimi gidermek igin
kullanilmaktadir. Yiiksek ve sik dozlarda verildiginde asitle iligkili bu hastaliklarin
daha hafif formlarinda etkili olmaktadirlar (7). 1900°li yillarin ilk geyreginde, asit
salgisinin ii¢ ana uyaricist gastrin, asetilkolin ve histamin olarak kabul edilmistir. Bu
gelismeden yaklasik 50 yil sonra 1972°de insan calismalariyla dogrulanan ilk
histamin-2 (H2) reseptor antagonisti olan Buriamid, Birlesik Krallik’ta James Black
ve meslektaglar1 tarafindan kesfedilmistir. Bu kesfi 1976 yilinda piyasaya cikan
Simetidin izlemistir (8, 9). Ranitidin ve Famotidin gibi diger molekiiller 1980’lerin

basinda siirece dahil olmustur (7).

Famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidinin de i¢inde bulundugu Hz reseptor
antagonistleri mide paryetal hiicresinde histaminin etkisini bloke ederek bu
hiicrelerdeki asit salinimin1 azaltan molekiillerdir. Bu ilaglar dispepsi tedavisinde
kullanilir (10). Aym zamanda peptik iilser hastaligi ve GORH tedavisinde baskin bir
rol oynamaktadirlar. H> reseptor antagonistleri oldukga segici molekiiller olup Hi
reseptorlerini etkilememektedirler. Bu sayede Hi reseptor antagonistleri grubundaki
ilaglar gibi kulak, burun ve bogaz bolgesinde etkileri yoktur. Aymi zamanda
antikolinerjik ajanlar degillerdir. Yani, sinir sistemi {izerinde herhangi bir yan etkileri
bulunmamaktadir. H2 reseptor antagonistlerinden de 6nce yine midedeki asit salgisini
azaltma amaciyla kullanilan proton pompa inhibitdrlerinden (PPI) hangi grubun daha
etkili oldugu hala tip diinyasinda devam eden bir diislince ayriligima sebep
olmaktadir. Bu diislince ayriligindan bagimsiz olarak konuya bakildiginda, bu iki
grubun sirali gelisiminin; Helicobacter pylori enfeksiyonunun kesfi ile morbidite ve
mortalitede belirgin azalma ile peptik iilser hastaliginin tedavisine de 151k tutmaktadir

(11).

llag firmalari igin analitik kimya olmazsa olmaz bir yap1 tasidir. Bilindigi {izere
analitik kimya; bir dizi yontemden olusan, bilimin her alaninda yararli olan,

maddenin ve/veya numunenin bilesimi ve yapisi hakkinda bilgi edinme ve isleme



bilimidir. Ozellikle farmasétik preparatlardaki ilag etken maddelerinin dozlar1 insan
saglig1 i¢in hayati 6nem tasidigindan tayin edilmesi gerekmektedir. Bu amag
dogrultusunda genellikle yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) veya gaz
kromatografisi (GC) gibi kromatografik yontemler tercih edilmektedir (12).

Kromatografik yontemler her ne kadar hizli, etkili ve ¢ok tercih edilen yontemler
olsa da, aslinda ¢evreye ¢ok da duyarli olmadiklari yeteri kadar dikkat ¢cekmeyen bir
konudur. Bu noktada devreye yesil kimya kavrami girmektedir. Yesil kimya sadece
kromatografik yontemlere degil kimyanin her alaninda uygulanabilmekte ve
uygulanmas1 gerekmektedir. Yesil kimyanin amaci, {liriinlerin sentez, analiz ve diger
asamalarinda kullanilan ¢evreye zararli kimyasallarin ortadan kaldirilmas,
kaldirilamiyorsa kullanimmin minimum seviyede olacak sekilde azaltilmasi ya da
cevreye daha duyarli olanlarla degistirilmesiyle hem insan sagligina hem de ¢evreye
verilen zarar1 azaltmaktir. Kimyasallarin insan sagligina ve ekolojiye etkileri
hakkinda mevcut kapsamli verilerin kullanilmasiyla, belirli bir sentez veya proseste
hangi kimyasallarin kullanilmasinin daha uygun olacagi konusunda bilingli segimler
yapilarak yesil kimyaya kiiciik de olsa bir adim atilmalidir. Basit¢e ifade etmek
gerekirse, yesil kimya, insan sagligina ve/veya g¢evreye zararli hammaddelerin,
iriinlerin, yan iriinlerin, ¢dziiciilerin, reaktiflerin vb. kullanimimi veya olusumunu
azaltan ya da ortadan kaldiran kimya tekniklerinin ve metodolojilerinin

kullanilmasidir (13).

Famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin analizi ile ilgili olarak genellikle
floresans detektorii ile yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-Floresans)
(14, 15), ultraviyole detektorlii yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-UV)
(16-23), kapiller elektroforez (CE) (24, 25), yiiksek performansh ince tabaka
kromatografisi (HPTLC) (26) ve gaz kromatografisi (GC) (27) yontemlerine
rastlanmaktadir. Ayn1 zamanda ebrotidin, roksatidin ve lafutidin gibi diger H:
reseptdr antagonistlerinin de benzer yontemlerle analiz edildigi kaynaklar mevcuttur
(28-36). Bu analiz yontemleri etken maddelerin birlikte analiz edildigi yontemler
olabildigi gibi tek etken madde iizerine yogunlasmis insan plazmasi ya da farmasotik

preparatlardan analiz ¢alismalar1 olabilmektedir.



H> reseptdr antagonistlerin analizlerine iliskin yayinlarin sayist her ne kadar
yiiksek olsa da bu yontemlerin ¢evreye ve insan sagligina 6zellikle birincil kullanici
olan analizcinin sagligina duyarlilik konusuna dikkat ¢ekilmedigi goriilmektedir. Bu
tezde, bu boslugu doldurmak amaciyla; klasik kromatografi yontemlerinin hareketli
fazlarinda kullanilan toksik ¢oziiciilerin yesil olanlartyla yer degistirilmesi sayesinde
analiz performansi yitirmeden yesil kromatografiye gecilmesi igin toksik olmayan
etanoliin hareketli faz organik diizenleyici olarak kullanilmasi, boylece famotidin,
nizatidin, ranitidin ve simetidin etken maddelerinin yesil yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) ile es zamanli ayirimi yontemi gelistirilmesi amaglanmaistir.
Yontem gelistirme siirecinde en optimum kromatografik kosullart belirlemek
amactyla minimum analiz sayisiyla optimizasyon yetenegine sahip dolayisiyla zaman
ve enerji kazanimi saglayarak yesil kimya ilkeleriyle Ortiisen kemometrik

optimizasyon teknigi kullanilmistir.

Gelistirilen yontemin, famotidin etken maddesinin farmasotik preparatlardan
analizi i¢in simetidin i¢ standart olacak sekilde valide edilmesi planlanmistir.
Validasyon parametreleri (6zgiinliik, dogruluk, kesinlik, geri kazanim, duyarlilik,
kararlilik, saglamlik, tutarlilik) farmasotik preparattan famotidin analizi igin
degerlendirilerek gecerliliklerinin kanitlanmasi amacglanmistir. Ayni1 zamanda
Amerika Farmakopesi’nde (USP) famotidin tablet monografinda miktar tayini analizi
igin belirtilen yontemin de, validasyon parametreleri ayni olacak sekilde, valide
edilmesi planlanmistir. Valide edilen bu iki yontemin famotidin igeren farmasotik

preparatlarin analizine uygulanmasi ve sonuglarin karsilagtiritlmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gastroozofageal Reflii Hastalig

Yemek yedikten sonra yenilen yemeginin bir kisminin mide 6z suyu ile birlikte
agiza geri gelmesi saglikli bebeklerde, ¢ocuklarda ve genglerde goriilebilen normal
bir siirectir. Gastrodzofageal reflii (GOR) en ¢ok bebeklerde goriilmektedir ve her on
bebekten dordiinde etkilidir. Gastrodzofageal reflii hastahigr ise (GORH) ciddi
medikal tedavi gerektirmektedir (37).

Gastroozofageal reflii hastaligi 6zellikle bati diinyasinda olduk¢a yaygin bir
hastaliktir, ancak hastalarin ¢ok az bir kisminda endoskopik anormallikler oldugu
icin genellikle ge¢ teshis edilmekte ve tedavisinde ge¢ kalinmaktadir (38). Hafif
vakalarda ¢ogunlukla; mide eksimesi, agiz kokusu, higkirik, reflii sebebiyle mideden
geri gelen sivinin agiza ulagsmasi ve disar1 ¢ikmasi gibi belirtileri vardir ve kontrol
altinda tutulabilmektedir. Saglikli ve reflii hastaligi olan kisilerin temsili mide

gorselleri Sekil 2.1°de verilmistir.

e o

Saglkh Reflii

Sekil 2.1. Saglikl1 ve reflii hastast kisilerin temsili mide gorselleri.

GORH'li bireyler Endoskopik-negatif reflii hastaligt (ENRH) olanlar, Eroziv
Ozofajiti olanlar ve Barrett Ozofagusu olanlar olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir
(39). Eroviz olmayan reflii hastaliginda ise, endoskopik bir hasar tespit edilememekle

birlikte refliiye ait semptomlarin bulundugu GORH’nin en yaygin fenotipidir (2).

GORH ve benzeri mide asit salgisindaki anormallikler nedeniyle meydana gelen

hastaliklarda, ciddi boyutlarda ameliyat gerektiren hastalik tiirleri harig, tedavi



yontemi olarak genellikle proton pompast inhibitorleri veya Hz reseptor
antagonistleri tercih edilmektedir. Proton pompasi inhibitorii (PP1) veya Ho reseptor
antagonistleri ile iyilesme sonrasi yiiksek tekrarlama orani nedeniyle, GORH
genellikle uzun siireli idame tedavisine ihtiyag duymaktadir. Agir GORH vakalari
icin proton pompasi inhibitorleri daha ¢ok tercih edilmektedir. Bununla birlikte, H>
reseptdr antagonistleri, daha hafif GORH hastalar1 icin yeterlidir. Son dénemde,
giinde iki kez PPl verilmesine ragmen gece asit salgisinda azalmanin olmadigi
vakalar tespit edilmistir. Hy reseptor antagonistlerinin, gece asit atilimini engellemek

icin PPI’den daha gii¢lii olduguna dair ¢alismalar devam etmektedir (40).
2.2. Histamin

Histamin ilk olarak 20. ylizy1lin baglarinda izole edilmis ve karakterize edilmistir.
Temelde viicutta bulunan bir azot bilesigidir (Sekil 2.2). Farkli organlardaki
yumusak kaslar1 uyararak kasilmalarin1 saglamakla gorevli olan histaminin;
makrofajlar, dendritik hiicreler (DC'ler), T lenfositleri, B lenfositleri ve endotel
hiicreleri dahil olmak iizere bagisiklik tepkisi ve hematopoezin diizenlenmesinde yer

alan hiicrelerin sayisiz islevinde rol almaktadir ve bu hiicreler histamin reseptorlerini

ifade etmektedirler (41).
Q|
N NH,

Sekil 2.2. Histaminin kimyasal yapisi.

Histamin reseptdrlerinin ikiye ayrildigi diisiincesi bilim diinyasinda uzunca bir

stire kabul gorse de son donemde ticiincii ve dordiincii tiir reseptorler kesfedilmistir.

Tip-1 histaminik reseptor (Hi reseptorii): Tiim viicutta yaygin olarak bulunmasina
karsin en 6nemli bulunduklar1 bolgeler damar endoteli ve damar duvarlaridir. Bu
reseptorler alerji gibi immiin yanit veya yangisal olaylarda mast hiicrelerinden ve

notrofillerden salgilanan histaminlerin  baglandigi baglica reseptorlerdir. Bu



reseptorlerin  etkinligine en gilizel Ornek alerjik reaksiyonlardir. H1 tipi
antihistaminikler (veya antialerjikler) alerjik tepkilere ve tasit tutmalarina karsi

kullanilirlar ve esasta yatistiricilardir (6rnegin klorfeniramin) (42).

Tip-2 histaminik reseptor (H2 reseptorii): Bu tip reseptorlerin baslica bulundugu
yerler mide mukozasina ait paryetal hiicrelerdir. Histaminin bu reseptdrlere
baglanmasi1 sonucu gastrik asit ve buna bagli pepsin enzimi salinimi artarak mide
faaliyetleri artirilir. Ho reseptor antagonistleri (6rnegin famotidin, nizatidin, ranitidin,

simetidin.) bu asit ve enzim salgilanmasinin azaltilmasi amaciyla kullanilir (9).

Tip-3 histaminik reseptor (Hs reseptorii): Bu reseptorler yapilan ¢alismalar sonucu
beyinde bulunmustur. Hs reseptor antagonistlerinin merkezi sinir sistemi hastaliklari
icin kullanimi konusunda arastirmalar devam etmekte ve klinik c¢alismalar

yapilmaktadir (43).
2.3. H2reseptor Antagonisleri

Mide asidi salgisinin anlagilmasinda ve asit-peptik bozukluklarin tedavisindeki
son kilometre taslart arasinda Ho reseptorlerinin kesfi ve antagonistlerinin
gelistirilmesi, paryetal hiicrelerin tanimlanmasi ve proton pompasi inhibitdrlerinin
gelistirilmesi ve duodenal iilserin baslica nedeni olarak Helicobacter pylori'nin

belirlenmesi yer almaktadir (44).

H> reseptor antagonistlerinin, parietal hiicrelerin bazolateral membranindaki H»
reseptorlerine geri doniisiimlii baglanma icin histamin ile rekabet ettigi ve bu sekilde
asit Uretimini engelleyebildigi kanitlanmistir. Bu ilaglar ile PPI’nin hangisinin daha
etkili oldugu hala tartisilan bir konudur. Ancak H> reseptdr antagonistlerinin 24
saatlik gastrik asit salgilanmasini %70'den fazla baskilayabildikleri kanitlanmis bir
gercektir (26).

2.3.1. Famotidin
o Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Famotidin, gastrik asit salgilanmay1 inhibe etmek igin ¢alisan bir Hz reseptor

antagonistidir. Yetigskinlerde ve ¢ocuklarda mide iilseri ve gastro6zofageal reflii


https://tr.wikipedia.org/wiki/Gastrik_asit

hastaligi (GORH) gibi asit salgilanmasiyla ilgili gastrointestinal durumlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Diger Hz reseptor antagonistleriyle karsilastirildiginda,

famotidin, bu reseptore kars1 yiiksek segicilik gostermektedir.

Famotidin’in, ¢esitli tezgah iistii ve etiket dis1 kullanimlar1 da mevcuttur. Oral
formiilasyonlar1 daha yaygin olarak kullanilirken, ilacin intravendz soliisyonu

hastane ortamlarinda kullanilabilmektedir.

Famotidin CgH1sN702S3 molekiil formiiliine ve 3-[[2-(diaminomethylidene
amino)-1,3-thiazol-4-yl]methylsulfanyl]-N'-sulfamoyl propanimidamide kimyasal

yapisina sahiptir (Sekil 2.3).

H,N___NH,
[
N\{...-N
S \/)—\ I
S—\ f,/_N—ﬁ—NHz
\_/\ 0
NH,

Sekil 2.3. Famotidinin kimyasal yapisi.

Famotidin’in CAS numarasi 76824-35-6’dir ve fiziksel ve kimyasal
ozellikleri Tablo 2.1°de verilmistir (45).

Tablo 2.1. Famotidinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Deger

Molekiil Agirhig 337,45 g/mol

Erime Noktasi 163,5 °C

Coziiniirlik 20°C’de sudaki ¢oziiniirliigii 1000 mg/L dir.
LogP -0,64

pKa (En giiglii Asidik) 9,29

pKa (En giiglii Bazik) 8,38




e Farmakodinamik Ozellikleri

Oral uygulamadan (5 ve 40 mg) sonra, famotidin, doza bagli bir sekilde bazal
ve uyarilmis gastrik asit salgilanmay1 inhibe etmektedir. Maksimum etki, ayni
zamanda en biiylik yanit tekdiizeligini veren 40 mg dozla elde edilmektedir. En

yiiksek aktiviteye ilk ii¢ saat i¢inde ulagsmakta, etki 10, 12 saat siirmektedir.

Famotidinin intravendz uygulamasi benzer bir salgi 6nleyici profile sahiptir,
intravendz dozlar oral dozlardan iki kat daha gii¢liidiir, bu bulgu oral famotidinin
ortalama ylizde 45 biyoyararlanimi ile tutarlidir. Tek bir 40 mg'lik oral doz, gece
bazal salgilanmay1 yiizde 85'i asan bir oranda inhibe eder. Deneysel bir 6giine verilen
ortalama salg1 tepkisi, 40 mg'lik bir dozdan ii¢ saat sonra yiizde 85 ve 40 mg'lik bir

dozdan sekiz saat sonra yiizde 30 oraninda inhibe edilir (46).
e Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim: Oral uygulamay: takiben famotidin emilimi doza bagimlidir. Oral
biyoyararlanim %40-50 arasinda degisir ve Cmas'a dozlamadan 1-4 saat sonra
ulagilir. Biyoyararlanim, gida alimi ile hafifce artabilir ve antasitler tarafindan

azaltilabilirken, klinik bir dnemi yoktur.

Dagihim: Kararli durum dagilim hacmi 1,0 ila 1,3 L/kg arasindadir. Famotidin anne
stitiinde bulunur; ancak diger H2 reseptdr antagonistlerine kiyasla anne siitiinde en

diisiik diizeylerde bulunur. Famotidinin proteine baglanmasi yaklasik %15 ila 22'dir.

Metabolizma: Famotidin minimum ilk gecis metabolizmasina ugrar. ilacin yaklasik
%25-30'u hepatik metabolizma yoluyla elimine edilir. Insanlarda tanimlanan tek

metabolit S-oksittir.

Eliminasyon: Eliminasyon yar1 omrii yaklasik 2-4 saat arasindadir. Bobrek
fonksiyonu azalmis hastalarda yar1 Omriin dogrusal olmayan bir sekilde artmasi
beklenir. Uygulanan toplam famotidin dozunun yaklasik %65-70'i bobrekle
eliminasyona ugrar ve dozun %30-35'i metabolizma ile atilir. Intravenz uygulamay1

takiben, ilacin yaklasik %70'1 degismemis bir ilag olarak idrarla atilir (47).
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e Yan Etkileri

Asagida listelenen yan etkiler, yaklasik 2500 hastada yapilan yerel ve
uluslararasi klinik deneyler sirasinda rapor edilmistir. Kontrollii klinik ¢aligmalarda
famotidin ile tedavi goren hastalarin bas agrisi1 (4,7 %), bag donmesi (1,3 %), kabizlik
(1,2 %) ve ishal (1,7 %) gibi yan etkilerin meydana geldigi raporlanmis ancak bu yan
etkilerin plasebo grubuyla benzerlik gosterdigi anlasilmistir. Yorgunluk, aritmi,
carpinti, kusma, bulanti, agiz kurulugu, tat bozuklugu ve uyku hali gibi diger advers
reaksiyonlar, klinik caligmalarda veya ilag¢ piyasaya siiriildiigiinden beri seyrek

olarak bildirilmistir.

GORH semptomlar1 (kusma ve huzursuzluk gibi) olan 1 yasindan kiiciik 35
pediyatrik hastada yapilan bir klinik ¢alismada, famotidin alan 5 hastada ilag

kesildiginde diizelen ajitasyon gozlenmistir (48).
2.3.2. Nizatidin
e Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Nizatidin, mide ve bagirsak iilserlerini tedavi etmek ve iyilestikten sonra geri
gelmelerini 6nlemek i¢in kullanilir. Bu ilag¢ ayrica belirli mide ve bogaz (yemek
borusu) problemlerini (eroziv 6zofajit, gastro6zofageal reflii hastaligi-GERD gibi)
tedavi etmek icin kullanilir. Midenizin yaptigi asit miktarin1 azaltarak caligir.
Gegmeyen Oksiiriik, mide agrisi, mide eksimesi ve yutma giicliigii gibi semptomlari

giderir. Nizatidin, H2 blokerleri olarak bilinen bir ila¢ sinifina aittir.

C12H2:N502S, molekiil formiiline ve (E)-1-N'-[2-[[2-[(dimethylamino)methyl]-
1,3-thiazol-4-ylJmethylsulfanyl]ethyl]-1-N-methyl-2-nitroethene-1,1-diamine
kimyasal yapisina sahiptir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Nizatidinin kimyasal yapisi.

Nizatidin’in CAS numaras1 76963-41-2"dir ve fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Tablo 2.2’de verilmistir (49).

Tablo 2.2. Nizatidinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Deger

Molekiil Agirlig 331,5 g/mol

Erime Noktasi 130-132 °C

Coziinirlik Suda az, metanolde ¢ok ¢oziinmektedir.
LogP 1,1

pKa (En giiglii Asidik) 2,1

pKa (En giiglii Bazik) 6,8

e Farmakodinamik Ozellikleri

Hayvan caligmalarinda, nizatidinin, Hz reseptor bolgelerinde yarigmaci bir
histamin inhibit6rii oldugunu gostermistir. In vitro ve in vivo olarak, bazal gastrik
asit salgilanmay1 inhibe etmede ve metakolin ve tetragastrin tarafindan indiiklenende

simetidinden agirlik bazinda daha aktiftir.

Saglikli deneklerde, nizatidin 30, 100 ve 300 mg'in tek oral aksam dozlari,
gece gastrik asit salgilanmasini sirasiyla %57, %73 ve %90 oraninda inhibe etmistir.
Nizatidin 150 veya 300 mg'in saglikli deneklerde pentagastrine ve kafein ile uyarilan
asit salgisini inhibe etmede simetidin 300 mg'dan 6nemli Ol¢iide daha gii¢lii oldugu
(p<0,05), ancak pentagastrin ile uyarilan asit salgilanmasina karst 150 mg
ranitidin'den daha az etkili oldugu gosterilmistir. Ilk kamitlara gére pepsin ciktisi,

tekrarlayan nizatidin uygulamasindan ¢ok az etkilenmis gibi goriinmektedir. Saglikli
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goniillilerde ve duodenum iilseri hastalarinda serum gastrin derisimleri, oral
nizatidin uygulamasiyla 6nemli dl¢iide degigsmez. Nizatidin, hormon islevini veya
dogurganligi etkilemiyor gibi goériinmektedir ve simetidinin aksine hayvanlarda veya
insanlarda herhangi bir antiandrojenik etkiye sahip degildir. Calismalar, nizatidinin

diger ilaglarin hepatik metabolizmasini etkilemedigini gostermektedir (50).
e Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim: Oral uygulamay: takiben famotidin emilimi doza bagimlidir. Oral
biyoyararlanim %40-50 arasinda degisir ve Cmas'a dozlamadan 1-4 saat sonra
ulagilir. Biyoyararlanim, gida alimi ile hafifce artabilir ve antasitler tarafindan

azaltilabilirken, klinik bir 6nemi yoktur.

Dagilim: Dagilim hacmi 0,8-1,5 L/kg'dir. Nizatidinin kisa yarilanma 6mrii ve hizlh
klerensi nedeniyle, yatmadan once giinde bir kez 300 mg veya giinde iki kez 150 mg
alan normal bobrek fonksiyonu olan kisilerde ilacin birikmesi beklenmez. Nizatidin,

onerilen doz araliginin iizerinde doz orantililig1 sergiler.

Metabolizma: Oral dozun %7'sinden azi, idrarla atilan baslica metabolit olan bir H»
reseptor antagonisti olan N2-monodlar-metilnizatidin olarak karacigerde metabolize
edilir. Diger muhtemel metabolitler, N2-0ksit (dozun %5'inden azi) ve S-oksittir

(dozun %6'sindan azi).

Eliminasyon: Eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 1 ila 2 saattir. Oral nizatidin dozunun
%90"1ndan fazlas1 12 saat i¢inde idrarla atilir. Oral dozun yaklasik %601 degismemis
ila¢ olarak atilir. Bobrek Klerensi yaklasitk 500 mL/dk'dir ve bu, aktif tiibiiler

salgilama ile atilim1 gosterir. Uygulanan dozun %6'dan az1 digkiyla atilir.

Orta veya siddetli bobrek yetmezligi, yar1 dmrii 6nemli dl¢lide uzatir ve nizatidinin
klerensini azaltir. Fonksiyonel olarak anefrik olan bireylerde yarilanma émrii 3.5-11
saat arasindadir ve plazma klerensi 7 ila 14 L/saattir. Klinik olarak belirgin bobrek
yetmezligi olan kisilerde ilacin birikmesini 6nlemek i¢in, Axid (nizatidin) dozlarinin

miktart ve/veya sikligi, disfonksiyonun ciddiyeti ile orantili olarak azaltilmalidir
(51).



13

e Yan etkileri

Diinya c¢apinda, degisen siirelerdeki calismalarda 6000'den fazla hasta
kontrollii nizatidin klinik deneylerine katilmistir. Amerika Birlesik Devletleri ve
Kanada'daki plasebo kontrollii ¢alismalar yapilmis olup, bu c¢alismalar, nizatidin
verilen 2600'den fazla hastayr ve plasebo verilen 1700'den fazla hastay1
kapsamaktadir. Bu plasebo kontrollii ¢alismalarda advers olaylar arasinda anemi
(%0,2'ye kars1 %0) ve trtiker (%0,5'e karst %0, 1) nizatidin grubunda 6nemli Slgiide
daha yaygin gézlemlenmistir. Bu ¢alismalarda bas agrisi, ates, ishal, kusma, kabizlik,
bas donmesi, anksiyete, yorgunluk, aritmi, carpint1 ve uyku hali gibi diger advers

reaksiyonlar da bildirilmis ancak nizatidinle iliskisi kanitlanmamastir.

Klinik farmakoloji ¢aligmalari, kontrollii klinik deneyler ve {iriiniin piyasada
oldugu siire boyunca bildirilen diger yan etkiler arasinda karaciger enzim testlerinde
yiikselme, hepatit, sarilik, tersine g¢evrilebilen zihinsel karigiklik, libido eksikligi,
iktidarsizlik, terleme, asir1 duyarlilik, ates ve mide bulantis1 yer almaktadir. Bu yan
etkiler ilact kullanan hastalar arasinda siklikla gozlemlenmemekle birlikte klinik
calismalarda plasebo grubunda da ayni yan etkilerin gozlemlenmesi sonucu

nizatidinle iligkileri kesin olarak kanitlanmig degildir (52).
2.3.3. Ranitidin
e Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Ranitidin, asit-peptik hastalik ve mide eksimesi tedavisinde yaygin olarak

kullanilan bir histamin tip 2 reseptor antagonistidir.

(E)-1-N'-[2-[[5-[(dimethylamino)methyl]furan-2-ylJmethylsulfanyl]ethyl]-1-N-
methyl-2-nitroethene-1,1-diamine kimyasal yapisina ve C13H23CIN4O3S HCI molekiil
formiiliine sahiptir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Ranitidinin kimyasal yapisi.

Ranitidin’in CAS numaras1 82530-72-1°dir ve fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Tablo 2.3’de verilmistir (53).

Tablo 2.3. Ranitidinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Deger

Molekiil Agirhig 314,4 g/mol

Erime Noktasi 134°C

Kaynama Noktasi 437,1 £45,0°C

Coziintirlik Suda ¢o6ziinebilir (0,0795 mg/mL)
LogP 0,2

pPKa 8,2ve 2,7

¢ Farmakodinamik Ozellikleri

Ranitidinin, gastrik asit saliniminda son ortak yola aracilik ediyor gibi
goriinen histamin Hz reseptorlerini spesifik olarak antagonize ettigini in vitro

calismalar gostermistir.

Normal goniilliilerde ve peptik iilser hastalig1 olan hastalarda, giinde 150 mg
veya sabah ve aksam olarak boliinmiis dozda giinde 300 mg ranitidin, 24 saatte
diisiikk intragastrik pH-metri okumalarinin sayisin1 ve agirlikli olarak gece asit
salgilanmasin1 baskilanmasi yoluyla 24 saatlik entegre hidrojen iyonu aktivitesini

azaltmaktadir (54).

Ranitidin ayrica, azalan mide asiditesi ile baglantili olarak pepsin
aktivitesinin azalmasina neden olan pepsin ¢ikisini da baskilamaktadir. Peptik iilser

hastaliginin ranitidin tedavisi sirasinda elde edilen asit ve pepsin inhibisyonu modeli,
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kritik hastalarda yiiksek doz intravendz rejimler tarafindan iiretilen siirekli aklorhidri
sirasinda  kolonizasyon meydana gelebilmesine ragmen, midenin mikrobiyal

kolonizasyonunu kolaylastirmiyor gibi goriinmektedir.

Bazi1 ¢alismalar, ranitidin tedavisinin serum gastrin derisiminde bir artis
ve/veya yemekle uyarilan gastrin saliniminda bir artig ile iliskili oldugunu ileri
stirmektedir. Ranitidin kesildiginde yiikselmis serum gastrin derisimleri tedavi dncesi

seviyelere donmektedir (55-59).

Ranitidin, bir imidazol ¢ekirdeginden ziyade bir furana sahip oldugundan,
sitokrom P450'ye sadece zayif bir sekilde baglanir ve sonu¢ olarak karaciger

tarafindan ila¢g metabolizmasi lizerinde minimum etkiye sahiptir (60).
e Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim: Ranitidin Tabletler, 150 mg'lik bir dozdan yaklasik 3 saat sonra meydana
gelen ortalama 440-545 pg/mL aralikta bir intravenoz (iv) enjeksiyona kiyasla, oral
uygulamadan sonra %50 oraninda emilmektedir. Emilim, gida veya antasitlerin

uygulanmasiyla 6nemli 6l¢iide etkilenmemektedir.

Dagilim: Dagilim hacmi yaklasik 1,4 L/kg'dir. Serum protein baglanmasi ortalama

%15'tir.

Metabolizma: Insanlarda, idrardaki baslica metabolit N-oksittir; ancak bu, dozun
<%4'i kadardir. Diger metabolitler S-oksit (%1) ve desmetil ranitidindir (%1).
Uygulanan dozun geri kalan1 digkida bulunur. Karaciger fonksiyon bozuklugu
(kompanse siroz) olan hastalarda yapilan calismalar, Ranitidinin yar1 Omriinde,
dagiliminda, klerensinde ve biyoyararlanimda minor fakat klinik olarak Onemsiz

degisiklikler oldugunu gdstermektedir.

Eliminasyon: Baslica atilim yolu idrardir ve oral yoldan verilen dozun yaklasik
%30'u 24 saat i¢inde degismemis ila¢ olarak idrarda toplanir. Bobrek klerensi
yaklasik 410 mL/dk olup, aktif tiibliler atilimi gosterir. Eliminasyon yari omri
yaklagik 3 saattir. 50 mg Ranitidin intraven6z olarak uygulanan klinik olarak anlamh
bobrek fonksiyon bozuklugu (kreatinin klerensi 25-35 mL/dk. arasinda) olan dort

hastada ortalama plazma yarilanma 6mrii 4,8 saat, Ranitidin klerensi 29 mL/dk. ve



16

dagilm hacmi 1,76 L/kg olarak bulunmustur. Genel olarak, bu parametrelerin

PN

kreatinin klirensi ile orantili olarak degistigi goriilmektedir (61).
e Yan Etkileri

Ranitidin’in yaygin yan etkileri arasinda bas agrisi, ishal ve mide bulantisi
bulunmaktadir. Bu yan etkiler hafif ve gecicidir. Nadir, ciddi yan etkileri arasinda
karaciger yetmezligi, akut porfiri ve pnémonili hastalarda akut porfiri ataklar1 yer

almaktadir (62).
2.3.4. Simetidin
e Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Simetidin, genis klinik uygulamasi olan ilk histamin Hz reseptor
antagonistidir. Biyolojik sivilarda bir dizi yiiksek basingli sivi kromatografik

yontemle Olciilebilen zayif bir baz ve suda ¢oziiniirliigii yiliksek bir bilesiktir.

Simetidin de ayni Ranitidin gibi, asit-peptik hastalik ve mide eksimesi
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir histamin tip 2 reseptdr antagonistidir. 1-
cyano-2-methyl-3-[2-[(5-methyl-1H-imidazol-4-yl)methylsulfanyl]ethyl] guanidine
kimyasal yapisina ve C10H16NeS molekiil formiiliine sahiptir (Sekil 2.6).

CH, /Cé

\ N
<\N S\/\NLN/CHS
H H

Sekil 2.6. Simetidinin kimyasal yapisi.

Simetidin’in CAS numaras1 51481-61-9°dir ve fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Tablo 2.4’de verilmistir (63).
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Tablo 2.4. Simetidinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Ozellik Deger

Molekiil Agirhig 252,34 g/mol

Erime Noktasi 142 °C

Coziintirlitk 25 °C’de sudaki ¢ozliniirligi 9380 mg/L dir.
LogP 0,40

LogS -1,35

pKa 6,8

e Farmakodinamik Ozellikleri

Simetidin bazal ve gece gastrik asit salgilanmasini ve gastrik hacim, asitlik ve
gida, kafein, insiilin, betazol veya pentagastrin dahil olmak iizere uyaranlara yanit
olarak salinan gastrik asit miktarinda bir azaltmaya yardimeci olmaktadir. Mide veya
duodenum {ilseri, gastro6zofageal reflii hastalig1 ve patolojik hipersekretuar durumlar
gibi gastrointestinal bozukluklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Simetidin,
hepatik CYP450 enzim sisteminin bir¢ok izoenzimini inhibe etmektedir. Simetidinin
nitrat indirgeyen organizmalar gibi mide bakteri florasinda bir artig1 saglamak gibi
etkileri de bulunmaktadir (63).

¢ Farmakokinetik Ozellikleri

Simetidin, gastrik parietal hiicrenin bazolateral membraninda bulunan bir Hz
reseptoriine baglanarak histamin etkilerini bloke etmektedir. Bu yarigmali inhibisyon,
gastrik asit sekresyonunun azalmasina ve gastrik hacim ve asitligin azalmasina neden

olmaktadir (64).

Emilim: Gastrointestinal sistemdeki kesintili absorpsiyonun bir sonucu olarak,
simetidinin oral uygulamasindan sonra genellikle iki doruk plazma derisimi
gozlenmektedir. Saglikli hastalarda simetidinin mutlak biyoyararlanimi yaklagik
%60't1r; bununla birlikte, peptik iilser hastalig1 olan hastalarda biyoyararlanim %70
kadar yiikselebilmektedir. Genel olarak, peptik iilser hastaligt olan hastalarda

biyoyararlanim oranlar1 ¢ok daha degiskenlik gostermektedir.
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Dagilim: Simetidin, tim dokularda yaygin olarak dagilmaktadir. Kan-beyin engelini
gecebilmekte ve merkezi sinir sisteminde, bas agrisi, bas donmesi ve uyuklama gibi
etkiler yaratabilmektedir. Simetidinin dagilim hacmi yetiskinlerde 0,8 L/kg ve
cocuklarda 1,2-2,1 L/kg araligindadir (65).

Metabolizma: Simetidinin birincil metaboliti simetidin siilfoksittir ve toplam
eliminasyonun tahmini %10-15'ini temsil etmektedir. Arastirmacilar ayrica, toplam
eliminasyonun sadece %4'linii temsil eden imidazol halkasi {izerinde hidroksillenmis
bir metil grubuna sahip kiicliik bir simetidin metaboliti tanimlamiglardir. Hem
sitokrom P450 enzimleri hem de flavin iceren monooksijenazlar, hangi spesifik
enzimlerin dahil oldugu belirsiz olmasina ragmen, simetidin metabolizmasinda rol
oynamaktadir. Simetidin iyi bilinen bir enzim inhibitoriidiir ve birlikte uygulanan

bazi ilaglarin metabolizmasini bozabilmektedir.

Eliminasyon: Simetidin esas olarak idrarla atilmaktadir. Ornegin, intravendz
uygulamasindan sonra, ana ilacin ¢ogunlugu (%58-77) idrarda degismeden atilmistir.

Simetidinin yar1 6mriiniin yaklasik 2 saat oldugu tahmin edilmektedir (63).
e Yan Etkileri

Ranitidin, famotidin ve nizatidin dahil olmak {izere diger H2 reseptor
blokorleri ile klinik olarak ilag etkilesimleri gozlenmemektedir. Simetidin, mide
iceriginin pH"in1 yiikseltir. Bu artan pH, ¢éziinmesi i¢in daha diisiik bir pH gerektiren
ilaclarin emiliminin azalmasina veya midede asit inaktivasyonu ile azalan emilim ile

ilaglarin emiliminin artmasina neden olabilmektedir (66).

Bas agrisi, bag donmesi, uyusukluk veya ishal simetidin kullanimindan sonra
genellikle goriilen yan etkilerdendir. Ilacin kullanimi esnasinda; zihinsel/ruh hali
degisiklikleri (ajitasyon, kafa karisikligi, depresyon, haliisinasyonlar gibi), idrar
yapma zorlugu, kas/eklem agrisi, erkeklerde meme sismesi/agrisi, cinsel yetenekte
azalma (bu ilacin ¢ok yiiksek dozlari ile), kolay morarma/kanama, enfeksiyon
belirtileri  (ates, 1inat¢g1 bogaz agrisi, Oksiiriikk, nefes almada giicliik),
hizli/yavas/diizensiz kalp atisi, olagandis1 yorgunluk, kalict mide bulantisi/kusma,

siddetli mide/karin agrisi, koyu renkli idrar, sararma gozler/cilt, bobrek sorunlar
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belirtileri gibi ciddi yan etkiler ¢ok nadir olsa da gdézlenmistir. Bu gibi durumlarda

ilag acilen birakilmali ve doktor kontroliine gidilmelidir (67).
2.4. H2reseptor Antagonistlerinin Literatiirdeki Analiz Yontemleri

Cakar ve dig., (14) nizatidinin insan plazmasindan ters faz yiiksek
performansli s1vi kromatografisi ile tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde
Floresans detektorii tercih edilmis olup 461 nm (uyart1) ve 517 nm (emisyon) dalga
boylarinda calisilmistir. Calismada 5 pm partikiil boyutlu C18 (150 mm x 4,6 mm
i.¢.) kolon kullanilmis olup hareketli faz olarak metanol: su (55.45, h/h) karisimi
secilmistir. Akig hiz1 1,2 mL/dk. olarak ayarlanmistir. Gelistirilen yontemde 50 —
2000 pg/mL derisim araliginda dogrusal cevap elde edilmistir.

Ulu ve dig., (15) ranitidinin insan plazmasindan ters faz yiiksek performansl
stvi kromatografisi ile tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde Floresans
detektorii tercih edilmis olup 458 nm (uyart1) ve 521 nm (emisyon) dalga boylarinda
calisilmigtir. Calismada 5 pm partikiil boyutlu C18 (150 mm x 4,6 mm 1i.¢.) kolon
kullanilmis olup hareketli faz olarak metanol: su (60.40, h/h) karisimi segilmistir.
Akis hiz1 1,2 mL/dk. olarak ayarlanmistir. Gelistirilen yontemde 50 — 2000 pg/mL
derisim araliginda dogrusal cevap elde edilmistir. Ranitidin ve lisinopril etken

maddeleri i¢in alikonma zamanlar sirasiyla 3,24 ve 2,25 dakika olarak bulunmustur.

Arayne ve dig., (16) metformin, simetidin, famotidin ve ranitidin etken
maddelerinin es zamanli olarak hem farmasotik preparatlardan hem de insan
plazmasindan ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi ile tayini i¢in yontem
gelistirmislerdir. Bu yontemde UV detektorii kullanilmis olup 229 nm dalga boyunda
calisilmistir. 5 pm partikiil boyutlu C18 (250 mm x 4,6 mm i.¢.) kolon tercih edilmis
olup hareketli faz olarak pH’s1 3,0 olacak sekilde fosforik asitle ayarlanmis metanol:
su: trietilamin (20.80.0,5, h/h/h) karisimi segilmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dk. olarak
ayarlanmistir. Gelistirilen bu yontem tiim validasyon parametrelerini saglamistir.
Simetidin, famotidin ve ranitidin i¢in alikonma zamanlar1 sirasiyla 4,76, 6,81 ve 8,12
dakika olarak bulunmustur. Tim etken maddeler igin 5,0 — 25,0 ug/mL derisim

araliginda dogrusal cevap elde edilmistir.
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Ashiru ve dig., (17) simetidin, ranitidin, famotidin ve nizatidin etken
maddelerinin es zamanli olarak idrardan ters faz yiiksek performansh sivi
kromatografisi ile tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Daha sonra gelistirilen bu
yontem ranitidin ve metabolitlerinin analizinde kullanilmistir. Bu yontemde UV
detektorii tercih edilmis olup tiim etken maddelerin analizi i¢in 230 nm, ranitidin ve
metabolitlerinin analizinde 320 nm dalga boyunda calisilmistir. Calismada 5 pm
partikiil boyutlu SCX (250 mm x 4,6 mm i.¢.) kolon kullanilmis olup hareketli faz
olarak pH’s1 5,0 olacak sekilde glasiyel asetik asitle ayarlanmis asetonitril:0,1 M
sodyum asetat tamponu (20.80, h/h) karisimi seg¢ilmistir. Akis hiz1 2,0 mL/dk. olarak
ayarlanmigtir. Famotidin, simetidin, ranitidin ve nizatidin i¢in alilkonma zamanlari
sirastyla 5,1, 5,6, 9,5 ve 9,9 dakika olarak bulunmustur. Tiim etken maddeler igin

500 pg/mL derisime kadar dogrusal cevap elde edilmistir.

Assali ve dig., (18) indomethasin, parasetamol ve famotidin etken
maddelerinin es zamanl olarak farmasotik preparattan ters faz yiiksek performanslh
stvi kromatografisi ile tayini icin yontem gelistirmislerdir ve validasyon c¢aligmalari
yiirtitmiiglerdir. Bu yontemde UV detektorii tercih edilmis olup tiim etken maddelerin
analizi i¢in 275 nm dalga boyunda ¢alisilmistir. Calismada 5 pm partikiil boyutlu
C18 (250 mm x 4,6 mm 1.¢.) kolon kullanilmis olup hareketli faz olarak pH’s1 5,0
olacak sekilde ayarlanmig asetonitril: sodyum asetat tamponu (60.40, h/h) karigimi
secilmigtir. Akis hizi 1,4 mL/dk. olarak ayarlanmistir. Famotidin, parasetamol ve
indomethasin etken maddeleri i¢in alikonma stireleri 3,22, 3,62 ve 7,75 dakika olarak
bulunmustur. Tiim etken maddeler i¢in 0,01 — 0,1 pug/mL derisim arali§inda dogrusal

cevap elde edilmistir.

Zarghi ve dig., (22) famotidinin insan plazmasindan ters faz yiiksek
performansl s1v1 kromatografisi ile tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde
UV detektorii tercih edilmis 267 nm dalga boyunda calisilmistir. Calismada
monolitik kolon (RP-18e, 100 mm x 4,6 mm i.¢.) kullanilmis olup hareketli faz
olarak pH’st 6,5 olacak sekilde ayarlanmig 0,03M disodyum hidrojen fosfat
tamponu: asetonitril (93.7, h/h) karisimi secilmistir. Akis hiz1 1,5 mL/dk. olarak
ayarlanmistir. Famotidin ve ranitidin i¢in alikonma zamanlar1 sirasiyla 3,3 ve 4,3

dakika olarak bulunmustur. Yontemde gozlenebilme sinir1 5 pg/mL  olarak
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bulunmustur. Tiim etken maddeler i¢in 20 - 400 pg/mL derisim araliginda dogrusal

cevap elde edilmistir.

Zendelovska ve dig., (23) ranitidin ve simetidin etken maddelerinin es
zamanl olarak insan plazmasindan ters faz yiliksek performansli sivi kromatografisi
ile tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde UV detektorii tercih edilmis,
230 nm dalga boyunda c¢alisilmistir. 5 um partikiil boyutlu RP-Select B (250 mm x
4,6 mm i.¢.) kolon kullanilmis olup hareketli faz olarak %0,2 (h) trietilamin, %85,8
(h) pH’s1 6,8 olacak sekilde ayarlanmis 0,04 mol/L potasyum dihidrojen fosfat
tamponu ve %14 (h) asetonitril karigimi se¢ilmistir. Akis hizt 1,0 mL/dk olarak
ayarlanmigtir. Yontemde famotidin i¢ standart olarak kullanilmistir. Famotidin,
ranitidin ve simetidin i¢in alikonma zamanlarn 5,2, 7,8 ve 8,9 dakika olarak
bulunmustur. Toplam analiz siiresi ise 11 dakikadir. Ranitidin ve simetidin igin
sirastyla 50 — 1000 ve 50 — 2000 pg/mL derisim araliginda dogrusal cevap elde

edilmistir.

Nevado ve dig., (24) simetidin, ranitidin, roksatidin, nizatidin ve famotidin
etken maddelerinin es zamanli olarak idrardan susuz kapiller elektroforez ve ters faz
yuksek performansli sivi kromatografisi ile tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Daha
sonrasinda gelistirilen bu iki yontemi valide edip performans karsilastirmasi
yapmiglardir. HPLC yonteminde 5 pm partikiil boyutlu C18 (150 mm x 4,6 mm 1i.¢.)
kolon kullanilmis olup hareketli faz olarak pH’s1 7,5 olacak sekilde ayarlanmig
asetonitril:20 mM fosfat tamponu (20.80, h/h) karisimi se¢ilmistir. Akis hiz1 1,0
mL/dk olarak ayarlanmistir. Famotidin, simetidin, nizatidin ve ranitidin i¢in

alikonma zamanlari sirastyla 2,9, 3,2, 3,9 ve 4,8 dakika olarak bulunmustur.

Wu ve dig., (25) simetidin, ranitidin, famotidin ve nizatidin etken
maddelerinin es zamanli olarak kapiller elektroforez ile tayini igin ydntem
gelistirmislerdir. Analiz pH3,5 100 mM fosfat tamponunda, 20 kV akim uygulanarak
gerceklestirilmistir ve 214 nm dalga boyunda calisilmistir. Calismada kaplanmamis
silika kapiller (30 cm x 50 um i.¢.) kolon kullanilmistir. Gelistirilen yontem tim
validasyon parametrelerini saglamaktadir ve tiim etken maddeler i¢in limitlere uygun

ayrim gerceklestirilmistir.
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Ahmed ve dig., (26) famotidin, nizatidin ve ranitidin etken maddelerinin es
zamanli olarak farmasétik preparatlardan stabilite gostergeli yiiksek performansh
ince tabaka kromatografisi ile tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. Bu ¢alismada TLC
tarayicisi detektor olarak kullanilmis, ranitidin ve nizatidin i¢in 320 nm, famotidin
icin 280 nm dalga boyunda calisilmistir. Camag 100 pL numune enjektori
kullanilarak 4 mm bant genisliginde numune belirlenmistir. Silika jel ile kaplanmis
aliminyum tabaka (10 cm x 10 cm, 250 um kalinlik) numune uygulayicist olarak
kullanilmistir. Uygulama hiz1 0,1 mL/s ve bantlar aras1 bosluk yaklasik 4 mm olacak
sekilde calismalar yapilmistir. Hareketli faz olarak; ranitidin i¢in asetonitril: asetat
tamponu (pH 5,8 olacak sekilde ayarlanmis) (60.40, h/h), nizatidin igin (70.30, h/h)
ve famotidin i¢in asetonitril: 5M amonyum hidroksit tamponu (80.20, h/h) tercih
edilmistir. Yontemde gozlenebilme sinir1 ve alt tayin smiri sirastyla 5.47-9.37 ve

16.30-31.26 pg/bant olarak bulunmustur.
2.5. Yesil Kimya

Yesil kimyanin temel amaci proseslerin sentez ve diger asamalarinda kullanilan
kimyasal miktarinin azaltilmas1 ya da bu kimyasallarin ¢evreye daha duyarh
olanlarla degistirilmesiyle hem insan sagligina hem de ¢evreye verilen zarari
azaltmaktir (68). Ozellikle son yillarda yesil kimyaya, diger isimleriyle; Cevreye
Duyarli Kimya, Temiz Kimya, Atom Ekonomisi ve Tasarimina Gore lyi Huylu
Kimya, artan ilgiyle birlikte etkili, verimli ve ¢evreye daha duyarl bir¢ok yenilik¢i
adim atilmistir. Bu adimlar, yeni sentezler ve siireclerin yani sira, yeni analiz

yontemleri ve tayin yontemleri olarak literatiirde kendine yer bulmustur (69).

Cevreye zararsiz olmayan higbir sey olmamakla birlikte, insan saglig1 ve cevre
icin daha zararli oldugu bilinen maddeler de bulunmaktadir. Kimyasallarin insan
sagligina ve ekolojiye etkileri hakkinda mevcut kapsamli verilerin kullanilmasiyla,
belirli bir sentez veya proseste hangi kimyasallarin kullanilmasmin daha uygun
olacag1 konusunda bilingli se¢imler yapilarak yesil kimyaya kiigiik de olsa bir adim
atilmalidir. Basitce ifade etmek gerekirse, yesil kimya, insan sagligmma ve/veya
cevreye zararli hammaddelerin, {iriinlerin, yan tirlinlerin, ¢oziiciilerin, reaktiflerin vb.
kullanimini veya olusumunu azaltan ya da ortadan kaldiran kimya tekniklerinin ve

metodolojilerinin kullanilmasidir.
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Kimyasal atiklarin aritilmasi ve tehlikeli atiklarin giivenli hale getirilmesi, hava,
su ve topraktaki kontaminasyonu tespit etmek i¢in yeni izleme ve analitik araglarin
gelistirilmesi, maruziyeti en aza indirmek icin yeni isleme prosediirleri ve muhafaza
teknolojileri her ne kadar risklerin azaltilmasinda 6vgiiye deger ¢abalar olsa da (70-
79), yesil kimya dahilinde degil, kirletici ve atik kontroliine yonelik yaklagimlardir.
Yesil kimyada atiklarin azaltilmasi son ¢are olarak tercih edilmektedir. Oncelikle atik
sayilabilecek tehlikeli maddelerin kimyasal tasarim, iiretim, analiz, kullanim ve
bertaraf dahil olmak iizere siirecten tamamen ¢ikarilmasina yonelik caligilmaktadir.

Kisaca yesil kimya proaktiftir (80).
2.6. Yesil Analitik Kimya

Analitik kimyanin, kimyanin analize ve gelistirmeye ayrilmis bolimi
oldugunu diisiinmek gibi, yesil analitik kimya da tiim yesil kimya fikrinin bir pargasi
olarak diisiiniilmelidir. Bununla birlikte, analitik kimyanin aslinda kimyanin yalnizca
basit bir boliimii oldugu diisiiniilmemelidir. Atomlar, molekiiller ve kimyasal yapilar
arasindaki farklari arastirmaktan olusan analitik bir bakis agisiyla gozlemlenen tiim
Kimya, analitik kimyadir. Periyodik tablonun elementleri arasindaki baglantilar1 géz
oniinde bulundurmanin veya fonksiyonel gruplarin varligindan molekiilleri
degerlendirmenin 6tesinde, goriiniliste benzer olan atomlar ve molekiiller arasindaki
farkliliklara odaklanir. Bu nedenle analitik ¢alismalari yesillendirmek igin net bir
yonlendirme saglayabilmek amaciyla Yesil Analitik Kimya'nin sahip olmas: gereken

birgok 6zelligi vardir (81).
2.6.1. Yesil Analitik Kimyanin Tarihcesi

Yesil analitik kimyanin ¢ikist 1987'de Paris'te Euroanalysis VI sirasinda
Malissa, analitik kimyadaki paradigmalardaki degisiklikler hakkindaki fikirlerini
sunmastyla baglamistir. Tarihte kimyanin kapsadig: farkli asamalara dayanan bu tez,
yirminci yilizyilim sonunda empoze edilen ekolojik paradigma kavramim
icermektedir. Bu fikirler, 1985't¢ ABD'de yayinlanan Pimentel raporunun (82),
kimyanin Diinya'nin sagligi tizerindeki etkisi hakkindaki sonuglariyla uyumlu
bulunmustur. On yi1l sonra, Birlesik Krallik'taki “Royal Society of Chemistry ’nin

“The Analyst” dergisi, Cevresel Analitik Kimya konusunu, analitik uygulamalarin
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cevresel yan etkilerini de dikkate alan, analitik kimyaya biitiinlesik bir yaklasimda

analitik uygulamalarin bir modeli olarak onerilmistir (83).

Yesil kimya ile ilgili ilk teori ve fikirler, analitik laboratuvarlarinda
gelistirilmistir. Analitik toplulugu kullanilan yontemlerin ¢evreye duyarli olmasina,
¢Oziicii ve reaktif tiikketimini azaltarak analitik yOontemleri gelistirme fikri teorik
gelismelerden Once gelse de, yesil analitik kimya yontemlerinin ilk tanimlar1 1995
yilinda ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte, bu yeni fikirlerin 15181nda, hem numune 6n
isleme hem de Olciim yontemlerindeki Onceki gelismeler, analitik kimyaya yeni

entegre yaklagima dahil edilmistir (83).

Yesil analitik kimya ile ilgili bilimsel referanslar son yillarda 6nemli 6l¢ilide
artmistir. Bu konudaki literatiiriin 1990'lardan bu yana katlanarak biiyiidiigiinii ve
yirminci ylizyilin sonunda ve bu yeni ylizyilda bilimsel literatiir iiretim oraninda iki
acik degisiklik tespit edilebilecegini gostermektedir (Sekil 2.7). Yesil analitik kimya
yontemlerine iliskin yayin oranindaki bu artig, bilim camiasinin faaliyetlerinin

cevresel etkisi hakkinda artan endisesiyle ilgilidir (83).
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Sekil 2.7. Yesil Analitik Yontemler hakkinda bilimsel literatiiriin gelisimi (83).

Diinya’daki her gelisme siirecinde oldugu gibi yesil analitik kimyanin
yayginlasmaya baglamasinda rol oynayan birden fazla kilometre tas1 bulunmaktadir.
Yesil kimya anlayisinin ortaya atilmasindan akis enjeksiyon analizine, stiper kritik
s1v1 tiikketmesinden ultra performansli sivi kromatografisinin (UPLC) gelistirilmesine
kadar bu yap1 taslar birbiri iistiine konmus ve yontemlerin yesillestirilmesi i¢in yeni
yontemlerin Oniinii agmaya devam etmistir. Yesil analitik kimyanin gelistirilmesinde

rol alan bazi kilometre taslar1 Tablo 2.5’te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.5. Yesil analitik kimya kavramlarmmin ve daha yesil metodolojilerin

gelistirilmesindeki bazi kilometre taglar1 (84-91).

Yillar Gelismeler Etkileri
Numune hazirliginda mikrodalga | Numune hazirli§inda harcanan
1975 enerjisinin kullanilmasi ¢Ozelti miktarinin azaltilmasi (84)
Akis enjeksiyon analizinin (FIA)
ve s1vi kromatografisi i¢in Analiz yontemlerinin hizlanmasi
1970 paslanmaz gelikten kapiler ve kolaylagmasi (85)
hatlarin gelistirilmesi.
Organik ¢oziiciilerin kullaniminin
, Stiper kritik s1v1 tiikketmesi azaltilmasi ve kat1 numunelerden
1980ler yonteminin gelistirilmesi analit tiikketmesinin
kolaylastirilmasi (86)
Harcanan ¢6ziicli miktarinin
Kati1 faz mikrotiiketme azaltilmasi, yliksek tiiketme
1959 yonteminin gelistirilmesi verimi ve otomasyona uyumluluk
(87)
Basingli s1v1 tiikketme yonteminin ¥iksek sicaklik ve basmg
1996 sayesinde yiiksek ¢oziintirliiglin
gelistirilmesi . .
elde edilmesi (88)
Sivi faz mikrotiiketme (LPME)
ve s1vi-s1vi-sivi mikrotiiketme Kullanilan organik ¢oziicii
199 (LLLME) yontemlerinin miktarinin azaltilmasi (89)
gelistirilmesi
Ultra performansli s1v1 Yontem siirelerinin kisalmasi,
2000’ler kromatografisinin (UPLC) harcanan hareketli faz miktarinin
gelistirilmesi azalmasi (90)
Sistemin 6zellikle proteinler gibi
Kiitle Spektroskopisinde (MS) . ‘
2002 Elektrosprey iyonizasyonunun makropartikiller izerine

gelistirilmesi

uygulanabilirliginin arttirilmast

(91)
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2.6.2. Yesil Analitik Kimya ilkeleri

Yesil analitik kimya kavrami, siirdiiriilebilir kalkinma ilkelerinin yayilmasi ve
bunlarin hem kimyasal tesislerde hem de laboratuvarlarda uygulanmasiyla giderek

daha ¢ok ilgi gérmeye baslamistir.

Genel oOnciillerden yola ¢ikarak, kimyagerler ve iiretim miihendisleri igin,
faaliyetlerini ¢evreye zararsiz hale getirmek veya zararliliklarini en aza indirmek
amaciyla kilavuz olmasi gereken daha ayrintilt bir dizi ilke gelistirilmistir. Amerikan
Kimya Dernegi'nin ana sayfasinda da yer alan, 1998'de onerilen yesil analitik
kimyanin 12 ilkesi giiniimiizde de hala 6nem goérmekte ve sektorde calisanlar icin

kilavuz gorevi gormektedir (92).

Yesil analitik kimyanm bu 12 temel ilkesi Galuszka ve arkadaslar1 (2013)

tarafindan da asagidaki maddelerle 6zetlenmistir (93);

e Numune muamelesinden kaginmak icin dogrudan analitik teknikler
uygulanmalidir.

e Minimum Orneklem  biyiikligi ve minimum Ornek  sayisi
hedeflenmelidir.

e Yerinde ol¢iimler yapilmalidir. Gereksiz yapilan analizler yalnizca enerji
harcamakla kalmaz ayn1 zamanda analiz sonucunda olusan atik miktarini
da arttirmaktadir.

e Analitik siireglerin ve islemlerin entegrasyonu, enerji tasarrufu
saglamakta ve reaktiflerin kullanimini azaltmaktadir. Ornegin kombine
kromatografik yontemler analiz siiresini kisaltarak enerji tasarrufuna
katkida bulunmaktadir.

e Otomatik ve minyatiir yontemler secilmelidir.

e Tiirevlendirmeden kagiilmalidir.

e Biiyiik hacimli analitik atik olusumundan kag¢inilmali ve analitik atiklarin
uygun yonetimi saglanmalidir. Mikrogip teknolojisinin analitik cihazlara

entegre edilmesiyle kii¢iik hacimlerde ¢alisma olanagi sunulmaktadir.
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e (Coklu analit veya cok parametreli yontemler, bir seferde bir analit
kullanan yontemlere gore tercih edilmelidir. Bu sayede hem harcanan
kimyasallardan hem de enerjiden tasarruf edilebilmektedir.

e Enerji kullanimi en aza indirilmelidir.

¢ Yenilenebilir kaynaktan elde edilen reaktifler tercih edilmelidir.

e Toksik reaktifler elimine edilmeli veya degistirilmelidir.

Bu 12 temel ilke numune, reaktif, cihaz, yontem, atik ve kullanic1 olarak 6
temel bilesende Ozetlenebilmektedir. Yesil analitik kimya agisindan analitik
prosediirlerin  bu Onemli bilesenleri agiklamalariyla birlikte Sekil 2.8°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.8. Yesil analitik kimya agisindan analitik prosediirlerin 6nemli bilesenleri

(84).
2.6.3. Tlac Sektoriinde Yesil Analitik Kimya

Farmasotik ve kozmetik analizlerinde, kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin
analizler, saflik ve potens ¢alismalari, miktar tayini, ¢dziinme analizleri, saf
kimyasallarin ve farkli dozaj formlarinin bozunma caligmalar1 igin titrimetrik,
kromatografik, spektrofotometrik, kolorimetrik, spektroflorimetrik ve elektro-analitik

gibi cesitli analitik yontemler tercih edilmektedir. Yesil analitik kimya ilkelerini
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uygulamak i¢in, bahsedilen bu analitik yontemlerin; numune alma, numune 6n
isleme ve Olglim ile ¢oziiciiler ve reaktifler, aparat, atik yonetimi ve veri isleme
kapsamindaki her adimi miikemmel bir olanak saglamaktadir. Bu kapsamda, 12
ilkeyi de uygulayarak analitik metodolojilerin ¢evresel etkisini azaltmak i¢in;
tehlikeli ¢oziiciilerin kullaniminin kisitlanmasi, kromatografik ayirma islemlerinin
tek hatta birlestirilmesi ve/veya siirelerinin kisaltilmasi, atik dirlinlerin uygun
yonetimi ve analitik cihazlarin minyatiirlestirilmesi gibi ¢esitli yaklasimlar

uygulanmistir (94).

Genel olarak, ila¢ sektoriinde de oldukga tercih edilen, dogrudan analitik
yontemlerin ¢evreci olma olasiligi daha yiiksektir ve yesil analitik Kkimya
yaklagiminda daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontemler, numune muamelesi veya
atik liretimi olmayan yakin kizilotesi (NIR), orta kizil 6tesi (MIR), Raman, bazi
ultraviyole (UV) ve elektroanalitik gibi dogrudan yontemlerdir. Numune hazirlama
ve On islem gerektiren diger yontemler, yesil analitik kimya kavramlarina miimkiin
oldugunca bagli kalmak i¢in metodolojilerine ¢esitli ¢oziimler ve modifikasyonlar

uygulamalidirlar (95).
2.7. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak tzere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi, tanimlanmasi
ve saflastirilmast yontemlerinin genel adidir. Cesitli maddelerin hareketli faz
yardimuiyla, sabit faz iizerinden, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri

esasina dayanmaktadir.

Kromatografik yontemleri siniflandirmak i¢in birden fazla parametre
bulunmaktadir. Ornegin, sabit faz, ya kii¢iik parcacik biciminde kati, gdzenekli,
ylzey aktif bir malzeme ya da kat1 bir destek ya da kolon duvari {izerine kaplanmis
ince bir siv1 filmdir. Hareketli faz ise bir gaz veya sividir. Bir gaz kullaniliyorsa,
islem gaz kromatografisi olarak adlandirilmakta; hareketli faz, ince tabaka ¢esidi de

dahil olmak iizere siv1 ise islem sivi kromatografisi olarak adlandirilmaktadir (96).
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2.7.1. Kromatografinin Temel Parametreleri
e Alkonma Zamani

Tek bir bilesen igeren numune igin Ornek bir kromatogram Sekil 2.9°da
verilmistir. Numune enjeksiyonundan sonra gelen ilk pik i¢in, pik siiresi 6li hacim
alikonma zamani olarak adlandirilir ve tm ile gosterilir. Numunedeki veya hareketli
fazdaki kolon tarafindan tutulmayan bilesenden kaynaklanan bu pik, hareketli fazin
ortalama gd¢ hizint verir. Analit piklerinin taninmasinda ve cihazin 6li hacminin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Eger numunede veya hareketli fazda boyle bir
bilesen yoksa diger piklerin taninmasina yardimci olmak ortama sonradan
eklenebilir. Ik pikten sonra gelen pik bir analit tiiriine aittir. Numunenin enjeksiyonu
ile bu pikin detektore ulasmasi igin gegen siireye alikonma zamani denir ve tr

simgesiyle gosterilir.

Dedektor sinyali s

Z.aMAan s

Sekil 2.9. Tek bilesenli bir numune i¢in 6rnek kromatogram.
e Analitin Go¢ Hiz1, Kapasite Faktorii

Kapasite faktorii, k’, ¢ozlinen maddelerin kolonda go¢ hizlarini tanimlamakta
siklikla tercih edilen Onemli bir parametredir. Bir ¢dziinen madde i¢in kapasite
faktorii cok biiyiikse ayrim gecikeceginden analiz yonteminin siiresi uzar. Bununla
birlikte kapasite faktorii birden ¢ok kiiciik olursa ayrim ¢ok hizli ger¢ekleseceginden
alikonma zamanmin belirlenmesi zorlasacaktir. Bu nedenlerden dolayr ideal bir
kapasite faktorii degerinin 1 ila 5 arasinda olmasi gerekmektedir. Kapasite faktorii

kullanilan metoda, kolonun icerisindeki sabit fazin cinsine, hareketli faz bilesimi gibi
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parametrelere baglidir. Bu sayede aslinda kapasite faktorii hareketli faz ve sabit faz
bilesimlerinin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Her maddenin kendine 0zgii bir
kapasite faktor degeri vardir. Kapasite faktorii 2.1°de verilen esitlik ile ifade
edilmektedir.

tm
e Aymrcilik

Kromatografide asil amacin karisim igerisindeki maddelerin birbirinden ayrilmasi
oldugu diisiiniilecek olursa bu maddelerin birbirinden ne kadar ayrildigin1 gosteren
temel parametre ayiriciliktir (Rs). Kisaca, kolonun iki analiti birbirinden ayirabilme

yeteneginin nicel dlgilistidiir ve Esitlik 2.2 ile ifade edilmektedir.

R. = 2[(tR)B - (tR)A]
s (W, — Wy)

N )

(tr)A, (tr)B: A ve B maddelerinin alikonma zamanlari
Wa, Wg: A ve B i¢in zemin pik genislikleri

ICH kurallarina gore iki pikin birbirinden yeteri kadar ayrilmasi i¢in ayiricilik
faktorii minimum 2,0 olmalidir. Bu parametre 1.5’tan ne kadar biiyiik olursa pikler
de birbirinden o kadar wuzaklasacaktir. Ayiriciligi etkileyen tlic ana faktor
bulunmaktadir. Bunlar segicilik (o), teorik tabaka sayis1 (N) ve kapasite faktoriidiir

(k”). Bu ii¢ ana faktor kullanilarak elde edilen esitlik 2.3’te verilmistir.

VN[(a-1) k'

(1+ k)

Segicilik ve kapasite faktorii arttikga ayricilik artar (Esitlik 2.2). Burada dikkat
edilmesi gereken konu segiciligin her zaman 1’den biiyiik olmas1 gerektigidir. Bir
diger konu ise k’ degerinin ¢ok fazla artmasi esitlikteki etkisini azaltmakla birlikte
alikonma zamani da ¢ok artacagindan gelistirilen yontem verimli olmayacaktir. Bu

nedenle ayiricilik i¢in optimum kapasite faktorii degeri 1-10 arasinda olmalidir.
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e Secicilik Faktorii

Bir karisimdaki analitlerin kapasite faktorlerinin oran1 segicilik olarak
adlandirilir. Bu katsayisi; bir kolonun s6z konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin
bir 6lgiistidiir. Karisimda bulunan ve bir kolonda ayrilmasi istenen A ve B maddeleri

icin se¢icilik faktori o, Esitlik 2.4’de verilen bigimde ifade edilmektedir.

e (28)

a

Ka: Kolonda daha zayif tutundugu icin alikonma zamani daha diisiik olan A

maddesi i¢in dagilma katsayisi,

Kg: Kolonda daha kuvvetli tutundugu i¢in alikonma zamani daha yiiksek olan B

maddesi i¢in dagilma katsayisini ifade etmektedir.

Deneysel olarak ise, elde edilen kromatogramdan segicilik katsayisini belirlemek

icin 2.5’te verilen esitlik kullanilmaktadir.

[(tr)a — tml
(tr)a= Kolonda daha zayif tutunan bilesigin alikonma zamani

(tr)s = Kolonda daha kuvvetli tutunan bilesigin alikonma zamani
¢ Kolon Verimliligi

Kolon verimliligini belirtmek amaciyla kullanilan iki temel kavram vardir.
Bunlar; teorik tabaka yiiksekligi (H) ve teorik tabaka sayisidir (N). Bu iki kavram her
basarili kromatogramda elde edilen dar ve sivri pikleri ifade etmektedir. Bir kolonda
tabaka yiiksekliginin azalmasi ve tabaka sayisinin artmastyla etkinlik artmaktadir. Bu

iki terim arasindaki baglant1 Esitlik 2.6 ile ifade edilmektedir.

N = e (2.6)

L

L: Kolon dolgusunun uzunlugu
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Kolon dolgu maddesinin tanecik biiyiikligii, kolon ¢api, kolon tipi, kolon

uzunlugu, hareketli ve sabit fazlarin uyumu ve bilesimi kolon verimliligi iizerinde

etkili parametrelerdir. ICH kurallarina gore 6zellikle validasyon sirasinda kullanilan

kolonun teorik tabaka sayisinin minimum 2000 olmasi gerekmektedir. Teorik tabaka

sayis1 ve teorik tabaka yiiksekligi, kaynaklarda ve kromatografik cihaz {ireticileri

tarafindan, kolon performansinin bir 6l¢timii olarak kullanilmaktadir.

Kromatografik ¢alismalarda esas amag bir karigimin bilesenlerini olabilecek en

kisa stirede ve en net sekilde aymrmaktir. Bu dogrultuda gelistirilen metodun

bahsedilen parametreler de goz onilinde bulundurulacak sekilde optimize edilmesi

gerekmektedir. Bant genislemesini azaltmak, pik sekil bozukluklarinin Oniine

geemek, yiiksek teorik tabaka sayist ve diisiik teorik tabaka yiiksekligi elde etmek,

etkili ve net pik ayrimlar1 saglamak yapilan bu ¢aligmalarin odak noktasidir.

2.7.2. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasinda {i¢ farkli ydntem tercih

edilmektedir. Bunlar;

1. Ayrnlma mekanizmalarina gore;

a.

i

® o ©

f.

Adsorpsiyon kromatografisi

Dagilma (partisyon) kromatografisi

Jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografisi
Iyon degistirme kromatografisi

Iyon cifti kromatografisi

Afinite kromatografisi

2. Uygulama bigimine gore;

a.

Diizlemsel Kromatografi (Kagit kromatografisi, Ince tabaka
kromatografisi)
Kolon kromatografisi (Yiiksek basingli sivi kromatografisi, Siiper

kritik akigskan kromatografisi, Gaz kromatografisi gibi)

3. Faz tiplerine gore;

Sivi kromatografisi

a.

S1v1 - kat1 kromatografisi
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b. Sivi - sivi kromatografisi
Gaz kromatografisi
a. Gaz - kat1 kromatografisi

b. Gaz - s1ivi kromatografisi (97)

Avrilma Mekanizmalarina Gore Siniflandirma

e Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisi etkili ve basit bir ayirma yontemidir. izomerler,
hidrokarbonlar, hormonlar ve antibiyotikler bu yontemle kolayca ayrilabilmektedir.
Yontemin temel ¢alisma prensibi ayrilacak maddelerin sabit faza olan afinitelerine
yani adsorpsiyon derecelerine dayanmaktadir. Hareketli faz, gozenekli bir kat1 veya
cok ince toz olan sabit fazdan geger. Madde sabit faz tarafindan ne kadar ¢ok adsorbe

edilirse, o kadar yavas hareket eder.

Bu yontemin dezavantajlari arasinda, sabit fazin ayrilacak maddeleri pargalamasi
sonucu aranan maddeler yerine baska maddelerin bulunmasi, sabit fazin ayrilan
maddelerle kimyasal olarak reaksiyona girmesi ve uygun sabit faz ve c¢oziici

bulunmasinin zorlugu yer almaktadir (98).
e Dagilma Kromatografisi:

Bu yontemin temel prensibi, maddelerin bagil ¢oziinirliiklerine yani dagilim
katsayilarina dayanmaktadir. Sabit faz, inert bir kat1 destek iizerinde kaplanmis bir
stvidir. Sivi veya gaz halinde olabilen hareketli faz, sabit fazin kapsadigi destek
malzemesinin {izerinden hareket eder. Analitlerin ayrilmasi bu hareketli ve sabit faz
arasindaki ¢ozlinme oranina baghdir. Sabit fazda daha fazla ¢oziinen daha yavas

hareket ederken, hareketli fazda daha fazla ¢6ziinen daha hizli hareket eder (99).

Dagilma kromatografi islemleri sabit fazin veya destek malzemesinin tiiriine gore
kagit, ince tabaka ve gaz kromatografileri seklinde uygulanir. Bu kromatografi
teknigi kiiciik molekiillerin, 6zellikle amino asit, karbohidrat ve yag asitlerinin

ayrilmasi ve belirlenmesinde etkin bir sekilde kullanilir.
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e Jel Filtrasyon (Molekiiler Eleme) Kromatografisi

Bu yontemin temel prensibi, maddelerin molekiil biiylkliiklerindeki farkliliga
dayanmaktadir. Ags1 yapili polimer materyalde, maddeler molekiil biiyiikliiklerine
bagli olarak, ags1 yapiya girme derecelerine gore birbirinden ayrilirlar. Kiigiik
molekiiller tanecikler arasindaki bosluklara girebildiklerinden ilerlemeleri
gecikirken, biiylik molekiiller bu bosluklara giremez ve kolayca ilerlerler. Genellikle
proteinler gibi  biliylik molekiillerin  ayrilmasinda, maddelerin  molekiil

biiyiikliiklerinin tayin edilmesinde kullanilirlar.
e Iyon Degistirme Kromatografisi

Bu yontemin temel prensibi, bir katinin temas ettigi ¢cozeltideki diger iyonlarla
dengesine bagli olarak iyon yapisini degistirme 6zelligine dayanmaktadir. Sulu bir
¢ozeltideki yiikli bir iyon, bir iyon degistiricisi ile temas ettiginde, iyon
degistiricisinin fonksiyonel grubunun yiikii ile iyon yiikii arasinda bir etkilesim olur.
Sulu ¢ozeltideki iyonlar, duragan fazda benzer yiiklii iyonlarla degistirilir ve kolona
baglanir. Baglanmamis iyonlar kolonu &nce terk eder. Iyon degistiricisindeki
tanecikler sabit fazi olustururken, iginden gecirilen ¢6ziicii hareketli fazi olusturur.
Bu amagla kullanilan iyon degistirici kati maddeler, ¢o6zelti ortaminda hig
¢dziinmeyen, biiyiik molekiillii dogal ve yapay maddelerdir. Inorganik ve organik
maddeler olarak ikiye ayrilir. Hem inorganik hem de organik iyon degistiricilerde,
temas ettikleri ¢ozeltideki iyonlarla degistirilebilecek bir¢ok iyon bulunur. En ¢ok
kullanilan inorganik iyon degistiriciler zeloit denlen silikat yapilardir (Naz, Alz, Sis,
O12). Organik iyon degistiriciler ise anyon ve katyon degistirici regineler olarak ikiye
ayrilir. Sabit yiik negatif ise katyon degistirici, sabit yiik pozitif ise anyon degistirici

rec¢ine olarak adlandirilir.
e Iyon Cifti Kromatografisi

Bu yontemde ayirma islemi, hareketli faza ilave edilen iyon ¢ifti reaktiflerinin
numunedeki maddelerin iyonik gruplar ile esdeger miktarlarinin karsilikli yer
degistirmesi temeline dayanir. Kullanilan iyon degistiricisi anyon aktariyorsa

“Anyon Degistirme Kromatografisi”’, katyon aktartyor ise “Katyon Degistirme
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Kromatografisi” olarak adlandirilir. Iyon cifti kromatografisi ézellikle iyonlasabilen
asidik veya bazik maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Bu yontemde dikkat edilmesi
gereken husus; iyon eslestirme ajanlarinin numunedeki elektrik yiikiiniin zitt1 olmasi
gerektigidir. Aksi takdirde iyonlar giftlenemeyeceginden, ayni zamanda ayni yiike
sahip iyonlar birbirini iteceginden, ayrim ger¢eklesemeyecektir. Gerekli tampon
cozeltilerini hazirlamak bu yontemde kolaydir. Ayni zamanda sonuclar yiiksek

oranda tekrarlanabilirdir, pik sekli diizgiindiir ve ayirma stiresi kisadir.

Iyon cifti kromatografisi ve iyon degistirme kromatografisi benzer prensiplere
dayansa da aralarinda temel farkliliklar bulunmaktadir. En temel farklilik, iyon ¢ifti
kromatografisinde numunedeki iyonlar eslestirilip iyon ¢ifti olarak ayrilabilirken,

iyon degisim kromatografisinde dogrudan iyonlar ayrilabilir.
e Afinite Kromatografisi

Bu yontemde, kolonunun dolgu maddesine, spesifik protein ile kompleks
yapabilen bir ligand baglanir. Ligand ile kompleks yapan spesifik protein, kati
destege baglanarak kolonda tutulurken; serbest proteinler kolonu terk ederler. Daha
sonra, bagli protein pH degisikligi veya ligand ilavesiyle kolondan ayrilirlar. Enzim,
hormon vb. spesifik proteinlerin saflagtirilmasinda kullanildigindan klasik ilag

laboratuvarlarinda tercih edilen yontemlerden biri degildir (100).

Uvygulama Bicimine Gore Simiflandirma

Bu siniflandirma altinda diizlemsel kromatografi ve kolon kromatografisi olmak

tizere iki ana baslik bulunmaktadir.

Diizlemsel kromatografiye kagit kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi
dahil edilmektedir. Kagit kromatografisi yonteminde, 6zel tiretilmis kagit destek ve
bu kagidin gozeneklerine yerlesen su ise sabit fazi olusturur. Hareketli faz ise
ayrilmas1 amaglanan analite uygun bir ¢oziiciidiir. Bir yliriitme tanki igerisinde,
kagidin iizerine numune karisimi eklenir ve analitlerin hareketli faz yardimi ile bir
koseden diger koseye hareket etmesi gozlemlenir. Coziicii, kagit lizerinde kapiler etki
ile ilerlerken karisimdaki maddeler de &zelliklerine gore ayrim gosterir. ince tabaka

kromatografisinde ise, ayirma islemi cam, aliiminyum veya plastik bir ylizey iizerine
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kaplanmis bir adsorban tabaka ile gerceklesir. Adsorblayici tabakanin se¢iminde
ayrilmasi istenen maddelerin asidik veya bazik karakterli olmasina dikkat edilmelidir

(99).

Kolon kromatografisi daha iyi ayrim saglamalari, otomasyona uygun olmalari,
cok farkli molekiil gruplariyla uyumlu olmalar1 ve kalitatif ve kantitatif analiz
olanagi sunmalar1 nedeniyle ila¢ analiz laboratuvarlarinda en cok tercih edilen
sistemlerdir. Ozellikle yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelliklerinden dolay1 devamli analiz

yapilan kalite kontrol laboratuvarlarinin vazgegilmezleri konumundadirlar.

Si1vi Kromatografisi

Sivi kromatografisinin ana ve diger yontemlere karsi en avantajli 6zelliklerini
vurgulayan birden ¢ok adi vardir. Bunlar; Yiiksek Hiz Sivi Kromatografisi (HSLC),
Yiiksek Verimli Sivi Kromatografisi (HELC) ve Yiiksek Basingli veya Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi’dir (HPLC) (101). Bu isimlerden de anlasilacagi
tizere HPLC sistemleri diger ayirma tekniklerine gore, ozellikle kalite kontrol
laboratuvarlar1 gibi devamli analiz yapilan yerlerde, daha hizli ve daha verimli
oldugu icin siklikla tercih edilmektedir. Stvi kromatografisinin diger yontemlere gore
sagladig1 en biiyiik avantajlardan biri ise hi¢ siiphesiz birka¢ farkli mekanizmasinin
olmasidir. Bu mekanizmalar sayesinde Sivi Kromatografisi kullanilarak iyonik
bilesiklerden polimer ya da proteinler gibi biiyiik molekiillerin analizine kadar
yuksek ¢esitlilikte numune tiirleri i¢cin ayrim gerceklestirilebilmektedir. Sivi
Kromatografisinin bahsi gecen bu mekanizmalar1 kromatografik sistemlerin ayrilma

mekanizmalarina gore siniflandirildiklar: bagliklardir.
2.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansl ya da yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) bir
stvida ¢oziinmiis bilesenlerin, bir kolonun igerisinde, genellikle kati bir destek
maddesine baglanmis sabit bir faz ile degisik etkilesimlere girmesi ve kolon iginde
degisik hizlarla hareket etmeleri sonucu, farkli zamanlarda bilesenlerin kolonu terk

ederek birbirinden ayrilmasi temeline dayanir.
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Bir HPLC cihazi, temel olarak hareketli faz rezervuari, transfer hatti, yliksek
basingli pompa, numune enjeksiyon haznesi, kolon, kolon firini, detektér ve veri
toplama ekipmanlarina sahiptir (Sekil 2.10). Kolon aslinda ayrimin gergeklestigi en
onemli kisim olmasia ragmen, genellikle en kiiclik parcadir. Kolon firminda
sicaklik kontrollii ayirmalar igin bir termostat bulunmaktadir. Birden fazla hareketli
faz ile c¢alismak ve bu c¢ozeltilerin cihazda ayri hatlara baglanarak istenilen
zamanlarda ve istenilen oranlarda karistirilmasini saglamak amaciyla sistemde bir
karistirici ve kontrolér de mevcut bulunur. Veri alimi ve tim sistemin kontrolii

giiniimiizde bilgisayarlar kullanilarak yapilmaktadir (96).

Dedektor
Kontrol & ®
Veri isleme  # s
! - ~
1 ——

\
! uu. — Ak
! . --
I e— —\

\
\

Atik

5

Otomatik numune
Pompa alma cihazi / Manuel };PILC
enjektor oton
Firimi

Sekil 2.10. Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisinin sematik gosterimi (102).
2.8.1. Hareketli Faz Rezervuarlari

Hareketli faz rezervuari olarak herhangi bir temiz kap kullanilabilir. Genellikle
hareketli faz ile herhangi bir etkilesime girmemesi igin 0,5 ile 2,0 litre kapasiteli cam
materyal tercih edilmektedir. Ancak RNA, protein ve elektrokimyasal analizleri i¢in,
cam hareketli faza eser miktarda iyon siizebilmesinden dolayr analize miidahale
edebileceginden, plastik rezervuarlar tercih edilir. Hareketli faz1 cihaza dagitan boru
hatlarinin girisine izin veren, ancak toz gibi disaridan gelebilecek kirliliklerin girisine
izin vermeyen, hareketli fazin buharlagsmasini azaltan ve sisenin basinglandirilmasina

izin veren bir kapag1 bulunmaktadir.
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Son yillarda, iyon kromatografi (IC) uygulamalari i¢in hareketli fazin manuel
olarak hazirlanmasina alternatif olarak hareketli faz tiretegleri tanmtilmistir. Hareketli
faz iretimi, ticari olarak satilan bir hareketli faz iireteci kartusu ve deiyonize su
kaynagi kullanarak otomatik olarak yiiksek saflikta IC sistemine uygun hareketli faz
tiretmektedir. Filtreleme ve ¢oziinmiis gazlardan arindirma adimlarini igeren manuel
hareketli faz hazirlama isleminin ortadan kaldirilmasi, artan hareketli faz tutarlilig

ve safligi, gelistirilmis yontem tekrarlanabilirligi ve artan zaman verimliligi

saglamaktadir (103).
2.8.2. Transfer Hatti

Hareketli fazin rezervuarlardan kolona tasinmasi ve daha sonra kolondan ¢ikan
numune ve hareketli faz karisiminin detektore ulastirilmasi siireglerinde transfer
hatlar1 kullanilmaktadir (101). HPLC sistemlerindeki bu transfer hatlarinin hareketli
faz ile etkilesime ge¢meyen bir materyalden yapilmis olmasi, yiliksek basinglara
dayanikli olmasi ve calisilan akis hizlartyla uyumlu i¢ yaricapa sahip olmasi

onemlidir.

Kullanilan tiim hareketli fazlarin cihaza verilmeden once filtrelenmesi ve
igerisinde ¢Oziinmiis olarak bulunan oksijenden arindirilmasit 6nemli bir husustur.
Giliniimiizde kiiciik gaz kabarciklarin1 gidermek ve c¢oziinmiis havayr azaltmak
amaciyla HPLC sistemine eklemeler yapilmaktadir. Bu ekleme hareketli fazin
manuel olarak gazdan arindirilmasi ihtiyacini ortadan kaldirmaktadir. Kullanim
sirasinda hareketli fazda olusabilecek partikiilleri veya c¢okeltileri gidermek igin
genellikle hareketli faz giris hattinin sonuna ek bir filtre yerlestirilmesi
onerilmektedir (103). Olusan bu partikiiller ve ¢okeltiler 6zellikle dongii enjektorii ile
kolon arasinda kullanilan ¢ok dar boru tesisatin1 tikamakta, ayn1 zamanda pompa

contalarinin dmrinid kisaltmakta ve valf sorunlarina neden olmaktadir.
2.8.3. Pompa Sistemi

Uygun pompalama sistemlerinin kesfedilmesi, modern sivi kromatografi
sistemlerinin gelistirilmesinde ana faktorlerden biri olmustur ve pompa sistemin

kritik derecede Onemli bir pargasidir. Yiiksek basing pompasmin amact kolona
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hareketli fazin kesin, dogru, tekrarlanabilir, sabit ve dalgalanmadan akisin
saglamaktir. Normal bir HPLC sistemi 30-400 bar arasindaki basinglarda
calisabilmektedir (101).

Giliniimiizde kullanimda olan ii¢ ana HPLC pompasi sinifi vardir. Bunlar; sabit
basingli pompalar, siringa bazli veya deplasmanli pompalar ve sabit akigh
pompalardir. Akis hizinda meydana gelebilecek herhangi bir dalgalanma
tekrarlanamayan alikonma stirelerine, basarili bir ayiricili§in saglanamamasina neden
olmaktadir. Bu nedenle pompa se¢imi ¢ok 6nemlidir. Sabit basing pompalarinda,
sicaklik dalgalanmalar1 veya bilesim degisikliklerinden dolayr hareketli fazda
meydana gelen viskozite farkliliklari, ya da kolon dolgu maddesinin ¢okmesi veya
sismesinden dolay1 sistem gegirgenliginin etkilenmesi gibi durumlarin sebep oldugu
basing dalgalanmalar1 telafi edilmekte ve akis hizi hep sabit kalmaktadir. Akis
hizindaki dalgalanma minimum olmasina ragmen sabit basing pompalart gradiyent
hareketli faz dagitimina kolayca uyarlanamayacaklarindan giiniimiizde fazla tercih
edilmemektedirler. Siringa bazli pompalar ise eski sistem olmalarindan dolay1
otomasyona uygun degillerdir ve artik neredeyse hi¢ kullanilmamaktadirlar. Bu

nedenle, sabit akisli pompalar agik ara en yaygin siniftir (103).

Giliniimiizde mevcut olan ticari yiiksek basing pompalarinin ¢ogu, basit bir
pistonlu pompa etrafinda tasarlanmistir. Motorun dénme enerjisi, pistonun karsilikli
hareketine aktarilir. Hareketli faz, ¢ift kontrol valfi yardimiyla olusan basing farki ile

akiginda dalgalanma olmadan kolona aktarilir.

Birgok ayirma izokratik olarak yani analiz siiresi boyunca hareketli faz bilegimi
degistirilmeden yapilabilir. Daha karmagik ayrimlar i¢in gradiyent sistemler tercih
edilir. En yaygin tercih edilen gradiyent sistem, ayirma boyunca hareketli faz orani
degistirilerek gerceklestirilir. Bunu yaparken, alikonma siiresi kisa olan bilesikler 1yi
ayrilmis halde kalirken, daha yiiksek oranda kolonda tutulan bilesikler daha hizl
aynistirilir. Gradiyent sistemler, kisaca bir ayirma sirasinda hareketli faz giiciiniin

programlanmasi veya degistirilmesidir (102).

Son yillarda, 6000 - 15000 psi yani 400 - 1000 bar arasinda degisen basinglarda
calisabilen ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi (UHPLC) sistemleri

yayginlasmaya baslamistir. Bu gibi yiiksek basinglarla ugrasirken ek sistem tasarimi
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bir gereklilik haline gelir, ama temel c¢alisma ilkeleri aslinda standart HPLC
sistemiyle aynidir. Artan sistem basinci sayesinde, analiz siireleri kisalmakta ve
harcanan hareketli faz miktar1 azalmaktadir. Bu nedenle de UHPLC sistemleri
giiniimiizde belirli uygulamalar1 kesfetmek i¢in kullanigh sistemler haline gelmistir
(103).

2.8.4. Numune Enjeksiyon Haznesi

HPLC sisteminin kesinligindeki en Onemli faktor numune enjeksiyonunun
tekrarlanabilirligidir. Cihazin her seferinde istenen kadar numune c¢ekip kolona
vermesi ve her tekrarda hatasiz, eksiksiz ¢alismast HPLC sistemlerinin temel yap1
taglarindan biridir. Bu dogrultuda numune enjektorii olarak da bilinen numune
yerlestirme cihazlar1 kullanilir. Buradaki 6nemli husus, numunenin enjeksiyonu
sirasinda hareketli faz akisinda ve bu akistan kaynaklanan i¢ basingta dalgalanma

yaratmayacak bir sistemin kullanilmasidir (103).

Siringa enjektorler, dongii valfli enjektorleri ve siringa dongiisii enjektorleri gibi
degisik numune yerlestirme cihaz tiirleri bulunmaktadir. Bu tiirlerinin her birinin
avantaj ve dezavantajlart oldugundan yapilan analizin amacina goére en uygun
sistemin tercih edilmesi énemlidir. Ornegin siringa enjektorlerde; dogrudan kolona
siringa ile enjeksiyon, en yiiksek ayirma verimliligi saglamaktadir ancak boyle bir
sistemin siirekliligi yoktur. Dongii valfli enjeksiyonlar ise; yiiksek derecede
tekrarlanabilirlik ile ¢ok ¢esitli numune hacimlerini enjekte etme yetenegine, ¢ozelti
akisint durdurmadan yiiksek basinglarda enjekte etme yetenegine ve otomatik
numune alma ile kullanim i¢in otomasyon olasiligina sahiptir. Ancak bunlarin da
yiiksek bir ¢oziinen hacmine ihtiya¢ duymalar1 en biiylik dezavantajlaridir. En yaygin
olarak kullanilan numune enjeksiyon yontemi, yalnizca bir valf degistirilerek
hareketli faz akis yolunun igine ve disina yerlestirilebilen bir numune dongiisiine

dayanmaktadir (101).

Kalite kontrol laboratuvarlart gibi devamli analizin yapildig1r yerler ig¢in en
Oonemli parametrelerden biri ise enjeksiyon sisteminin otomasyona uyumlu olmasidir.
Yaygin olarak otomatik numune alicilar olarak da adlandirilan otomatik enjektorlerin

kullanimi, yalnizca enjeksiyonun tekrarlanabilirligini iyilestirmekle kalmaz, aym
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zamanda stirekli ve ¢ok sayida Ornegin islenmesine olanak tanir. Bu sistemlerde
numuneler, genellikle termal olarak hassas numunelerin analizine de olanak verecek
sekilde sicaklik kontrolii de yapilabilen numune raflarinda saklanan siselerde
bulunur. Onceden programlanmis bir numune hacmi, belirtilen konumdan alinir ve

kolona iletilir (103).
2.8.5. Kolon ve Kolon Firimi

Kolon HPLC sisteminin en 6nemli pargalarindan birisidir, ¢iinkii numunenin
igerisindeki analitlerin ayrildigi kisimdir. Yiiksek basinglara dayanmasi amaciyla
genellikle paslanmaz ¢elikten yapilmis bu kolonlar ¢ogunlukla 5-30 santim
boylarindadir ve 4-10 mm i¢ ¢apa sahiptirler. Kolon igerisindeki parcaciklarin boyutu
genellikle 3, 5 ve 10 pum'dir. Bir HPLC kolonu sematik olarak Sekil 2.11°de
gosterilmistir. Daha farkli sistemler icin kiigiik, yiiksek basinglara daha dayanikli,
verimi daha yliksek ve minimum hareketli faz tiiketimi saglayan farkli kolon

tasarimlart da bulunmaktadir (103).

Kolon igerisindeki partikiiller ¢ogunlukla silika temellidir. Bu mikron
boyutundaki silika taneciklerine farkli uzunluklarda karbon zincirleri ya da farkl
fonksiyonel gruplar baglanabilmektedir. Bu sayede farkli 6zelliklere sahip kolonlar
elde edilir. Ornegin silika taneciklerine baglanmis 18 karbona sahip bir zincir ile C1g
kolonlar elde edilir. Cyg kolonlar ters faz sivi kromatografisi i¢in siklikla tercih edilen
bir tiirdiir. CN fonksiyonel grubunun bagli oldugu silika tanecikleri ise hem normal

hem de ters faz s1vi kromatografisinde tercih edilebilmektedirler (104).

Sekil 2.11. HPLC kolonunun sematik gosterimi.
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Son yillarda silika jellere degisik fonksiyonel gruplarin baglanmaya baslamasi ile
analiz yelpazesi oldukca gelismistir. Baglanan fonksiyonel gruplara 6érnek olarak p-
toluensulfonilamid (105), 2-aminotiazol (106), pdimetilaminobenzaldehid (107), 4-
aminometilpiridin  (108), ksenolorange (109), merkapto gruplar1 (110), 2,3-
dihidroksibenzaldehid (111), diaminobenzidin (112), gallik asit (113), alizarin violet
(114), difenilkarbazon (115), trietilentetramin (116), tiyosalisilik asit (117),

makrosiklik (118), aminotiyoamidoantrakinon (119) verilebilir.

Kolon kullanimi sirasinda dikkat edilmesi gereken parametrelerden ilki
kullanilan kolonun paketleme malzemesine gére hareketli faz segimidir. Ornegin
silika temelli kolonlar genellikle sadece 2 ile 7 arasindaki pH'larla uyumludur.
Kolonun bakimi, kullanimi1 ve smirlamalart ile ilgili olarak iiretici talimatlarini
okumak o6nemlidir (120). Dikkat edilmesi gereken bir diger konu ise yikama
cozeltileridir. Kolonun isi bittiginde uygun yikama ¢ozeltisiyle yikanmali ve nakliye

cozeltisiyle kapatilmalidir.

Paketleme malzemesinin kimyasal sinirlamalarima ek olarak; kolonlar,
numunelerden ve ¢oziiciilerden gelen safsizliklarin dolgu tanecigi yiizeyine geri
doniisii olmayan adsorpsiyonu ile kolayca bozunmaktadir. Bu nedenle, ¢cok daha
pahal1 olan analitik kolonun biitiinliigiinii korumak i¢in genellikle bir koruma kolonu
kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Burada akilda bulundurulmasi gereken konu
enjektorden sonra cihaza eklenen her bir bilesenin ayirma verimi diistirdiigiidiir. Bu

nedenle, hat i¢i eklentilerin akillica kullanilmasi gerekmektedir (103).

Sivi kromatografisinde kolon sicakliginin kontrolii 6nemli bir parametredir.
Sicakligin alikonma siireleri ve tekrarlanabilirlik iizerindeki etkisi, 6zellikle ters faz
ve iyon degistirme kromatografileri kullanildiginda olduk¢a onemlidir. Sicaklik
kromatografik yontemden alinacak cevabi etkileyebilecegi gibi kimyasal olarak bagl
sabit fazlar1 yani sistemi de etkileyebilmektedir. Sicaklik degisimlerine duyarli olan
sabit fazlar tercih edildiginde bu kontroliin yapilmamasi kolon yapisinda 6nemli
sorunlara neden olabilmektedir (102). Giiniimiizde kolon firininda sicaklik kontrolii

yapilmasi amaciyla otomasyon sistemler kullanilmaktadir.
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2.8.6. Dedektor Cesitleri

Kolon ¢ikisina baglanan bir detektor ile analitin veya hareketli fazin bazi fiziksel
veya kimyasal ozellikleri elektrik sinyaline doniistiiriiliir ve bu elektrik sinyali
kolonda ayrilan maddeleri takip edilebilir hale getirir. Detektdrden alinan bu cevap
analitin mevcudiyeti ve miktar1 ile degismektedir. HPLC detektorleri, toplu
Ozelliklere veya analitin baz1 Ozelliklerine yanit veren detektdrler olarak
smiflandirilmaktadir (121). Bir HPLC detektoriiniin olmazsa olmaz 6zellikleri
arasinda, yiiksek hassasiyet, iyi stabilite, dogrusallik, kisa tepki siiresi, glivenilirlik,

dayaniklilik, kullanim kolaylig1 ve diisiik 61ii hacim yer almaktadir (103).
e UV/VIS Absorpsiyon Detektorii

Analiz edilecek maddenin UV/VIS absorbasi varsa siklikla tercih edilen, hizli,
giivenilir ve kullanim1 kolay bir detektordiir. UV/VIS detektorlerinde, hareketli faz,
UVIVIS veya spektrofotometrenin radyasyon 1sininin bulundugu kii¢iikk hacimli bir
akis hiicresinden gegirilir. UV absorbansi olan bir analit akis hiicresinden gegerken,
derigimle orantili bir sinyal iretilir. Tipik bir HPLC-UV sisteminde kullanilan dalga
boyu araligi, hem UV'yi hem de goriiniir spektrumun alt kismini kapsayan 200 - 400

nm araligindadir.

Bu detektorde dikkat edilmesi gereken husus analitik yontemde kullanilan
hareketli faz bilesenlerinin 1511 ¢ok az ya da hi¢ absorplamayacak sekilde
secilmesidir. Buna UV kesme denir. UV kesme, ¢oziiciiniin 15181 (UV veya goriiniir)
absorbladig1 dalga boyu olarak tanimlanir. O bdlgede Ol¢glim yapmaktan
kagmilmalidir. Farkli c¢oziiciilerin farkli UV kesme degerleri vardir. Analize
baslanmadan 6nce bu deger kontrol edilmeli ve olabildigince uzak bir dalga boyunda
calistimalidir (122). Ornegin HPLC analizlerinde siklikla tercih edilen ¢oziiciilerden

asetonitril ve metanoliin UV kesme degerleri sirasiyla 190 ve 205 nm’dir.
e Floresans Detektorii

Bazi maddeler yiiksek enerji seviyesine ulasmak i¢in 15181 bir dalga boyunda
emer ve sonra orijinal enerji seviyesine donmek icin baska bir dalga boyunda

floresans ad1 verilen 15181 yayar. Floresans dedektorleri belli bir dalga boyunda 15181
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absorpladiktan sonra bagka bir dalga boyunda 1sin yayan yani orijinal enerji
seviyesine donmeye ¢alisan maddelerin yaydigi 1s1k siddetini  6lgmektedir.
Detektoriin ¢alisma prensibi, hareketli faz ve igerisinde ayrilmis sekilde bulunan
analitlerin iizerine monokromatik 151 gonderilmesi ve bu 1smin bilesikler tarafindan

absorbe edildikten sonra bagka bir dalga boyunda 1sinla emisyonuna dayanir.

Floresans detektorleri genellikle yiiksek hassasiyet ve secicilige sahiptir. Bu
nedenle ortalama derisimi 100 ppm’den az yani eser miktarda bulunan maddelerin

analizlerinde siklikla tercih edilirler.

Bu detektoriin en biliyliik dezavantaji orijinal olarak floresan (dogal floresan)
yayan cok fazla bilesik olmamasidir. Bu gibi durumlarda numune hazirlik agamasina
bir floresan reaktifi ile tiirevlendirme basamagi eklenmek durumundadir. Bu sayede

amino asitler vb. maddelerin yiiksek hassasiyetli 6l¢iimii miimkiin kilinir (103).
¢ Elektrokimyasal Detektor

Elektrokimyasal detektorler, kolonda ayrilan analitlerin oksidasyonu veya
indirgenmesiyle iligkili akimi O&lgmektedir. Madde elektrokimyasal hiicreden
gecerken bir tepkime, boylece akim olusur. G6zlenen bu akim maddenin derisimiyle
orantihidir. Elektrokimyasal detektorler, yiiksek hassasiyet, yiiksek segicilik ve genis
lineer aralik avantajlarina sahiptir. Elekroaktif bilesiklerin ¢ogu, katekoller, kininler

ve aril aminler gibi, aromatik halkaya sahiptir (123).
o Illetkenlik Detektorii

Iletkenlik detektorleri iyonik bilesenlerin tayininde tercih edilen detektorlerdir.
Iki inert elektrot yardimiyla kolondan ¢ikan hareketli faz ve igerisindeki analitlerin
iletkenligi Olciiliir. Bu detektorde reaktiflerin dikkatli se¢imi ve derisimlerinin

kontrolii olduk¢a 6nemlidir (103).
e Kirilma indis Detektorii

Bu detektoriin ¢alisma prensibi, kolondan ¢ikan ve analit iceren kolon eluenti ile
yalnizca hareketli faz igeren bir referans akisi arasindaki RI farkini izler. Bu

detektorler, HPLC'deki evrensel detektorlere en yakin olanlardir ¢linkii RI'si hareketli
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fazinkinden farkli oldugu siirece herhangi bir ¢oziinen tespit edilebilir. Ne yazik ki,
RI tespiti bir takim Onemli dezavantajlarla sinirlidir. RI saptamanin duyarliligi,
HPLC tarafindan yaygin olarak analiz edilen bir¢ok maddenin mutlak kirilma
indekslerindeki kiiclik farkliliklar nedeniyle zayiftir. RI tespiti hem sicaklik hem de
basing degisikliklerine duyarlidir ve sonug olarak detektoriin kati sicaklik kontrolii ve
darbesiz akis zorunludur. RI bir toplu o&zellik detektorii oldugundan, analit
derisiminin yan1 sira hareketli faz bilesimindeki degisikliklere kars1 da hassastir ve

gradiyent eliisyonuna uygun degildir.
2.9. Kemometrik Optimizasyon

HPLC’de, ozellikle birden ¢ok etken maddenin kombine analiz edilmesi igin
yapilan yontem gelistirme c¢aligmalar1 sirasinda optimizasyon siklikla karsimiza
ctkan bir kavramdir. Ozellikle yesil kromatografi prensiplerini benimsemis bir
calismada harcanan kimyasal miktarini azaltmak, zamandan ve enerjiden tasarruf
etmek yani kisaca ¢evreye verilen zarar1 en aza indirmek amaciyla kisa siirede birden
cok deney tasarimi denemek icin kemometrik optimizasyon tercih edilmektedir
(124). Kemometri, kromatografi laboratuvarinda, yontemlerin gelistirilmesini
hizlandirmak, kromatografik verileri daha iyi kullanmak ve kromatografik siireci

aciklamak gibi gesitli hedeflere ulagsmak igin kullanilabilmektedir (125).

Kemometrinin farkli yaklagimlar1 arasinda en dik ¢ikis yolu, kisith optimizasyon
prosediirli, Pareto-optimalite, fayda fonksiyonu, Derringer'in isteklilik fonksiyonu
yer almaktadir. En dik ¢ikis yolu, yalnizca tiim yanit modelleri dogrusal oldugunda
kullanilabilmektedir. Kisitl optimizasyon prosediirii, tim yanit modelleri dogrusal
olmadiginda veya dogrusal ve dogrusal olmayan yanitlarin bir karisimi oldugunda
kullanilabilmektedir. Ancak bu yontem, diger tiim yanitlart uygun kisitlamalara
hedefleyerek yalnizca bir yaniti optimize eder. Dogrusal ve dogrusal olmayan
yanitlarin bir karigimi oldugunda veya tiim yanit modelleri dogrusal veya dogrusal
olmayan oldugunda, Pareto-optimalite, fayda fonksiyonu veya Derringer'in isteklilik
fonksiyonu kullanilabilir. Pareto-optimalite yontemi temel olarak Pareto optimal
bolgesini grafiksel yollarla tanimlayabilir, ancak belirli bir Pareto optimum noktasini
se¢mek igin bazi ek kriterler veya bir uzman tavsiyesi gerektirir (126). Pareto-

optimal yontem ve Derringer yaklasgiminin kendi avantajlar1 vardir ve hangi
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yontemin kullanilacagina iligkin karar, soruna ve kromatografik uzmanligin

mevcudiyetine bagl olmaktadir (127).

Optimum kosullar1 belirlemek icin, her adimda tek degiskenin degistirildigi
klasik yontem, ozellikle ¢ok sayida degiskenin deney kosullarini etkiledigi ve
deneylerin yorucu, sikicit ve zaman alici1 hale geldigi durumlarda ¢ok fazla deneysel
islem gerektirebilmektedir. Deney tasarimi uygulamasinin temel amaci, girdi ve ¢ikti
degiskenleri arasindaki korelasyonu ifade etmektir (128). Deney tasarim uygulamasi
istatistiksel bir teknik degildir, analistin daha iyi ve verimli optimizasyon siireci

yapmasina onciiliik eden bir yontemdir.

Deney tasarim uygulamasi, Ozellikle birden fazla degisken aym1 anda
diisiiniildiiglinde, optimizasyonun ayrilmaz bir parcasi haline gelmektedir. Her bir
degiskenin etkisi, deney tasariminin diger degiskenlere de bagli oldugu deney
kosullar1 i¢in vazgegilmezdir. Deney tasarimi optimizasyonu ile hem deney
sonucunu etkileyen faktorlerin optimum degerleri bulunur hem de her bir faktoriin

sonuca etkisini gdsteren matematiksel model olusturulur.
2.9.1. Tsteklilik Fonksiyonu

Optimizasyon, eleme yoluyla bulunan 6nemli faktorlerin optimum degerlerinin
belirlenmesi islemidir. Kromatografik optimizasyon adimlarinda ortaya ¢ikan
zorlayict durum, istenen kromatografik parametre kombinasyonunu veren kosullarin
se¢imidir. Bu, ¢oklu yanit degiskenlerinin es zamanli optimizasyonunu gerektiren bir
durumdur. Degiskenlerin birbiri iistiindeki etkisi ise arttirict veya azaltict yonde
olabilmektedir (124).

Isteklilik fonksiyonunun ilkesi, tiim yanitlarm “isteklilik fonksiyonu” olarak
tanimlanan tek bir fonksiyonda toplanmasinit igermektedir. Farkli birim ve
Ol¢eklerdeki yanitlarin birlikte degerlendirilebilmesi, yanitlarin tek bir fonksiyona
dontistiiriilebilmesi, nitel ve nicel yanitlarin kullanilabilmesi bu yontemin avantajlar
arasindadir. Derringer ve Suich tarafindan gelistirilen isteklilik fonksiyonu, her bir
yamt degiskenini sayisal bir degere doniistiiriir (129). Isteklilik degeri 0 < di < 1
araligindadir. ilk tepkilerin degerleri optimal araliga yaklastiginda, karsilik gelen

isteklilik degeri d;i artar, optimal degerler di = 1'e doniistiriiliir. Ardindan tim
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bireysel isteklilik degerlerinin geometrik ortalamasi alinarak, kiiresel isteklilik (D)
hesaplanir. Kiiresel isteklilik D, 0-1 araliginda bir deger alir ve 6zellikler daha fazla
istekli oldugunda, D'nin degeri artar. Bu sekilde farkli birimlerdeki farkli degiskenler
ortak bir sekilde degerlendirilmis olur.

Istenilirlik fonksiyonu yaklasiminin diger yaklasimlara gore en dnemli avantaj,
ayni anda birden fazla maksimizasyonuna ve/veya minimizasyonuna izin vermesidir.
Ek olarak, bu yaklagim, kisinin her bir yanitin 6nemine iligkin uzman/analist

bilgilerinin 6znel bir sekilde dahil edilmesini saglamaktadir (130, 131).
2.10. Yontem Validasyonu

Yontem gelistirme asamasi bir analitik yontemin belki de en Onemli
asamalarindan biridir. Bir yontem ne kadar iyi gelistirildiyse analiz zamani ve
maliyeti azalmis, metodun kesinligi ve dogrulugu da bir o kadar artmis olmaktadir.
Yontem gelistirme calismalari tamamlandiktan sonra sira metodun validasyonuna
gelmektedir. Yontem validasyonu, gelistirilmis bu yeni metodun evrensellik
kazanabilmesini ve herkes tarafindan uygulanabilmesini saglamaktadir. Bu nedenle
ozellikle analitik yontemlerde mutlaka yapilmasi gereken ¢ok dnemli bir ¢aligmadir

(132).

Bazi durumlarda; 6rnegin gelistirilmis bir yontemde degisiklikler yapildiginda ya
da yeni parametre ¢aligma araliginin disinda oldugunda yeniden validasyon
yapilmas1 gereklidir. Safsizliklarin miktar tayini yontemleri s6z konusu oldugunda,
yontemin se¢iciligi acisindan yetersiz yapan yeni bir safsizlik bulunursa, bunun
modifikasyona ve yeniden valide edilmesine ihtiyaci vardir. Ekipman veya kimyasal
kalitedeki degisikliklerin de yontem {lzerinde kritik etkileri olabilmektedir.
Dolayisiyla, bu tiir herhangi bir degisikligin yeniden valide edilmesi gerekmektedir
(133).

Ilag ve ilag hammaddesi analizlerinde validasyonlar ICH ya da USP kilavuzlarma
uyacak sekilde yapilmalidir (134, 135). Temel olarak validasyon parametreleri sekiz
ana baslikta toplanmaktadir. Bunlar; sistem uygunluk, seg¢icilik, dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, LOD, LOQ ve dayaniklilik / saglamliktir (Bkz. Sekil 2.12). Gelistirilen

metodun biitlin bu parametrelerde saglamasi gereken limitler vardir. Bu limitler
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temel olarak parametreler icin saglandigi zaman yontem dogrulanmis olur ve herkes

tarafindan kullanilabilir hale gelmektedir.

Yontem validasyonu

Dogruluk
Kesinlik
Gozlenebilme siniri
Alt tayin sinir
Secicilik
Dogrusallik

Aralik

Saglamlik

Sekil 2.12. Validasyon parametreleri.

Bu iki yoOnetmelikte ortak validasyon parametreleri olmasina karsin hangi

analizde hangi parametrelerin dnemli oldugu degiskenlik gosterebilmektedir. Analiz

amacma gore kullanilmas1 gereken validasyon parametreleri de degiskenlik

gosterebilmektedir. Nitelik analizleri, miktar tayini analizleri ve safsizliklarin

belirlenmesinde kullanilan analizlere gore degisen validasyon parametreleri ICH

kilavuzu igin Tablo 2.6’da, USP kilavuzu igin Tablo 2.7’de 6zetlenmektedir (134,

135).
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Tablo 2.6. ICH Yonergelerine gore farkli analizlerde dikkat edilmesi gereken

validasyon parametreleri.

Safsizlik Testleri ]
.. I — Miktar
Karakteristikler Nitelik o Limit o
Kantitatif ) Tayini
Testleri
Dogruluk
- + - +
Kesinlik
Tekrarlanabilirlik - + - +
Ara Kesinlik - + - +
Spesifiklik + + + +
Gozlenebilme Sinir1 - - + -
Alt Tayin Sinir1 - + - -
Dogrusalhk - + - +
Aralik - + - +

+: Parametrenin degerlendirilmesi gerektigini belirtmektedir.
-: Parametrenin degerlendirilmesine gerek olmadigini belirtmektedir.

Amerikan Farmakopesi (USP) ise bu yontemleri dort kategoride toplamistir ve
ICH kilavuzu gibi farkli ¢esit yontemlerin validasyonu i¢in farkli parametrelerin

onemli olduguna karar vermistir. Bu kategoriler;

Kategori I: Bitmis iirlinlerin, sentez sirasinda kullanilan ara iiriinlerin veya etken

maddelerin miktar tayini analizlerinde kullanilan analitik yontemlerdir.

Kategori Il: sentez sirasinda kullanilan ara triinlerdeki veya bitmis iiriinlerdeki

safsizliklarin belirlenmesinde kullanilan analitik yontemlerdir.

Kategori III:  Uriiniin  performans karakteristiklerinin  belirlenmesinde

(dissoliisyon, dagilma testleri...) kullanilan analitik yontemlerdir.

Kategori IV: Nitelik belirleme testleridir.
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Tablo 2.7. USP’ye gore farkli analizlerde dikkat edilmesi gereken validasyon

parametreleri.

Kategori 11 ) )
o ] _ Kategori | Kategori
Karakteristikler Kategori | o Limit
Kantitatif ) i v
Testleri
Dogruluk + + * *
Kesinlik + + +
Spesifiklik + + + * +
Gozlenebilme Sinir1 + *
Alt Tayin Sinir1 + *
Dogrusallik + + *
Aralik + + * *
Saglamhk + + +

+: Parametrenin degerlendirilmesi gerektigini belirtmektedir.
*: Testin durumuna gore parametrenin degerlendirilmesine gerek olup olmayacagma karar verilebilir anlamina

gelmektedir.

2.10.1. Sistem Uygunlugu

Analize baglamadan 6nce referans standardi ile analiz sisteminin performansini
belirlemek i¢in yapilan c¢aligmalara sistem uygunluk testleri denir. Bu amagla
kromatografik sistemlerde ayiricilik (Rs), teorik tabaka sayisi (N), enjeksiyon

tekrarlanabilirligi ve pik asimetri oran1 (PAO) parametreleri incelenir (135).
2.10.2. Segicilik / Spesifiklik

ICH Kilavuzlarinda “Segicilik” diger kaynaklarda “Spesifiklik” olarak gegen bu
parametre yapilan biitiin validasyonlarda kritik bir konuma sahiptir (136).
Spesifiklik, hem analitin hem de numunenin (matris) 6zellikleri dikkate alinarak,
yontem gelistirmenin baslangicindan itibaren dikkate alinmalidir. Analitin segici
tayini, uygun numune hazirlama, ayirma ve/veya saptama ile saglanabilir. Se¢ici bir
saptama i¢in, analitin benzersiz Ozellikleri, 6rnegin spektral ozellikler (segici UV
dalga boyu, floresan), secici reaksiyonlar (sensorler) veya molekiiler tanima

(antikorlar, reseptorler) kullanilmaktadir.
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Herhangi bir amag¢ i¢in kullanilan herhangi bir yontemde yeterli bir
secicilik/spesifiklik saglanmamasi diger parametreleri anlamsiz kilmaktadir. Bu
nedenle siki bir sekilde incelenmesi gereken bir parametredir. Segicilik, secicilik
faktorii denilen karigimdaki analitlerin kapasite faktorlerinin oranit kullanilarak

incelenir.

Ozellikle ilag iiretiminde bitmis bir iiriine uygunluk verebilmek adma;
dissoliisyon, dagilma, etken ve safsizliklarin miktar tayini gibi bir dizi analiz
yapilmaktadir. Bu nedenle, ila¢ analizlerinde kullanilan bu yoOntemlerin
performanslar1 birbirlerini destekleyerek ortak bir secicilik seviyesine gelmelidir
(137). Ornegin insan plazmasindan LC-MS sistemi kullanilarak yapilan bir ilag etken
maddesi analizinin segiciligiyle, titrasyon yontemi kullanilarak yapilan bir miktar
tayini analizinin segiciligi ayn1 degildir. LC-MS ¢ok hassas bir sistem oldugundan
kan plazmasi matriksinden gelen her maddeyi ayirirken, yani segiciligi yiiksek bir
sistemken, titrasyonda bitmis iiriiniin i¢indeki yardimci maddelerden girisim olup

olmayacag1 bilinemeyeceginden spesifik bir sistem degildir.

Analiz yontemindeki kiiclik degisiklikler metodun seciciligi iizerinde biiyiik
etkilere sahip olabilmektedir. Klasik bir ters faz sivi kromatografisi metodunda
hareketli faz oraninin seg¢icilik tizerindeki etkisi Sekil 2.13’te goriilmektedir. Ayrimin
en iyi gergeklestigi kosul, %30 metanol/su karisimi, bu yontem i¢in en optimum

kosuldur.
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Sekil 2.13. Nitro-bilesiklerinin HPLC ile farkli hareketli faz oranlar1 kullanilarak
miktar tayini analizleri. (a) %30 metanol/su, (b) %50 metanol/su, (c) %70 metanol/su

(137).
2.10.3. Dogrusallik ve Arahk

Dogrusallik, yontemin belirli bir araliktaki analit derisimiyle dogru orantili olan
test sonuglarini ortaya c¢ikarma yetenegidir. Uygulamada dogrusallik caligsmasi,
amaclanan analitik yonteme uygun olacak sekilde tasarlanmalidir (Tablo 2.8).
Dogrusallik verilerinin kabul edilebilirligi genellikle, derisime karsi sinyal grafigi
icin dogrusal regresyon egrisinin korelasyon katsayis1 ve y-kesisiminin

incelenmesiyle degerlendirilir. Genellikle, korelasyon Kkatsayisi 0,999 olmasi
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verilerin regresyon egrisine kabul edilebilir bir sekilde uydugunun kaniti olarak
kabul edilir. y-kesisim noktasi, hedef diizeyde analit i¢in elde edilen yanitin yiizde

birkagindan az olmalidir.

Tablo 2.8. Dogrusallik ¢alismalari i¢in 6nerilen validasyon araliklari (138).

) o Onerilen Validasyon
Analiz Kategorisi Aralik (%)
Arahigi (%)
Serbest birakma icin test
95-105 80-120
spesifikasyonlari
Kontrol icin test spesifikasyonu 90-110 80-120
Icerik tekdiizelik testi 75-125 70-130
Bir stabilite calismasinda bir
o 50-110 40-120
koruyucunun analizi
Stabilite calismasinda bir
0-10 0-20
bozunma safsizhiginin belirlenmesi

Aralik ise, yontemin dogrusalliginin gecerli oldugu analitin alt ve {ist derisim
seviyeleri araligidir. Aym1 yontem kullanilarak yapilan kesinlik, dogruluk ve
dogrusallik analizleriyle belirlenmektedir. Aralik normalde, yontemle elde edilen test
sonuglartyla ayni birimlerde ifade edilir. ICH kilavuzunda, farkli analiz ¢esitleri i¢in
minimum araliklar belirtilmis olup en az bes derisim seviyesi ihtiva edilmek
durumundadir. Bir safsizlik testi i¢cin minimum aralik, her bir safsizligin raporlama
seviyesinden spesifikasyonun %120'sine kadardir (Toksik veya daha giiclii
safsizliklar igin aralik, kontrol edilen seviye ile orantili olmalidir). Igerik tekdiizelik
testi igin minimum aralik, testin veya hedef derisimin %70 ile %130'u ve ¢6ziinme

testi i¢in belirlenen test araliginin %=+20'sidir.
2.10.4. Gozlenebilme Sinir1/ Alt Tayin Simirn

Gozlenebilme sinir1 ve alt tayin smirt diye ayrilan bu iki parametre 6ziinde
dogrusallik parametresinin alt basliklaridir. ICH Q2 Klavuzuna goére de zaten

hesaplanmasinda kalibrasyon egrisi kullanilmasi en ideal yontemdir ve 2.7 ve

2.8’deki denklemler kullanilarak hesaplanmaktadir (139).
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100
Alt Tayin Sinir1 (LOQ) = Ty e e e e (2.7)

3.3
Gozlenebilme Sinir1 (LOD) = Ta SRSV O72% s )

o=standart sapma, b = regresyon egrisinin egimi

LOD ve LOQ parametrelerinin hesaplanmasi i¢in pratik bir yontem olarak
S/G (sinyal / giiriiltii) oran1 da kullanilabilmektedir. Bu oranin 3:1 olmasi LOD’yi
ifade ederken, 10:1 olmas1 LOQ’yu ifade etmektedir. Giinlimiizde kullanilan HPLC

cihazlarinda bu hesap otomatik olarak yapilabilmektedir.

Gozlenebilme siniri; numunede tanimlanabilen ancak dogru deger olarak
degerlendirilemeyen en minimal analit dl¢iisiidiir. Ornegin klasik bir ters faz sivi
kromatografisi yontemi kullaniliyorsa bahsi gegen analit i¢indeki herhangi bir
maddenin analit i¢inde var oldugunu kanitlayacak kadar yiiksek ancak miktari
hesaplanamayacak (analiz yonteminin araliginin diginda kaldigindan) kadar da kiigiik
bir pik elde edilmesidir (135).

Alt tayin smir1 ise; numunede tanimlanabilen ve dogru bir sekilde miktari
belirlenebilen en minimal analit Olgiisiidiir. Ornegin, klasik bir ters faz sivi
kromatografisi yontemi kullaniliyorsa bahsi gecen analit i¢indeki herhangi bir
maddenin analit var oldugunu kanitlayacak ve miktarini belirleyecek boyutta bir pik

elde edilmesidir (135).
2.10.5. Kesinlik

Analitik bir metodun kesinligi, aynt homojen numunenin 6ngoriilen kosullar
altinda birden fazla Orneklenmesinden elde edilen bir dizi Ol¢liim arasindaki
yakinligini, yani dagilim derecesini ifade etmektedir. Kesinligin; tekrarlanabilirlik,
ara kesinlik ve yeniden iiretilebilirlik olmak iizere {i¢ diizeyi bulunmaktadir. Kontrol
parametreleri olarak standart sapma, bagil standart sapma (varyasyon katsayisi) ve

giiven aralig1 her kesinlik diizeyi i¢in hesaplanmalidir.

Tekrarlanabilirlik, ayni calisma kosullar1 altinda kisa bir zaman araliginda

analitik degiskenligi ifade etmektedir. Belirtilen araligi kapsayan en az dokuz
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numune veya %2100 test derisiminde alti numune hazirlanarak bu numunelerin
cevaplar1 karsilagtirllmaktadir. Bu karsilastirma sonunda kontrol parametreleri

limitler igerisine giriyorsa metodun tekrarlanabilirligi kanitlanmis olmaktadir.

Ara kesinlik, prosediiriin amaglanan kullanimina gore, O6rnegin farkli giinler,
farkli analistler veya farkli ekipman (6rnegin, HPLC metodu kullaniliyorsa aymi
ozelliklere sahip baska bir kolon kullanilabilir ya da analiz farkli bir HPLC cihazinda
tekrar edilebilir) gibi laboratuvarlardaki ek rastgele etkilerin etkisini gozlemlemeye
yarayan bir parametredir. Ara kesinlik analiz sonuglari ile tekrarlanabilirlik sonuglar

birbiri ile uyumlu ¢ikiyorsa metodun ara kesinligi kanitlanmis olmaktadir.

Yeniden fretilebilirlik, yani laboratuvarlar arasindaki kesinlik (isbirligi veya
laboratuvarlar arasi ¢alismalar), devamli yapilmasi gerekli degildir, ancak analitik
prosediirlerin standardizasyonu igin dikkate alinabilecek parametrelerden biridir
(140).

2.10.6. Dogruluk

Analitik yontem kullanilarak yapilan analizler sonucunda elde edilen ortalama
test sonuglarinin analitin gercek degerine olan yakinligi dogruluk parametresinin
tanimidir. Bilinen derisimde analit eklenerek hazirlanan ¢o6zeltilerin tekrarlanan
analizleri sonucunda tespit edilir. Belirlenen aralikta en az ii¢ derisim se¢ilmeli ve
bes dl¢lim yapilmalidir. Kontrol parametresi olarak bagil hata kullanilmaktadir. LOQ
seviyesinde dogruluk %20’den fazla sapmamalidir. Pratik olarak hesaplanan
ortalama deger teorik yani gergek degerin +%2’si olmalidir. Ortalama degerin gergek

degerden sapma orani da dogruluk o6lgiitii olarak kabul edilir (135).
2.10.7. Saglamhk

Farkl1 otoritelerin bu parametre konusunda yaptig1 fakli tanimlar bulunmaktadir.
Omnegin, ICH Q2A'ya gore; analitik bir prosediirin dayamkliligi, ydntem
parametrelerindeki kiiciik, ancak kasitli degisikliklerden etkilenmeme kapasitesinin
bir Olglisiidiir ve normal kullanim sirasinda glivenilirli§inin bir gostergesini

saglamaktadir. FDA ise, dayaniklilik i¢in ICH tanimimi kullanmakta ve dayaniklilik
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icin yapilan calismalardan elde edilen verilerin, genellikle sunulmasa da yontem

dogrulamasinin bir pargasi olarak dahil edilmesinin tavsiye edildigini belirtmektedir.

USP’de dayanikliligin tanimi, ICH kilavuzlarinda verilene benzemektedir. Ancak
dayanikliliktan ayr1 olarak, saglamlik ad1 verilen bagka bir parametre tanimlanmustir.
Saglamlik; bir analitik yontemin saglamligi, farkli laboratuvarlar, farkli analistler,
farkli cihazlar, farkli giinler vb. gibi cesitli kosullar altinda ayni numunelerin
analiziyle elde edilen test sonuglarinin tekrarlanabilirlik derecesi olarak
tanimlanmaktadir. Saglamlik Ozetle analitik yontemin operasyonel ve ¢evresel

degiskenlerinin test sonuclari iizerinde etkisinin olmamasi seklinde ifade

edilebilmektedir (136).

Analitik prosediirlerin saglamligi genellikle hepsinden daha az fark edilse de en
Oonemli validasyon parametrelerinden biridir. Giiniimiizde oOzellikle farmasotik
analizde bu parametreye daha fazla dikkat edilmektedir. Temel olarak, dayaniklilik
testi, bir yontemin tipik bir laboratuvar ortaminda ve kabul edilebilir varyasyonlarla
etkili bir sekilde performans gosterme yetenegini degerlendirmek anlamina

gelmektedir.

Saglamligin degerlendirilmesi i¢in, cihaz ayarlart gibi kullanilan analitik
ekipmanla dogrudan baglantili olan yontem parametreleri degistirilmektedir. Bu
nedenle, bu parametreler dahili parametreler olarak adlandirilmaktadir. Saglamlik
degerlendirmesi, laboratuvarlar vb. gibi degisken parametreleri icermektedir. Bu

nedenle, bu parametreler harici parametreler olarak tanimlanmaktadir (141, 142).

Yiiksek performansli sivi kromatografisi sistemlerinde kasith degisikliklerin

yapilabilecegi dayaniklilik parametreleri asagidaki gibidir;

e Kolon tipi (iiretici, sabit faz partisi)

e Kolon sicakligi

e Hareketli faz pH’s1

e Akis hizi

e Tampon derisimi (iyonik kuvvet)

e Hareketli faz bilesimi (organik ¢oziicii yiizdesi)

e Gradiyent egimi



Enjeksiyon hacmi

Numune hazirlama (¢ozeltilerin pH's1, reaktif derisimleri vb.)
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3. GERECLER VE YONTEM

3.1. Cihaz ve ekipmanlar.

HPLC Shimadzu, LC-20 HPLC Sistemi
Gradient Pompa Shimadzu, LC-20AT
Auto-Sampler Shimadzu, SIL-20AC

Kolon Firim Shimadzu, CTO-20AC

PDA Dedektorii Shimadzu, SPD-M20A

Ultrasonik Banyo ISOLAB, Banyo — Ultrasonik — 3 It.
Manyetik Karistirici DLAB, MS-H340-54

pH Metre Mettler Toledo, S220-K Sevencompact
Buzdolab1 Vestel, SC25001

Mikropipet ISOLAB

Meziir (25 — 100- 1000 mL) ISOLAB

Spatiil ISOLAB

Balon Joje (10 — 100 mL) ISOLAB
3.2. Kimyasal Maddeler ve Kolonlar

Kimyasal Maddeler:
Potasyum Dihidrojen Fosfat ~ Sigma Aldrich
Sodyum Asetat Trihidrat Sigma Aldrich

Trietilamin Sigma Aldrich
Glasiyel Asetik Asit Sigma Aldrich
Etanol (HPLC Grade) Sigma Aldrich
Metanol (HPLC Grade) Sigma Aldrich
Simetidin USP
Famotidin USP

Nizatidin USP

Ranitidin USP
Mikrokristalin Seliiloz flko Tlag

Hidroksipropilmetilseliiloz  lko ilag



59

Talk flko ilag
Prejelatinize Nisasta Ilko Ilag
Magnezyum Stearat Ilko Tlag
Titanyum Dioksit Ilko Tlag
Laktoz Monohidrat flko ilag
Kolonlar:

ACE 5 C8 (150 mm x 4,6 mm i.¢), 5um partikiil boyutu
ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 mm i.¢), Sum partikiil boyutu
ACE 5 C18 (150 mm x 4,6 mm i.¢), Sum partikiil boyutu

Inertsil ODS-4V (150 mm x 4,6 mm i.¢), Sum partikiil boyutu
3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. Hareketli Fazlarin Hazirlanmasi

Caligmanin hem yesil kromatografiye uymasi hem de gerekli kromatografik
ayrimin saglanmasi i¢in potasyum dihidrojen fosfat tamponu tercih edilmistir. Bu
dogrultuda metodunun optimizasyonu siirecinde 10, 30 ve 50 mM’lik tampon

cozeltileri hazirlanmigstir. Bu tamponlarin hazirlaniglar: asagidaki gibidir;

10 mM Potasyum Dihdrojen Fosfat Tamponu: Tuz olarak potasyum
dihidrojen fosfat kullanilmistir. 1,36 g potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1000
mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Manyetik karistirici yardimiyla tuzun suda
¢Oziinmesi saglanmistir. Balik balon jojeden ¢ikarildiktan sonra, ¢ézeltinin hacmi su
ile 1000 mL’ye tamamlannmustir. Igerisindeki partikiillerin uzaklastirilmasi igin
stizge¢ kagidi (0,45 p, 47 mm) ile siiziilmiis ve daha sonra ¢dziinmeyen gazlarin

uzaklastirilmasi i¢in 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.

30 mM Potasyum Dihidrojen Fosfat Tamponu: Tuz olarak potasyum
dihidrojen fosfat kullanilmistir. 4,08 g potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1000
mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Manyetik karistirici yardimiyla tuzun suda

¢oziinmesi saglanmistir. Balik balon jojeden ¢ikarildiktan sonra, ¢dzeltinin hacmi su
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ile 1000 mL’ye tamamlannustir. Igerisindeki partikiillerin uzaklastirilmasi igin
stizge¢ kagidi (0,45 p, 47 mm) ile siiziilmiis ve daha sonra ¢dziinmeyen gazlarin

uzaklastirilmasi i¢in 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.

50 mM Potasyum Dihidrojen Fosfat Tamponu: Tuz olarak potasyum
dihidrojen fosfat kullanilmistir. 6,80 g potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1000
mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Manyetik karistirici yardimiyla tuzun suda
¢Oziinmesi saglanmistir. Balik balon jojeden ¢ikarildiktan sonra, ¢dzeltinin hacmi su
ile 1000 mL’ye tamamlanmstir. Igerisindeki partikiillerin uzaklastirilmasi igin
stizge¢ kagidi (0,45 p, 47 mm) ile siiziilmiis ve daha sonra ¢ézlinmeyen gazlarin

uzaklastirilmasi i¢in 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.

50 mM pH 6.0 Potasyum Dihidrojen Fosfat Tamponu: Tuz olarak potasyum
dihidrojen fosfat kullanilmigtir. 6,80 g potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1000
mL’lik balon jojeye aktarilmis ve {izerine 750 mL ultra saf su eklenmistir. Manyetik
karistirici yardimiyla tuzun suda ¢oziinmesi saglanmistir. Tuz tamamen ¢oziindiikten
sonra 1 M potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 6,0 olacak sekilde ayarlanmigtir. Balik
balon jojeden cikarildiktan sonra, ¢oOzeltinin hacmi su ile 1000 mL’ye
tamamlanmustir. Icerisindeki partikiillerin uzaklastirilmasi igin siizge¢ kagidi (0,45 p,
47 mm) ile siizilmiis ve daha sonra ¢ozlinmeyen gazlarin uzaklastirilmasi i¢in 15

dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.

100 mM Sodyum Asetat Trihidrat Tamponu: Tuz olarak sodyum asetat
trihidrat kullanilmigtir. 13,60 g sodyum asetat trihidrat tartilarak 1000 mL’lik balon
jojeye ve tizerine 750 mL ultra saf su eklenmistir. Manyetik karistirici yardimiyla
suda ¢Oziinmesi saglanmistir. Tuz tamamen c¢oziindiikkten sonra mikropipet
yardimiyla 1 mL trietilamin eklenmis, sonrasinda glasiyel asetik asit ile pH 6,0
olacak sekilde ayarlanmistir. Balik balon jojeden ¢ikarildiktan sonra, ¢ozeltinin
hacmi su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir. Icerisindeki partikiillerin uzaklastirilmasi
i¢in siizgec kagidi (0,45 pu, 47 mm) ile siiziilmiis ve daha sonra ¢oziinmeyen gazlarin

uzaklastirilmasi i¢in 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir.
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3.3.2. Coziiciilerin Hazirlanmasi

Famotidin validasyonu hem gelistirilen yesil kromatografi metoduyla hem de
Famotidin Tablet USP monografinda bulunan yontemle yapildigindan iki yontem

i¢in iki farkli ¢oziict kullanilmistir.

Yesil Kromatografi Coziiciisii: 30 mM’lik potasyum dihidrojen fosfat tamponu
Boliim 3.1.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Bu tampondan 980 mL alinarak
tizerine 20 mL etanol eklenmis, manyetik karigtiricida 10 dakika daha karistirilmistir.
Cozlinmeyen gazlarin uzaklastirllmas: i¢in 30 dakika ultrasonik banyoda

bekletilmistir.

USP Coziiciisii: 50 mM pH 6.0’lik potasyum dihidrojen fosfat tamponu Bolim
3.1.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.

3.4. Stok ve Calisma Standartlarinin Hazirlanmasi

e Famotidin stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi (0,1 mg/mL)

Famotidin calisma standardindan 10 mg tartilarak 100 mL’lik balon jojeye
almmistir. Uzerine 25 mL metanol eklenerek 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda
tutulmus ve ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra hacmine yine metanolle

tamamlanmustir.
e Famotidin ¢alisma standardinin hazirlanmasi (0,01 mg/mL)

Hazirlanan Famotidin stok ¢ozeltisinden 1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojede
hacmine numune ¢oziiclisi ile seyreltilmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti HPLC vialine

alinmistir.
¢ Nizatidin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0,1 mg/mL)

Nizatidin ¢aligma standardindan 10 mg tartilarak 100 mL’lik balon jojeye
almmistir. Uzerine 25 mL metanol eklenerek 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda
tutulmus ve c¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra hacmine yine metanolle

tamamlanmuistir.
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¢ Nizatidin cahisma standardimin hazirlanmasi (0,01 mg/mL)

Hazirlanan Nizatidin stok ¢ozeltisinden 1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojede
hacmine numune ¢oziiclisi ile seyreltilmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti HPLC vialine

alimustir.
¢ Ranitidin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0,1 mg/mL)

Ranitidin ¢alisma standardindan 10 mg tartilarak 100 mL’lik balon jojeye
almmistir. Uzerine 25 mL metanol eklenerek 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda
tutulmus ve c¢Oziinmesi saglanmistir. Daha sonra hacmine yine metanolle

tamamlanmaistir.
e Ranitidin ¢calisma standardinin hazirlanmasi (0,01 mg/mL)

Hazirlanan Ranitidin stok g¢ozeltisinden 1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojede
hacmine numune ¢oziiciisii ile seyreltilmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti HPLC vialine

alinmistir.
e Simetidin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0,1 mg/mL)

Simetidin ¢alisma standardindan 10 mg tartilarak 100 mL’lik balon jojeye
alinmigtir. Uzerine 25 mL metanol eklenerek 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda
tutulmus ve c¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra hacmine yine metanolle

tamamlanmaistir.
e Simetidin calisma standardinmin hazirlanmasi (0,01 mg/mL)

Hazirlanan simetidin stok ¢ozeltisinden 1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojede

hacmine yesil ile seyreltilmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti HPLC vialine alinmustir.
o Karisim cozeltisinin hazirlanmasi

Yontem optimizasyonu sirasinda kromatografik ayrimin saglanip saglanmadigini
kontrol etmek amaciyla tiim etken maddeleri iceren bir karisim enjeksiyonundan
yararlanilmistir. Bu dogrultuda her etken madde i¢in hazirlanan stok ¢dzeltilerinden

1 mL alinarak 10 mL’lik balon jojede hacmine 3.3.2’de anlatilan yesil kromatografi



63

¢oziciist ile seyreltilmistir. (Crnt=0,01 mg/mL, Csmt=0,01 mg/mL, Crmt=0,01
mg/mL, Cnzr=0,01 mg/mL) Hazirlanan bu ¢6zelti HPLC vialine alinmustir.

e I¢ standart (Simetidin) ¢6zeltisinin hazirlanmasi (0,2 pg/mL)

Hazirlanan simetidin stok c¢ozeltisinden 20 pL alinarak 10 mL’lik balon jojede
hacmine bolim 3.3.2°de anlatilan yesil kromatografi ¢oziiclisii ile seyreltilmistir.

Hazirlanan bu ¢ozelti HPLC vialine alinmastir.
3.5. Farmasotik Preperatlarin Hazirlanmasi

Duovel 40 mg Film Kaph Tablet (Famotidin): Alt1 adet 40 mg Famotidin
iceren tabletler havan yardimiyla toz haline getirildikten sonra, 1 tablete esdeger
miktar1 tartilarak 200 mL’lik balon jojeye almmugtir. Uzerine 50 mL metanol
eklenerek 20 dakika ultrasonik banyoda ¢6ziinmesi saglanmistir. Hacmine metanol
ile tamamlandiktan sonra hazirlanan bu ¢6zeltiden 0.50 mL 10 mL’lik balon jojeye
alinmis ve numune ¢oziiciisii ile hacmine seyreltilmistir (Cevr = 0,01 mg/mL).

Hazirlanan bu ¢6zelti HPLC vialine alinmistir.
3.6. Plasebo Cozeltisinin Hazirlanmasi

Duovel Film Kaph Tablet Plasebosu: Famotidin Tablet igerigi kisa iiriin
bilgisinden dgrenilmistir (143). Bu dogrultuda gerekli yardimeir maddeler tartilarak
karistirllmistir. Bir tablet icerigine uyacak sekilde 320 mg karisim 200 mL’lik balon
jojeye tartilmistir. Uzerine 50 mL metanol eklenerek 20 dakika ultrasonik banyoda
¢Oziinmesi saglanmistir. Hacmine metanol ile tamamlandiktan sonra hazirlanan bu
¢ozeltiden 0,05 mL 10 mL’lik balon jojeye alinmis ve numune ¢oziiciisii ile hacmine

seyreltilmistir. Hazirlanan bu ¢6zeltt HPLC vialine alinmastir.
3.7. Yontem Gelistirme ve Optimizasyon Tasarimi
3.7.1. Yontem Gelistirme

Yontem gelistirme ¢alismalar1 sirasinda oncelikle kromatografik ayirima onem
verilmeden fakli kolon boylari ve hareketli faz olarak farkli oranlardaki etanol:su

(20.80, 10.90, h/h) karigimlart kullanilarak HPLC sistemine enjeksiyonlar yapilmisg
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ve etken madde piklerinin alikonma zamanlarinin yaklasik kaginci dakika oldugu
kaydedilmistir. Caligmalar sonrasinda; kolon boyu uzadik¢a ve partikiill boyutu
kiiglildiikge aywriciligin arttigi gozlemlenmistir. Ancak yine bu kosullarda etken
maddelerin alikonma zamanlarinin da artmast sonucu analiz siiresi fazla
uzayacagindan hem ayiriciligin limitlere uygun oldugu hem de analiz siiresinin fazla
uzun olmadigr optimum kolon olarak 150 mm x 4,6 mm i.¢ 5 um partikiil boyutlu
kolonla devam edilme karar1 alinmistir. Son olarak farkli derisimlerde hazirlanan
tampon ¢ozeltisi ile farkli oranlarda etanol karisimi hareketli faz olarak kullanilmig
hem sistem uygunluk parametrelerinde uygunlugun artacagi goriilmiis hem de
kromatografik ayrimin iyilesecegi anlasilmigtir. Ayrica, 70 dakikalik analiz siiresi
boyunca etken maddelerden gelen herhangi bir safsizlik gozlemlenmemistir. Bu
sebeple optimizasyon c¢alismasina potasyum dihidrojen fosfat tamponu ile devam

edilmesine karar verilmistir.
3.7.2. Optimizasyon Tasarim

On calismalar temel alinarak famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken
maddelerinin kromatografik olarak ayirimlarinda kullanilacak optimum kosullari
belirlemek i¢in deneysel tasarim plani olusturulmustur. Kemometrik olarak yapilan
deneysel tasarim planlamalarinda faktor sayisi arttikca deney sayisi artmakta, buna
bagli olarak sonuglari degerlendirilmesinde kullanilan cevap yiizey alani grafigi
karmasik bir hale gelmektedir. Bu sebeple famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin
etken maddelerin kromatografik ayirimlarina etki eden ana faktorleri bulmak ve
deney sayisin1 azaltmak icin iki seviyeli tam faktdriyel tasarim plani; 2* yani 16
deney ve buna ilave olarak 5 orta kosul olmak iizere toplamda 21 deney olacak
sekilde olusturulmustur. Tam faktoriyel tasarimda kromatografik ayirimi etkiledigi
belirlenen faktorler tampon derisimi, etanol (%) miktari, kolon sicakligi ve akis
hizidir (Tablo 3.1, Tablo 3.2). Faktorlerin kromatografik ayirima olan etkisinin
incelenmesinde cevap degiskenleri kromatografik performansin degerlendirilmesinde
kullanilan ayiricilik (Rs>2) ve etken maddelere ait alikonma zamanlari olarak
belirlenmistir. Ayn1 zamanda kapasite faktorii, teorik tabaka sayis1 ve simetri faktorii

gibi sistem uygunluk parametreleri de takip edilmistir.



Tablo 3.1. Kismi faktoriyel tasarim planina gore belirlenen deneysel kosullar.

65

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
Deney No. Tampon Etanol Akis hza Kolon
Derisimi (mM) (%) (mL/dakika) Slc(oaz;lgl
1 -1 -1 1 1
2 0 0 0 0
3 -1 1 1 1
4 -1 -1 1 -1
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 1 1 -1 1
8 -1 1 1 1
9 1 1 1 1
10 -1 -1 -1 -1
11 1 -1 -1 -1
12 -1 1 1 1
13 1 1 1 1
14 1 1 1 1
15 1 1 1 1
16 0 0 0 0
17 1 -1 1 -1
18 -1 1 -1 1
19 1 1 1 1
20 -1 1 -1 -1
21 0 0 0 0
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Tablo 3.2. Secilmis faktorler ve tam faktoriyel tasarimdaki seviyeler.

Seviyeler
Faktorler
-1 0 1
Tampon Derisimi (mM) 10 30 50
Etanol (%0) 2 6 10
Akis Hiz1 (mL/dakika) 0,70 0,85 1,00
Kolon Sicakhig (°C) 25 32,5 40

3.8. Kromatografik Kosullar

3.8.1. Famotidinin Farmasotik Preperatlardan Analizi icin Gelistirilen Yesil

Kromatografik Yontem

Yontem optimizasyon c¢alismalarindan sonra karar verilen cihaz parametreleri

asagidaki gibidir;
Kullanilacak Cihaz
Kolon

Kolon Sicakhg:
Hareketli Faz Akis Hizi
Enjeksiyon hacmi
Dedektor Dalga Boyu
Hareketli Faz Bilesimi
Enjeksiyon Siiresi

Numune Sicakhgi

: HPLC/PDA

: ACE 5 C18 (150 X 4,6 i.d., 5 um partikiil boyutu)
: 40°C

: 1,0 mL/dakika

12 ul

1230 nm

: 10 mM KH2PO4 tamponu: Etanol (98.2, h/h)

: 15 dakika

: Oda sicakligi
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3.8.2. Famotidinin Farmasotik Preperatlardan Analizi icin Kullanilan USP

Metodu
Kullamilacak Cihaz : HPLC/PDA
Kolon : ACE 5 C18 (150 X 4,6 i.d., 5 um partikiil boyutu)
Kolon Sicakhigi :40°C
Akis h1iza 1 1,4 mL/dakika
Dedektor Dalga Boyu 1275 nm
Enjeksiyon hacmi 250 uL
Hareketli Faz Bilesimi : 10 mM Asetat tamponu: Asetonitril (93.7, h/h)
Enjeksiyon Siiresi : 15 dakika

Numune Sicakhi@ : Oda sicakligi
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4. BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda, famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken
maddelerinin, HPLC ile analizi i¢in kosullar optimize edildikten sonra i¢ standart
olarak simetidin kullanilarak farmasotik preparatlardan famotidin tayini igin

validasyon caligmalarina gecilmistir.

Hem yesil kromatografi kurallarina ve prensiplerine uygun olarak gelistirilen
yeni metodun hem de tiim diinyada aktif olarak kullanilan ama cevreye duyarli
olmayan USP metodunun validasyonlart yapilmistir. Bu iki yontem etkinlik ve

cevreye duyarlilik bakimindan karsilagtirilmstir.
4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi
4.1.1. Yontem Secimi

Calismada kullanilacak olan famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken
maddelerin oncelikle fiziksel ve kimyasal 6zellikleri incelenmis sonrasinda her etken
madde i¢in USP monograflarinda belirtilen yontemler karsilastirilmistir. Bu sayede
dalga boyu, kolon sicakligi gibi kromatografik kosullar belirlenerek bir ¢aligma
aralig1 secilmistir. Belirlenen ¢alisma araliginda kemometrik optimizasyon ¢aligmasi
yapilmasina karar verilmistir. Bu sayede en verimli yesil kromatografik yontemin

gelistirilecegi Ongoriilmiistiir.

Yesil kromatografik yontemde kullanilacak kolonun belirlenmesi adina da
caligmalar yapilmistir. Bu dogrultuda farkli 6zelliklere sahip kolonlar kullanilarak
karisim ¢ozeltisinden enjeksiyonlar verilmistir. En yliksek ayiricilik saglanirken
enjeksiyon zamanimnin da fazla olmamasma dikkat edilmistir. C18 kolonlarda iyi
ayricilik saglandigi gézlemlenmistir. 3 um ¢apinda dolgu maddesi olan kolonlarda
hem basincin fazla ylikseldigi hem de enjeksiyon siiresinin arttigi belirlenmistir.
Benzer sekilde ayni sorun 250 mm kolonlarla da yaganmistir. Bu nedenle ¢alismalara

5 um C18 150 x 4,6 mm kolonla devam edilmesine karar verilmistir.
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e Kromatografik Yontem Kosullarinin Optimizasyonu

Faktorlerin  kromatografik ayirima olan etkisinin incelenmesinde cevap
degiskenleri kromatografik performansin degerlendirilmesinde kullanilan ayiricilik
(Rs>2) ve etken maddelere ait alikonma zamanlart olarak belirlenmistir. Miimkiin
olan en kisa analiz siiresinde maksimum ayiricilik (Rs>2) elde etmek i¢in iki seviyeli
tam faktoriyel tasarim ile Tablo 3.9°da verilen kosullarda analizler
gerceklestirilmistir. Faktorlerin seviye degerleri 6n deneylere gore belirlenmistir.
Sonuglar cevap degiskeni olarak dort etken maddenin alikonma zamanlari
(famotidin, nizatidin, ranitidin, simetidin) ve etken maddeler arasindaki ayiricilik
(famotidin-simetidin, simetidin-nizatidin, nizatidin-ranitidin) verileri kullanilarak

degerlendirilmistir. Buna gore toplamda 7 tane cevap degiskeni kullanilmistir.

Birden fazla cevap degiskeni (alilkonma zamani ve ayiriciliklar) olmasi ve bu
cevap degiskenlerinin farkli skalalara sahip olmalar1 nedeniyle her bir faktoriin ayr
ayr1 degerlendirilmesi ¢cok zordur. Bu zorluklarin iistesinden gelmek igin, tiim
sonuclar ayni anda toplam isteklilik fonksiyonu ile degerlendirilmistir. Bu fonksiyon,
farkli cevap degiskenlerinden (alikonma zamani, dtr; ayiricilik, dR) elde edilen
degerlerinin birlestirilebilmesi i¢in cevaplarin her bir kriter i¢in boyutsuz bir
isteklilik olgegine doniistiiriilmesine dayanmaktadir (131, 144, 145). Isteklilik
fonksiyonunun 6l¢egi, tamamen istenmeyen bir yanit i¢in d = 0 arasinda, tamamen
istenen bir yanit i¢in d = 1 arasinda degisir, bunun iizerinde daha fazla iyilestirmenin
hicbir 6nemi yoktur. Cevaplarin ayni anda degerlendirilebilmesi i¢in toplam isteklilik
fonksiyonu uygulanmistir. Buna gore, geometrik ortalama yoluyla farkli cevap
degiskenleri i¢in elde edilen isteklilik degerleri birlestirilerek toplam isteklilik degeri
(Dtoplam) hesaplanmustir (Esitlik 4.1).

D= (d* X d)? X .. dy™)YWitWeedWn) e e e e (A1)

Denklemdeki di, her deneyin bireysel yanitinin doniistiiriilmesinden elde edilen
her yanitin bireysel istenilirlik fonksiyonu w yanitin agirligi ve n yanit sayisidir.
Famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken maddelerinin alikonma zamanlarina
ait toplam isteklilik fonksiyonun hesaplanmasi i¢in bu etken maddelere ait toplam 4

alikonma zamani, etken maddelerin ayiriciliklarina ait toplam isteklilik fonksiyonun
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hesaplanmasi i¢inse bu etken maddelere ait toplam 3 ayiricilik degeri kullanilarak

hesaplamalar gerceklestirilmistir.

Deneylerden etken maddelere ait elde edilen alikonma siireleri ve ayiriciliklar,
maksimum ayiricilik ve minimum alikonma stiresini elde etmek icin bir isteklilik
fonksiyonuna doniistiiriilmiistiir. Bu ¢alismada isteklilik fonksiyonunun olgegi d =
0,1 ile 1 arasinda degismektedir. Bir¢ok deney i¢in toplam isteklilik fonksiyonunun
stfir olarak hesaplanmasina bagli olarak d = 0 ile 1 arasinda isteklilik fonksiyonunun
uygulanmasit gecersiz modellerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu nedenle
isteklilik fonksiyonunun d = 0,1 ile 1 arasinda degisen Olcegi kullanilmistir. Etken
maddelerin cevap degiskenleri olan alikonma siireleri ve ayiriciliklar: i¢in agirlik 1
(w=1) olarak belirlenmistir. Bu degerlere gore, 4 etken maddeye ait dort alikonma
zaman1 ile famotidin-simetidin, simetidin-nizatidin, nizatidin-ranitidin etken
maddeleri arasindaki 3 ayiricilik degeri kullanilarak alikonma siirelerinin istekliligi
(Dyr), ayiriciliklarin istekliligi (Dr) ve alikonma siirelerinin istekliligi + ayiriciliklarin

istekliligi (Dtoplam) hesaplanmustir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. iki seviyeli kismi faktoriyel tasarimdaki her bir kosula ait cevap degiskeni
olan alikonma siirelerinin istekliligi (Dy), ayiriciliklarin istekliligi (Dr) ve alikonma

stirelerinin istekliligi + ayriciliklarin istekliligi.

1.Faktor | 2.Faktor | 3.Faktor | 4.Faktor | Cevap 1l | Cevap 2 | Cevap 3
Analiz A:Tampqn B:Etanol CiAkas D:Kolovn
Sirast Derisimi (%) hiz1 Sicaklig Dt Dr Droplam
(mM) (mL/dk.) (°C)

1 10 2 1,00 40 0,564 0,992 0,748
2% 30 6 0,85 32,5 0,965 0,193 0,432
3 10 10 1,00 40 1,000 0,162 0,402
4 10 2 1,00 25 0,424 0,792 0,579
5* 30 6 0,85 32,5 0,956 0,198 0,436
6* 30 6 0,85 32,5 0,942 0,244 0,479
7 50 10 0,70 25 0,992 0,100 0,315
8 10 10 1,00 25 1,000 0,176 0,419
9 50 10 1,00 25 1,000 0,150 0,388
10 10 2 0,70 25 0,166 0,804 0,365
11 50 2 0,70 25 0,247 0,215 0,231
12 10 2 0,70 40 0,256 0,958 0,496
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Tablo 4.1. iki seviyeli kismi faktoriyel tasarimdaki her bir kosula ait cevap degiskeni
olan alikonma siirelerinin istekliligi (Dy), ayiriciliklarin istekliligi (Dr) ve alikonma

stirelerinin istekliligi + ayiriciliklarin istekliligi (devam).

13 50 10 0,70 40 1,000 0,100 0,316
14 50 2 0,70 40 0,395 0,215 0,292
15 50 2 1,00 40 0,109 0,737 0,283
16* 30 6 0,85 32,5 0,950 0,227 0,464
17 50 2 1,00 25 0,582 0,215 0,354
18 10 10 0,70 40 0,996 0,178 0,422
19 50 10 1,00 40 1,000 0,139 0,373
20 10 10 0,70 25 0,988 0,197 0,441
21* 30 6 0,85 32,5 0,950 0,183 0,417

*Merkez noktalar

Her bir analiz i¢in cevap degiskenlerine ait hesaplanan sonuglar “Design Expert”
programina aktarilmis ve sonuglar istatistiksel testler ile degerlendirilmistir. “Design
Expert” programi tarafindan saglanan “Box-Cox” grafigi araciligiyla cevap
degiskenlerine uygulanacak matematiksel doniisiim belirlenmistir. Sonrasinda
program tarafindan her bir cevap degiskenine ait dnerilen modeller ANOVA testi ve
uyum istatistikleri ile degerlendirilmis ve Onerilen modellerin gegerlilikleri
smanmigtir. Program tarafindan saglanan tani araglari ile cevap degiskenlerinde
aykirt deger olup olmadig1 kontrol edilmis ve aykiri olan degerler dislanmustir.
Cevap degiskenlerine ait modellerin ANOVA testi ve uyum istatistik sonuglar1 Tablo
4.2 ve 4.3’te verilmistir. Modellere ait p degerinin 0,05’ten kiigiik olmas1 ve modele
ait uyum eksikligi noktasinin ise 0,05’ten biiyiik olmasi anlamlilik kriteri olarak
kabul edilmistir. Program tarafindan uyum eksikliginin anlamsiz olmasi modelin
gecerliligini dogrulamak i¢in kullanilan bir kriterdir ve modeldeki uyum eksikliginin
saf hataya gore onemli olmadigin1 gosterir. Tasarimdaki cevap degiskenleri igin
onerilen modellere ait dogrusal regresyon katsayilar1 boyle bir karmasik tasarim igin
hayli yiiksek bir korelasyonda bulunmustur. Bu sonuglara gére cevap degiskenleri

i¢cin Onerilen modeller istatistiksel olarak gegerli ve anlamlidir.
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Tablo 4.2. Cevap degiskenleri i¢in 6nerilen modellere ait ANOVA testi sonuglari.

Kareler Ortalama

Toplam: df Kare F-degeri | p-degeri
Model (Dtr) 0,5764 7 0,0823 718250 | 1,1x10Y | anlamli
UE (Dxr) 0,0000 6 | 6,786x10° 0,3672 0,8685 | anlamsiz
Model (Dr) 1,7100 3 0,5685 121,89 | 3,1x10 | anlamh
UE (Dr) 0,0640 12 0,0053 2,01 0,2617 | anlamsiz
Model(Dtoplam) 0,2097 7 0,0300 11,96 0,0001 | anlamlh
UE (Dtoplam) 0,0275 8 0,0034 5,36 0,0612 | anlamsiz

Tablo 4.3. Cevap degiskenleri i¢in Onerilen modellere ait uyum istatistigi testi

sonugclari.
Drtr Dr Dtoplam Dtr Dr Dtoplam
SS 0,0034 | 0,0683 | 0,0501 R? 0,9998 0,9581 | 0,8746
Ortalama | 0,8724 | -0,6155 | 0,4120 | Diizeltilmis R* | 0,9997 0,9502 | 0,8015
CV.% | 0,3881 | 11,10 12,15 Tahmini R? 0,9992 0,9381 | 0,5245

SS: Standart sapma. C.V: % Varyasyon Katsayisi

Deneysel veriler, faktorler veya bagimsiz degiskenler ile (tampon derigimi, akis
hizi, kolon sicakligi ve %etanol) cevap veya bagimli degisken (D, Dr, Dioplam)
arasindaki iliski matematiksel olarak aciklanabilir. Matematiksel esitliklere ait

katsayilar asagidaki 6rnek model ile aciklanabilir.
y = bo + bixX1 + b2X2 +bsXs + b11X12 + D22X22 +033X33 + b12XaXz + D13X1X3 + D23XaX3

y (Cevap): Deney sonucunda elde edilen degerler, bo: kesisim veya ortalama, biX:
+ D2Xx2 +bsxs: li¢ faktdriin her birine ait dogrusal terimler, b11X12 + D22X22 +h33X33: lig
faktoriin her birine ait kuadratik terimler, bDioXiX2 + b1sxiXz + bosxoXs: faktorler

arasindaki etkilesimlerdir.

Bu baglamda faktorler agisindan “Design Expert” programi tarafindan ii¢ cevap

degiskeni icin sunulan modellere ait Onerilen matematiksel esitlikler asagida
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verilmistir. Onemsiz olan faktorler modelden ¢ikarilmistir. Elde edilen katsayilar

Tablo 4.4’te verilmistir.

Dy = - 0,690589 +0,003640Tampon Derisimi + 0,167520 Etanol +1,00354Akis
hiz1 +0,008472 Kolon Sicakligi — 0,000361 Tampon Derisimi * Etanol -0,099335
Etanol * Akis hiz1 — 0,000834 Etanol * Kolon Sicakligi

Dr= +0,282458 — 0,018273 Tampon Derisimi — 0,100987 Etanol + 0,001403

Tampon Derisimi * Etanol

Dioplam = -0,356258 + 0,009490 Tampon Derisimi + 0,091314 Etanol + 1,18895
Akis hizi — 0,001734 Tampon Derigimi * Etanol — 0,020081 Tampon Derigimi *
Akis hiz1 — 0,132738 Etanol * Akis hiz1 + 0,002716 Tampon Derisimi * Etanol *
Akis hizi

Tablo 4.4. Design Expert programi tarafindan ii¢ cevap degiskeni i¢in sunulan

modellere ait Onerilen matematiksel esitliklerdeki katsayilar.

Katsayl Deger (D) Deger (Dr) Deger (Dtoplam)
bo -0,6906 0,2824 -0,3562
b1 0,0036 -0,0183 0,0095
b2 0,1675 -0,1010 0,09131
bs 1,0035 - 1,1890
b4 0,0085 - -
b1z -0,0004 0,0014 -0,0017
b1s - - -0,0201
b23 -0,0993 - -0,1327
b2s4 -0,0008 - -

b123 - - 0,0027

* Onemsiz faktdrler modelden cikarilmustir.
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Bu sonuglara gore Design Expert programi tarafindan cevap degiskenlerinin
maksimum isteklilik degerlerine bagli olarak (Dyr, DR, Dioplam) minimum siirede etken
maddeler i¢in iyi bir aymrim (Rs>2) saglanmasi amaciyla onerilen faktor degerleri
Sekil 4.1’de sunulmustur. Buna goére famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin
etken maddelerinin es zamanli olarak minimum siirede ayirimlart (Rs>2) igin
belirlenen optimum kosullar sirastyla; 10 mM KH2PO4 tamponu, Tampon: etanol
(98.2, h/h) hareketli faz orani, 1 mL/dk akis hiz1 ve 40 °C kolon sicakligidir.
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Sekil 4.1. Famotidin, simetidin, ranitidin ve nizatidin etken maddelerinin es zamanl
olarak minimum siirede ayirimlarinin (Rs>2) saglanmasi amaciyla en yiiksek
isteklilik degerine sahip faktor degerleri; a: Tampon derisimi, 10 mM, b: etanol
orani, %2, c: akig hizi, 1,0 mL/dk, d: kolon sicakligi, 40°C, e: d;, alikonma
stirelerinin istekliligi, 0,564, f: Dy, ayiriciliklarin istekliligi, 0,882, g: Da, toplam
isteklilik, 0,664

Iki seviyeli tam faktdriyel tasarim ile isteklilik fonksiyonuna bagl bir kriter
kullanilarak optimize edilen kosullarda elde edilen kromatogram Sekil 4.2°de

verilmigtir. Buna gore famotidin, nizatidin, simetidin ve ranitidin etken maddeleri
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izokratik eliisyon modunda 10 mM KH2PO4 tamponu : etanol (98.2, h/h) hareketli
faz1, 1 mL/dk akis hiz1 ve 40 °C kolon sicakligi ile kromatografik olarak ayrilmistir.
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cnnn a 2 z e
5000~ = .3 £ 5
i g Ik E 5
2 L8 3
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2500+ 5 = A2
i “ e n
N 0
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Sekil 4.2. Optimize kosullarda etken maddelerin ayirimina ait 6rnek kromatogram.
Hareketli faz: 10 mM KH2PO4 tamponu:etanol (98.2, h/h), akis hizi 1,0 mL/dk,
Kolon: C18 150 x 4.6 mm 5 um, 40 °C.

4.1.2. T¢ Standart Secimi

Famotidinin HPLC yontemiyle tayininde kullanilacak i¢ standart se¢imi igin
optimizasyon c¢aligmasinda famotidinden kromatografik olarak tamamen ayirilmis
olan diger H> reseptor antagonistleri, simetidin, nizatidin ve ranitidinden alikonma

zamani 7,30 dakika olan simetidin se¢ilmistir.

Gelistirilen yesil kromatografik yontemde 230 nm dalga boyunda en fazla cevabi
veren etken madde simetidindir. Diger etken maddelere gore daha net ve diizgiin bir
pik vermesi simetidinin i¢ standart olarak tercih edilme sebepleridir. Hem simetidin
etken maddesinden ¢ok fazla harcamamak i¢in hem de 0,2 pg/mL
konsantrasyonunda sistem uygunluk parametrelerine uygun pik verdiginden i¢

standart konsantrasyonu olarak 0,2 ug/mL se¢ilmistir.



76

4.2. Famotidinin Farmasétik Preperatlardan Analizi icin Yesil Kromatografi

ile Yontem Validasyonu
4.2.1. Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla optimum kosullarda,
10,0 pg/mL ilag etken maddelerini igeren karisimin analizi gerceklestirilmis ve bagil
hata degerleri hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.5 — Tablo 4.9, n=6). Elde edilen
kromatogramda, sistem uygunluk (kapasite faktorii, k’>2,0; pik asimetri orani,
PAO<1,5; teorik tabaka sayisi, N>2000) parametreleri ac¢isindan degerlendirildiginde
kabul edilen kritik degerleri sagladigi goriilmiistiir.

Tablo 4.5. Optimum kosullarda elde edilen famotidin pikine ait sistem uygunluk

parametreleri (n=6).

Alilkonma Kapasite Pik Teorik
zamani F Et"r" Asimetri Tabaka Ayiricihk
(dk) axtoru Oram Sayisi
6,37 1,82 1,07 3187 16
6,37 1,80 1,06 3192 16
. 6,39 1,83 1,07 3185 16
Famotidin
6,31 1,84 1,05 3176 16
6,38 1,80 1,05 3198 16
6,37 1,81 1,07 3183 16
ORT 6,37 1,82 1,06 3186,83 16
SS 0,03 0,02 0,01 6,91 0,03
BSS 0,40 0,82 0,84 0,22 0,19

SS: Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma
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Tablo 4.6. Optimum kosullarda elde edilen simetidin pikine ait sistem uygunluk

parametreleri (n=6).

Alikonma Kapasite Pik Teorik
zamani FalF() torii Asimetri Tabaka Ayiricihik
(dk) " Oram Sayis1
7,29 2,23 1,02 3754 2
7,27 2,24 1,01 3751 2
o 7,32 2,22 1,03 3762 2
Simetidin
7,31 2,2 1,01 3767 2
7,28 2,25 1,02 3750 2
7,29 2,21 1,01 3749 2
ORT 7,29 2,23 1,02 3755,50 2
SS 0,02 0,02 0,01 6,70 0,01
BSS 0,23 0,77 0,73 0,18 0,68

SS: Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma

Tablo 4.7. Optimum kosullarda elde edilen ranitidin pikine ait sistem uygunluk

parametreleri (n=6).

Alkonma Kapasite Pik Teorik
zamani FalFZtiirii Asimetri Tabaka Ayiricihk
(dk) Oram Sayisi
9,72 3,30 1,34 3276 2
9,75 3,31 1,32 3270 2
. 9,74 3,34 1,31 3279 2
Ranitidin
9,70 3,28 1,31 3281 2
9,71 3,29 1,32 3274 2
9,71 3,30 1,32 3268 2
ORT 9,72 3,30 1,32 3274,67 2
SS 0,02 0,02 0,01 4,61 0,02
BSS 0,18 0,57 0,76 0,14 0,66

SS: Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma
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Tablo 4.8. Optimum kosullarda elde edilen nizatidin pikine ait sistem uygunluk

parametreleri (n=6).

Alikonma Kapasite Pik Teorik
zamani FaEtiir" Asimetri Tabaka Ayiricihik
(dak) " Orani Sayisi
8,10 2,59 1,32 3576 3
8,13 2,57 1,32 3568 3
o 8,09 2,58 1,31 3579 3
Nizatidin
8,08 2,61 1,30 3581 3
8,11 2,61 1,31 3577 3
8,10 2,58 1,33 3572 3
ORT 8,10 2,59 1,32 3575,50 3
SS 0,02 0,02 0,01 4,35 0,01
BSS 0,19 0,59 0,73 0,12 0,39

SS: Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma

Tablo 4.9. Optimize kosullarda elde edilen piklere ait ortalama sistem uygunluk

parametreleri.

Alikonma Kapasite Pik Teorik
zamani FalF() tori Asimetri Tabaka Ayiricihk
(dak) " Oram Sayisi
Famotidin 6,37 1,82 1,06 3187 16
Ranitidin 9,72 3,30 1,32 3275 2
Simetidin 7,29 2,23 1,02 3756 2
Nazitidin 8,10 2,59 1,32 3576 3

4.2.2. Secicilik

Secicilik calismasi i¢in, famotidin ilag etken maddesini igeren ticari olarak satilan

tabletin iceriginde yer alan yardimci maddeleri iceren ¢dzeltiler hazirlanmis

(plasebo) ve optimize edilen yontem ile analizleri gerceklestirilmistir. Her bir etken

maddeye, plasebo ¢ozeltisine, hareketli faza ve ilag etken maddesini i¢eren karisim

cozeltisine ait elde edilen kromatogramlar Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Gelistirilen yesil HPLC yonteminde elde edilen kromatogramlar: (a)
Hareketli faz, (b) 0,2 ug/mL ISTD igeren tablet plasebosu, (c) ¢oziicii, (d) 8
pg/mL’lik famotidin ve 0,2 pg/mL’lik ISTD igeren standart ¢ozeltisi, (e) 8 pg/mL’lik
famotidin ve 0,2 pg/mL’lik ISTD igeren farmasétik preperat ¢ozeltisi.
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4.2.3. Kalibrasyon Egrileri ve Dogrusallik Araliklar:

Dogrusallik ¢alismast famotidin ve ISTD (simetidin) iceren karigim ile
yapilmistir. Bu sebeple, famotidinin 0,5 - 175 pg/mL araliginda kalibrasyon
¢ozeltileri hazirlanarak, dogrusallik araligi belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu kalibrasyon

cozeltilerine 0,2 pg/mL derisimde olacak sekilde ISTD eklenmistir.

Famotidin igeren c¢ozeltinin dogrusallik araligt 1,5 - 75 pg/mL olarak
bulunmustur. Dogrusallik aralifi, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi
degerleri Tablo 4.5’te verilmistir. Dogrusallik araliginin 1,5 - 75 pg/mL araliinda
bulunmasi1 nedeniyle calismanin devaminda bu aralikta kalibrasyon c¢ozeltileri
kullanilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.4’te ve bu kalibrasyon

dogrusunun ozellikleri Tablo 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10. Gelistirilen yesil HPLC metodunda tabletten famotidin analizi i¢in elde

edilen kalibrasyon dogrusunun ozellikleri.

Famotidin
Regresyon denklemi y =0,0497 x — 0,0967
Egimin standart hatasi 0,0003
Kesisimin standart hatasi 0,0512
Korelasyon katsayisi (r) 0,9998
Tammlayicilik katsayisi (R?) 0,9997
Dogrusallik arahg: (ng / mL) 1,5-75,0
Gozlenebilme sinir1 (ug / mL) 0,5
Alt tayin simir1 (ug / mL) 1,5

*y=ax + b; x: ug / mL biriminde derisim, y: pik alan orani, a: egim, b:kesisim
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Sekil 4.4. Gelistirilen yesil HPLC yontemi ile tabletten famotidin analizi i¢in elde

edilen kalibrasyon egrisi.
4.2.4. Gozlenebilme Sinir1 ve Alt Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

Duyarlilik ¢alismasi i¢in famotidin ve ISTD igeren karisim gelistirilen
analitik yontem ile analiz edilmistir. Hesaplanan alt tayin sinirt ve gozlenebilme

sinir1 degerleri Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. Gelistirilen yesil HPLC metodunda goézlenebilme ve alt tayin smiri
(LOD ve LOQ) sonuglari.

Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Alt Tayin Sinin1 (LOQ)

Famotidin

0,5 pg/mL
(S/N degeri= 3,52+0,09, n=6)

1,5 pg/mL
(S/N degeri= 10,33+0,07, n=6)

4.2.5. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk ve kesinlik ¢aligmasi, giin i¢i ve gilinler aras1 olmak {izere famotidin ve
ISTD igeren 3 farkli derisimdeki ¢ozeltilerinin (8,0, 22,5 ve 69,0 pg/mL) analiz
edilmesiyle yapilmistir (n=6). Giin i¢i ve giinler arast bagil hata degerleri sirasiyla %
0,09 — 1,76 ve 0,14 — 1,74 araliginda, bagil standart sapma degerleri ise kiigiikten
biiyiige her bir derisim i¢in sirasiyla, 1,22 — 0,64 — 0,39 ve 0,64 — 1,23 — 0,85 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Gelistirilen yesil HPLC metodunda famotidin analizine ait giin i¢i ve

giinler aras1 analiz sonuglari (n=6).

Famotidin Derisimi

Giinler Arasi

Giin ici

(ng/mL)
Bulunan miktar | Bagil hata | Bulunan miktar | Bagil hata

(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)

7,99 -0,14 7,92 -1,00

8.0 8,06 0,81 7,96 -0,55

7,95 -0,66 7,90 -1,20

8,09 1,15 8,14 1,69

8,05 0,65 8,14 1,76

8,08 0,95 8,06 0,79
X 8,04 8,02
SS 0,05 0,10
BSS (%) 0,64 1,22

22,89 1,74 22,59 0,38

22,19 -1,39 22,52 0,09

25 22,18 -1,44 22,16 -1,51

22,19 -1,38 22,43 -0,29

22,66 0,70 22,34 -0,70

22,53 0,14 22,53 0,13
X 22,44 22,43
SS 0,28 0,14
BSS (%) 1,23 0,64

69,57 0,83 69,53 0,76

69,20 0,28 69,75 1,09

69.0 68,53 -0,68 69,43 0,62

67,83 -1,70 69,60 0,87

69,14 0,21 69,19 0,28

69,33 0,48 68,93 -0,11
X 68,93 69,40
SS 0,59 0,27
BSS (%) 0,85 0,39

X' : Ortalama. SS: Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma
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4.2.6. Tekrarlanabilirlik

Yontem tekrarlanabilirliginin incelenmesi i¢in 10 pg/mL famotidin igeren
standart ¢ozeltisinden 10 farkli numune hazirlanarak analiz edilmistir. Enjeksiyon
tekrarlanabilirliginin incelenmesinde ise 10 pg/mL famotidin igeren tek bir standart
cozeltisinden 10 tekrarli analiz gerceklestirilmistir. Enjeksiyon ve yoOntem
tekrarlanabilirligine bagil standart sapma degerleri, sirasiyla 0,97 ve 0,48 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Gelistirilen yontemin enjeksiyon ve yontem tekrarlanabilirligi bulgulari
(n=10).

Eklenen Bulunan Famotidin
Famotidin (ng / mL)
derisimi Enjeksiyon Yontem
(ng/mL) | Tekrarlanabilirligi | Tekrarlanabilirligi
9,97 10,08
10,01 9,98
10,01 9,95
10,05 10,09
9,96 10,08
10 9,98 10,06
10,03 10,03
9,70 10,04
10,04 10,09
10,01 9,99
X 9,98 10,04
SS 0,10 0,05
BSS (%) 0,97 0,48
GA 9,98 + 0,0598 10,04 + 0,0299

X Ortalama, SS: Standart sapma, BSS : % Bagil standart sapma, (%95 giiven araliginda)
4.2.7. Tutarhhk

Tutarlilik ¢alismasi igin 22,5 pg/mL’lik famotidin igeren karisim hazirlanmis ve
gelistirilen analitik yontem ile analiz edilmistir. Bu c¢alismada iki farkli analizcinin
etkisi incelenmistir. Farkli iki analizcinin verilerini karsilastirmak igin Mann-

Whitney U Testi tercih edilmis ve tutarlilik bulgular1 Tablo 4.14°te verilmistir.
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Tablo 4.14. Gelistirilen yesil kromatografik yontemin tutarlilik bulgular (n = 6).

Famotidin
Eklenen 1. Analizci 2. Analizci
Derisim Bulunan Geri Kazanim Bulunan Geri Kazanim
(ng/mL) Derisim (%) Derisim (%)
(ng/mL) (ng/mL)
22,57 100,31 22,61 100,47
22,45 99,78 22,53 100,14
925 22,42 99,64 22,17 98,55
’ 22,53 100,12 22,46 99,83
22,41 99,59 22,36 99,36
22,50 100,01 22,56 100,28
X 22,48 99,91 22,45 99,77
SS 0,06 0,26 0,15 0,65
BSS (%) 0,26 0,26 0,65 0,65

Farkl1 iki analizci bulgular i¢in Mann-Whitney U Testi:
UHesap = > Utablo =, p > 0.05

X . Ortalama + standart hata, SS: Standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma

Hesaplamalar sonucunda Uhnesap 17 olarak bulunmustur. Mann - Whitney U testi

tablolar incelendiginde Utnio degerinin 7 oldugu goriilmiistiir. Unesap degeri Utablo

degerinden biiylik oldugundan veri setleri arasinda kayda deger bir fark olmadig:

sOylenebilmektedir.

4.2.8. Kararhhk

Famotidinin kisa déonem ve uzun doénem kararliliginin saptamasi i¢in famotidin

ve ISTD igeren c¢ozeltiler, aydinlik, karanlik ve + 4 °C’de 8, 24 ve 48 saat

bekletilmistir. Uzun donem kararlilik testi ise derin dondurucuda (-20 °C) 1 ay

bekletilerek yapilmistir. Belirtilen saklama kosullarinda bekletilen stok ¢ozeltilerden

hazirlanan 22,5 pg/mL famotidin 0,2 pg/mL ISTD derisimindeki ¢alisma standartlari

analiz edilmistir (n = 3). Standart derisimleri taze hazirlanmis ¢alisma standartlarinin

derigimleri ile karsilastirilarak kalan miktarlar hesaplanmistir (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15. Yesil kromatografik yonteme ait kararlilik bulgular (22,5 pg/mL, n=3)

Famotidin
Uzun Donem
Aydinhk K hk Sosuk (+ 4 °C
Siire (saat) yaut aramit oguk ( ) (1 Ay)
% Kalan % Kalan % Kalan % Ort. Kalan
0 100,00 100,00 100,00
8 99,71 99,51 99,83
99,39+0,50
24 99,52 99,98 99,43
48 99,39 99,39 100,56

4.2.9. Saglamhk

Saglamlik ¢alismasi igin 22,5 pg/mL’lik famotidin ve 0,2 ng/mL’lik ISTD igeren

karisim hazirlanmis ve gelistirilen analitik yontem ile analiz edilmistir. Saglamlik

testi icin gelistirilen yesil analitik yontemdeki kromatografik parametrelerde yapilan

ufak degisikliklerin etkisi incelenmistir. Bunun i¢in ¢alisilan dalga boyu, akis hizi ve

kolon sicakligi, tampon derisimi ve hareketli fazdaki etanol parametreleri

degistirilmistir. t-testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede en kiigiik p degeri

0,238 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Saglamlik bulgulari (Eklenen 22,5 ng/mL Famotidin, n = 6).

Famotidin
Bulunan
BSS (%
(ng/mL) () P
Optimum kosullarda 22,45 0,08 -
Etanol Oram %1.7 22,48 0,19 0,2572
Etanol Oran %?2.3 22,51 0,21 0,2379
Tampon Derisimi
29 MM 22,45 0,15 0,7766
Tampon Derisimi
31 MM 22,48 0,25 0,4706

BSS: % Bagil standart sapma, p: hesaplanan p degeri
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Tablo 4.16. Saglamlik bulgular1 (Eklenen 22,5 pg/mL Famotidin, n = 6) (devam).

Dalga boyu 2246 0,52 0,9761
228 nm
Dalga boyu 2249 0,34 04311
232 nm
Akis Hizi
0.95 mL/dk 22,48 0,50 0,6290
Akis Hizi
1.05 mL/dk 22,48 0,22 0,3583
Kolon Sicakhig 38°C 22,45 0,23 0,8168
Kolon Sicakhgi 42°C 22,47 0,16 0,5330

BSS: % Bagil standart sapma, p: hesaplanan p degeri

4.2.10. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Famotidin etken maddesi iceren tabletler piyasadan temin edilmis, DUOVEL®

tablet kullanilmistir. Famotidin igeren farmasotik preparatlarin her birine ait 6 farkl

¢ozelti hazirlandiktan (Bkz. Boliim 3.8.1) sonra gelistirilen yesil analitik yontem ile

analiz edilmistir. Analizler sonrasinda kalibrasyon egrisi kullanilarak derisim

degerleri bulunmustur (Bkz. Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Yesil kromatografik yontem ile sentetik tablet analizine ait geri kazanim

degerleri (n=6).

Famotidin
Farmasotik
Preparattaki Etiket Bulunan Miktar (mg) % Geri Kazanim
Degeri (MQ)
39,34 98,34
39,42 98,54
40 39,50 98,76
39,48 98,71
39,87 99,68
39,87 99,68
X 39,58 98,95
SS 0,21 0,53
BSS (%) 0,54 0,54

X : Ortalama. SS: Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma
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4.3. Famotidinin Farmasétik Preparatlardan Analizi i¢cin USP Monografi ile

Yontem Validasyonu

Tezin bu kisminda, Famotidin USP Monografindan alinan metodun
validasyonu yapilmistir. Daha sonrasinda gelistirilen yesil kromatografik yontem ile

farmasotik preparatlardaki sonuglart karsilastiriimastr.
4.3.1. Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla USP tarafindan
belirtilen  kosullarda, 100,0 pg/mL famotidin iceren ¢Ozeltinin  analizi
gerceklestirilmis, sistem uygunluk parametreleri hesaplanmigtir (Tablo 4.18, n=6).
Elde edilen kromatogramda, kapasite faktort, k’>2,0, pik asimetri orani, PAO<1.5;

teorik tabaka sayisi, N>2000 olarak bulunmustur.

Tablo 4.18. Famotidin Tablet USP monografinda belirtilen yontem ile elde edilen
piklere ait kromatografik parametreler.

Alikonma Kapasite Pik Teorik
zamani FalF() torii Asimetri Tabaka Ayiricihk
(dk) Oram Sayisi
8,49 2,06 1,14 3286 15
8,47 2,07 1,13 3280 15
8,50 2,04 1,13 3291 15
Famotidin
8,48 2,04 1,12 3278 15
8,47 2,07 1,15 3289 15
8,51 2,05 1,13 3296 15
ORT 8,49 2,06 1,13 3287 15
SS 0,01 0,01 0,01 6,21 0,05
BSS 0,18 0,61 0,83 0,19 0,34

SS: Standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma

Sistem uygunluk parametrelerinin alt ve iist sinir degerlerine bakildiginda
famotidin etken maddesine ait kapasite faktorii degerinin 1,5’tan biiyiik oldugu, pik
asimetri oraninin 1,5’tan kiigiik oldugu, ayiricilik degerinin 2,0’den biiyiik oldugu ve

teorik tabaka sayisinin 2000°den biiyiik oldugu gorilmistir. Bu sonuglar
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dogrultusunda USP Famotidin Tablet monografindaki metodun sistem uygunluk

parametrelerine uygun oldugunu gostermektedir.
4.3.2. Secicilik

Secicilik calismasi i¢in, famotidin ila¢ etken maddesini igeren ticari olarak satilan
tabletin iceriginde yer alan yardimct maddeleri igeren ¢ozeltiler hazirlanmis
(plasebo) ve USP Famotidin Tablet monografinda yazan yontem ile analizleri
gergeklestirilmistir. Famotidin standart c¢ozeltisine, plasebo c¢oOzeltisine, hareketli
faza, ¢oziiciiye ve famotidin igeren farmasotik preperat ¢ozeltisine ait elde edilen

kromatogramlar Sekil 4.5°te goriilmektedir.
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famotidin igeren farmasotik preparat ¢ozeltisi

Sekil 4.5. Famotidin Tablet USP monografinda belirtilen yontem kullanilarak elde
edilen kromatogramlar; (a) Hareketli faz, (b) Coziicii, (c) Duovel tablet plasebo
cozeltisi, (d) 100,0 ng/mL’lik famotidin igeren standart ¢ozeltisi, () 100,0 pg/mL’lik
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4.3.3. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik Arahg

Dogrusallik caligmasi famotidin igeren standart ¢ozeltisi ile yapilmistir. Bu
sebeple, famotidinin 0,5 - 1000 pg/mL araliginda kalibrasyon c¢ozeltileri

hazirlanarak, dogrusallik aralig1 belirlenmeye ¢alisilmistir.

Famotidin igeren ¢d6zeltinin dogrusallik araligt 50 - 500 pg/mL olarak
bulunmustur. Dogrusallik arali§i, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi
degerleri Tablo 4.18’de verilmistir. Dogrusallik araliginin 5,0 - 500 pg/mL araliginda
bulunmasi nedeniyle calismanin devaminda bu aralikta kalibrasyon c¢ozeltileri
kullanilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.6’da ve bu kalibrasyon

dogrusunun 6zellikleri Tablo 4.19°da verilmistir.

Tablo 4.19. Famotidin Tablet USP monografinda bildirilen yontem ile tabletten

famotidin analizi i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusunun 6zellikleri.

Famotidin
Regresyon denklemi y =77422,08 x + 7367,53
Egimin standart hatasi 566,04
Kesisimin standart hatasi 113189,38
Korelasyon katsayisi (r) 0,9998
Tammlayicilik katsayisi (R?) 0,9996
Dogrusallik arahg: (ng / mL) 5,0 - 500
Gozlenebilme simir1 (ng / mL) 2.0
Alt tayin simir1 (ug / mL) 5,0

*y=ax + b; X: pg/mL biriminde derigsim, y: pik alani, a: egim, b:kesisim
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Sekil 4.6. Famotidin Tablet USP monografinda bildirilen yontemle tabletten

famotidin analizi i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.
4.3.4. Gozlenebilme Sinir1 ve Alt Tayin Smir1 (LOD ve LOQ)

Duyarlilik calismasi icin ila¢ etken maddelerini iceren karisim gelistirilen
analitik yontem ile analiz edilmistir. Hesaplanan alt tayin smir1 ve goézlenebilme

sinirt degerleri Tablo 4.20°de verilmistir.

Tablo 4.20. Famotidin Tablet USP monografinda belirtilen yontemde gozlenebilme
ve alt tayin sinir1 (LOD ve LOQ) sonuglari.

Gozlenebilme Sinir1 (LOD) Alt Tayin Sinin1 (LOQ)

2,0 pg/mL 5,0 pg/mL

Famotidin
'l (S/N degeri= 6,44+0,15,n=6) | (SN degeri= 14,22+0,10, n=6)

4.3.5. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk ve kesinlik ¢aligsmasi ise giin i¢i ve gilinler arasi olmak {izere famotidin
iceren 3 farkli derisimdeki karigim ¢ozeltilerinin (8,0, 87,5 ve 460 pg/mL) 6 tekrarh
olarak analiz edilmesiyle yapilmistir. Giin igi ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik

calismasina ait sonuglar ve bagil hata degerleri Tablo 4.21°de verilmistir.
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Tablo 4.21. Famotidin tablet USP monografinda belirtilen yontemle famotidin

analizine ait giin i¢i ve gilinler aras1 analiz sonuglar1 (n=6).

Famotidin derisimi

Giinler Arasi

Giin ici

(ng/mL)
Bulunan miktar | Bagil hata | Bulunan miktar | Bagil hata

(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)

7,99 -0,11 7,94 -0,75

8.0 7,93 -0,84 7,99 -0,13

7,94 -0,69 8,03 0,43

7,97 -0,37 7,97 -0,32

7,96 -0,46 7,93 -0,85

8,00 0,01 8,04 0,47
P 7,97 7,98
SS 0,02 0,04
BSS (%) 0,30 0,52

87,58 0,10 87,40 -0,12

87,42 -0,09 87,59 0,10

875 87,50 0,00 87,35 -0,17

87,52 0,03 87,42 -0,09

87,56 0,07 87,61 0,12

87,35 -0,17 87,36 -0,16
X 87,49 87,45
SS 0,08 0,10
BSS (%) 0,09 0,12

460,99 0,22 461,37 0,30

461,72 0,37 458,46 -0,33

460.0 462,10 0,46 458,78 -0,27

458,56 -0,31 458,51 -0,32

459,57 -0,09 459,01 -0,21

458,70 -0,28 460,96 0,21

X 460,27 459,52

SS 1,40 1,19
BSS (%) 0,30 0,26

X' : Ortalama + standart hata, SS: Standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma
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4.3.6. Tekrarlanabilirlik

Yontem tekrarlanabilirliginin incelenmesi i¢in 87,5 pg/mL famotidin igeren
standart ¢ozeltisinden 10 farkli numune hazirlanarak analiz edilmistir. Enjeksiyon
tekrarlanabilirliginin incelenmesinde ise 87,5 ng/mL famotidin i¢eren tek bir standart
cozeltisinden 10 tekrarli analiz gerceklestirilmistir. Enjeksiyon ve yoOntem
tekrarlanabilirligine bagil standart sapma degerleri, sirastyla 0,23 ve 0,10 olarak
hesaplanmistir. Enjeksiyon ve yontem tekrarlanabilirligine ait sonuglar ve bagil

standart sapma degerleri Tablo 4.22°de verilmistir.

Tablo 4.22. Famotidin tablet USP monografinda belirtilen yontemin enjeksiyon ve

yontem tekrarlanabilirligi bulgular1 (n=10).

Eklenen Bulunan Famotidin
Famotidin (ng / mL)
derisimi Enjeksiyon Yontem
(ng/mL) | Tekrarlanabilirligi | Tekrarlanabilirligi
87,15 87,61
87,51 87,42
87,22 87,41
87,40 87,63
87,67 87,45
87,50 87,59 87,59
87,47 87,57
87,37 87,58
87,75 87,60
87,16 87,38
X 87,50 87,53
SS 0,20 0,08
BSS (%0) 0,23 0,10
GA 87,50 + 0,14 87,53+ 0,06

X : Ortalama, SS: Standart sapma, BSS : % Bagil standart sapma, (%95 giiven araliginda)

4.3.7. Tutarhihik

Tutarlilik ¢aligmast i¢in 87,5 pg/mL’lik famotidin iceren ¢ozelti hazirlanmis ve

Famotidin USP monografinda belirtilen yontem ile analiz edilmistir. Bu ¢alismada
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iki farkli analizcinin etkisi incelenmistir. Farkli iki analizcinin bulgularilarim

karsilagtirmak i¢in Mann-Whitney U Testi tercih edilmistir (Tablo 4.23).

Tablo 4.23. Famotidin tablet USP monografinda belirtilen yontemin tutarlilik

bulgular1 (n = 6).

Famotidin
1. Analizci 2. Analizci
Eklenen : .
Derisim Bull{n.an Geri Kazanim Bull{n-an Geri Kazanim
(ng/mL) Derisim (%) Derisim (%)
(ng/mL) (ng/mL)
86,81 99,21 87,71 100,24
87,67 100,20 87,32 99,79
87 50 87,76 100,30 87,49 99,99
’ 86,87 99,27 87,12 99,57
87,04 99,47 87,79 100,34
87,74 100,27 88,08 100,66
P 87,31 99,79 87,59 100,10
SS 0,42 0,48 0,32 0,36
BSS (%) 0,48 0,48 0,36 0,36

Farkl1 iki analizci bulgulart igin Mann-Whitney U Testi:
Utesap = > Utabio =, p > 0.05

X : Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: % Bagil standart sapma

Hesaplamalar sonucunda Unesap 11 olarak bulunmustur. Mann - Whitney U testi
tablolar incelendiginde Utnio degerinin 7 oldugu goriilmiistiir. Unesap degeri Utablo
degerinden biiyiik oldugundan veri setleri arasinda kayda deger bir fark olmadig:

sOylenebilmektedir.
4.3.8. Kararhhk

Famotidin ¢ozeltisinin kisa donem ve uzun donem kararliliginin saptamasi igin
¢ozeltiler, aydinlik, karanlik ve + 4 °C’de 8, 24 ve 48 saat bekletilmistir. Uzun
donem kararlilik testi ise derin dondurucuda (-20 °C) 1 ay bekletilerek yapilmistir.
Belirtilen saklama kosullarinda bekletilen stok ¢ozeltilerden hazirlanan 22,5 pg/mL

derisimindeki ¢alisma standartlar1 analiz edilmistir (n = 3). Standart derisimleri taze
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hazirlanmis ¢alisma standartlarinin derisimleri ile karsilastirilarak kalan miktarlar

hesaplanmis, Sonuglar Tablo 4.24’te sunulmustur.

Tablo 4.24. Famotidin Tablet USP monografindaki yonteme ait kararlilik bulgular
(22,5 pg/mL, n=3).

Famotidin
Siire (saapy | AYOmIK Karanlk | Soguk (+4 °C) UZ“('i 2;;”“‘
% Kalan % Kalan % Kalan % Ort. Kalan
0 100,00 100,00 100,00
8 99,58 99,91 99,96 99.3840.02
24 99,42 100,15 99,71 R
48 99,22 99,87 99,64

4.3.9. Saglamhk

Saglamlik ¢alismasi i¢in 87,50 pg/mL derisiminde Famotidin igeren c¢ozeltiler
hazirlanmis ve famotidin tablet USP monografinda belirtilen analitik yontem ile
analiz edilmistir. Saglamlik testi i¢in USP monografinda belirtilen analitik
yontemdeki kromatografik parametrelerde yapilan ufak degisikliklerin etkisi
incelenmistir. Bunun i¢in c¢alisilan dalga boyu, akis hiz1 ve kolon sicakligi, tampon

derigimi ve hareketli fazdaki asetonitril parametreleri degistirilmistir (Tablo 4.25).

USP monografinda belirtilen analitik yontemde dalga boyu, akis hiz1 ve kolon
sicakligl, tampon derisimi ve hareketli fazdaki asetonitril parametrelerinde yapilan
ufak degisiklikler ile yapilan analizde karisima eklenen ila¢ etken maddelerinin
derisimleri ile standart analizler sonucunda bulunan ortalama derisim arasinda

istatistiksel bir fark gézlemlenmemistir (t-test, p<0,05).
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Tablo 4.25. Famotidin Tablet USP monografindaki metodun saglamlik bulgular
(Eklenen 87,5 pg / mL Famotidin, n = 6).

Famotidin
Bulunan
BSS (%
(ng/mL) 0 P
Optimum kosullarda 87,48 0,05 -

Asetonitril Oram %91 87,47 0,03 0,5379
Asetonitril Oranm1 %95 87,43 0,04 0,1046
Tampon Derisimi 87,42 0,07 0,1953

9mM

Tampon Derisimi

11 mM 87,42 0,05 0,1575
Dalga boyu 87,43 0,07 0,1736

273 nm
Dalga boyu 87,50 0,05 0,4766

277 nm

Akis Hizi
13 mL/dk 87,53 0,05 0,1408
Akis Hizi

15 mL/dk 87,46 0,07 0,3432
Kolon Sicakhig: 38°C 87,56 0,06 0,1062
Kolon Sicakhig 42°C 87,53 0,03 0,1033

BSS: % Bagil standart sapma, p: hesaplanan p degeri

4.3.10. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Famotidin iceren tabletler piyasadan temin edilmis, DUOVEL® tablet
kullanilmigtir. Famotidin igeren farmasotik preparatlarin her birine ait 6 farkli ¢ozelti
hazirlandiktan sonra Famotidin tablet USP monografinda belirtilen analitik yontem
ile analiz edilmistir. Analizler sonrasinda her bir maddeye ait alan degerleri
kalibrasyon grafiginde yerine konularak maddelere ait derisim degerleri

hesaplanmistir (Tablo 4.26).
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Tablo 4.26. Famotidin tablet USP monografinda belirtilen yontem ile sentetik tablet

analizine ait geri kazanim degerleri (n=6).

Famotidin
Farmasotik
Preparattaki Etiket Bulunan Miktar (mg) % Geri Kazanim
Degeri (mg)
39,68 99,21
39,43 98,56
40 39,48 98,69
39,31 98,28
39,40 98,49
39,81 99,53
X 39,52 98,80
SS 0,17 0,43
BSS (%) 0,44 0,44

X : Ortalama. SS: Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma

4.4. Yontemlerin Karsilastirilmasi

Piyasadan temin edilmis olan famotidin iceren DUOVEL® tabletlere hem
gelistirilen yesil kromatografik yontem ile hem de Famotidin Tablet USP
Monografinda belirtilen yontem ile miktar tayini analizleri yapilmistir. Yapilan
analizlerin sonuglar1 Boliim 4.2.10 ve Boliim 4.3.10°da verilmistir. Elde edilen analiz
sonuclarini istatistiksel olarak karsilastirmak adina geri elde verilerine hem t-test
(p<0,05) hem de Mann-Whitney U test ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen tiim

veriler Tablo 4.27°de sunulmaktadir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda Uhpesgp 13 olarak bulunmustur. Mann -
Whitney U testi tablolar1 incelendiginde Utabio degerinin 7 oldugu goriilmiistiir. Unesap
degeri Utnlo degerinden biiylik oldugundan veri setleri arasinda kayda deger bir fark
olmadig1 soylenebilmektedir. Ayn1 zamanda t-test analizi sonuglarinda da p degeri
0,59 olarak bulundugundan veri setleri arasinda kayda deger bir fark olmadig: tekrar

kanitlanmustir.
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Tablo 4.27. Gelistirilen yesil kromatografik yontemin ve USP monografinda

belirtilen yontemin famotidin iceren farmasdtik preparatta analiz sonuglarinin

karsilastirilmasi
Famotidin
Farmasotik Yesil Kromatografik USP Monografinda Belirtilen
Preparattaki Etiket | Yontem Analiz Sonuglari Yontem Analiz Sonuclar:
Degeri (mg) (Bulunan Miktar, mg) (Bulunan Miktar, mg)
39,34 39,68
39,42 39,43
40 39,50 39,48
39,48 39,31
39,87 39,40
39,87 39,81
X 39,58 39,52
SS 0,21 0,17
BSS (%) 0,54 0,44

Farkli iki analiz bulgular1 i¢in Mann-Whitney U Testi:
Unesap = > Utabio =, p > 0,05

t-test, p > 0,05
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5. TARTISMA

Literatiir incelendiginde famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken
maddelerinin ortak bir yontemle analizi ile ilgili ¢alismalara oldukg¢a az rastlanmustir.
Bu ¢alismalar ayni zamanda; igerisinde asetonitril, metanol gibi ¢evreye zararh
organik c¢oziiciiler ve yogun asitlerle pH ayarlamasi yapilan tamponlar icermektedir.
Yontem siireleri uzun ve ¢ozelti hazirlama siiregleri zahmetlidir. Yani kisaca ¢evre
ve insan saglig1 dikkate alinmadan gelistirilmis, etkinligi diisiik yOntemlere
rastlanmistir. Bu ¢alismada bu dort etken maddenin es zamanli olarak analizi i¢in
cevreye duyarli, yesil kromatografik prensipler de benimsenerek, etkin ve giivenli bir
analitik yontem gelistirilmistir. Bu amagla farkli kromatografik kosullar denenerek
yontemin optimizasyonu saglanmistir. Gelistirilen yontem daha sonra famotidinin
farmasoétik preparattan analizi i¢in valide edilmistir. Validasyon ve sistem uygunluk
parametreleri degerlendirilerek famotidin igeren farmasotik preparatin analizine
uygulanmistir. Aym1 zamanda Famotidin Tablet USP monografinda belirtilen
yontemin validasyonu da gergeklestirilmistir. Bu yontem de validasyon ve sistem
uygunluk parametreleri degerlendirilerek famotidin igeren farmasdtik preparatin

analizine uygulanmigtir.

Famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken maddelerinin yesil
kromatografik yontem ile analizi i¢in en wuygun kromatografik kosullarin
belirlenmesinde; tampon derisimi, hareketli fazdaki organik ¢6ziicii orani, kolon
sicakligi ve akis hizinin etken maddelerin kromatografik davranisi tizerindeki etkileri
incelenmistir. Etken maddelerin davraniglarini belirlemek i¢in alikonma zamani (tr),
simetri faktorii, teorik plaka sayis1 (N), ayiricilik (Rs) ve kapasite faktorii (k) gibi
bazi sistem uygunluk parametreleri takip edilmistir. Sonug olarak takip edilen sistem
uygunluk parametrelerinin, pik ayiriciliginin (Rs) > 1,5, pik simetri oraninin < 2,0,
teorik tabaka sayisinin (N) > 2000 ve kapasite faktoriiniin (k’) > 2,0 limitlerine

uygun olmasina dikkat edilmistir.

Kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in en uygun yontemin kemometrik
optimizasyon oldugu diisiiniilmiistiir. Bu dogrultuda etken maddelerin kromatografik

olarak ayrimlarinda kullanilacak optimum kosullar1 belirlemek icin deneysel tasarim
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plan1 olusturulmustur. Isteklilik fonksiyonu ile famotidin, nizatidin, ranitidin ve
simetidin etken maddelerinin kromatografik ayirimi toplam 21 deneyden olusan iki
seviyeli kismi faktoriyel tasarim ile gergeklestirilmistir. 4 etken maddenin ayrimi igin
yapilan yontem gelistirme calismasi az sayida deney ile gergeklestirilmistir. Analitik
yontem gelistirme basamaginda geleneksel yaklagimin aksine yiizlerce deney yerine
sadece 21 deney ile optimize kosullarin belirlenmesi, rutin analizlerde deneysel
tasarim planlamasinin kullaniminin 6nemini gostermektedir. Calisma kapsaminda,
kemometrik deneysel tasarim planlamasinin kullanilmasi ile zamandan ve maliyetten
tasarruf saglanmig, harcanan sarf malzemeler ve kimyasallar asgari seviyeye
indirilerek g¢evreye verilen zarar minimum diizeyde tutulmustur. Bu ¢alisma yesil
kimyanin gereklilikleri acisindan az sayida deney ile cevreye verilen zarari ve
analistin maruz kalacagi riski en aza indirmesi bakimindan 6nem arz etmektedir. Bu
yaklagimin sanayide veya analiz laboratuvarlarinda olusan tonlarca atigin asgari
seviyeye indirilmesi i¢in diger rutin analizlerde kullanimini tesvik edecek dnemli bir

kaynak olmasi beklenmektedir.

Famotidinin farmasotik preperattan analizi i¢in gelistirilen yesil kromatografik
yontemde i¢ standart olarak ranitidin ve simetidin etken maddeleri denenmistir.
Alikonma zamanlari incelendiginde alikonma zamani famotidine en yakin olan etken
maddenin simetidin oldugu gorilmiistiir. Yontemin toplam siiresini kisaltmak ve bu
sayede harcanan hareketli faz ve enerjiyi minimuma indirmek amaciyla alikonma

zamani famotidine en yakin olan simetidin i¢ standart olarak secilmistir.

Gelistirilen yontem sistem uygunluk testleri, 6zglinliik, duyarlilik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, geri kazanim, kararlilik, saglamlik ve tutarlilik parametreleri

arastirilarak valide edilmistir.

Gelistirilen analiz yonteminin sistem uygunlugu; enjeksiyon tekrarlanabilirligi,
aywricilik (Rs), teorik tabaka sayist (N) ve simetri faktorii parametrelerine gore
degerlendirilmistir. Test i¢in standart ¢dzeltinin on tekrarli enjeksiyonu sonucunda
elde edilen veriler kullanilmis ve elde edilen degerler incelendiginde sinir degerler

icinde oldugu goriilmiistiir (Bkz. Tablo 4.5 — Tablo 4.9).
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Famotidinin farmasotik preparattan analizi icin gelistirilen yesil

kromatografik yontem validasyonu:

Famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken maddelerinin es zamanli analizi
icin gelistirilen yontem famotidinin farmasdtik preparattan analizi i¢in valide
edilmistir. Bu dogrultuda oncelikle bir i¢ standart (ISTD) secilmesi gerekmistir.
YoOntemin toplam siiresini kisaltmak ve bu sayede harcanan hareketli faz ve enerjiyi
minimuma indirmek amaciyla alikonma zamani1 famotidine en yakin olan simetidin
i¢ standart olarak se¢ilmistir. Ayn1 zamanda gelistirilen yesil analitik yontemde dalga
boyu olarak secilen 230 nm’de en diizgiin ve yliksek piki simetidin vermektedir. Bu

da i¢ standart olarak se¢ilme sebeplerinden birisidir.

Yontemin ilk once sistem uygunluk parametrelerini saglayip saglamadigi kontrol
edilmistir. 6 tekrarli tiim etken maddeleri igeren (10,0 pg/mL) karisim
enjeksiyonunda, sistem uygunluk parametrelerinin (kapasite faktorii, ayiricilik, pik
asimetri orani, teorik tabaka sayisi) alt ve {ist sinir degerlerine bakildiginda her bir
ilag etken maddesine ait kapasite faktorii degerinin 2,0’den biiyiik oldugu, pik
asimetri oraninin 1.5’tan kiiclik oldugu, ayiricilik degerlerinin 2,0’den biiyiik oldugu
ve teorik tabaka sayisinin ise 2000’den biiyiik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
yapilan bu 6 enjeksiyonda alikonma zamani, kapasite faktorii, pik asimetri orani,
teorik tabaka sayisi ve ayiricik degerlerinin bagil standart sapma degerleri sirasiyla
famotidin i¢in 0,40, 0,82, 0,84, 0,22, 0,19, nizatidin i¢in 0,19, 0,59, 0,73, 0,12, 0,39,
ranitidin i¢in 0,18, 0,57, 0,76, 0,14, 0,66 ve simetidin i¢in 0,23, 0,77, 0,73, 0,18,
0,68°dir. Bagil standart sapma degerleri 2,0’dan diisiik oldugundan verilerin

tekrarlanabilir oldugu kanitlanmistir.

Famotidinin farmasotik preparattan analizi i¢in valide edilen bu yontemde 6nemli
olan bir diger sistem uygunluk parametresi ise i¢ standart olarak secilen simetidin ile
famotidin arasindaki ayiriciliktir. Bu deger de 2,0’den biiyiik oldugundan gelistirilen

yontemin sistem uygunluk parametrelerini sagladig1 sdylenebilmektedir.

Yontemin seciciligini (6zgiinliiglinli) goézlemlemek i¢in hareketli faz, coziicii,
DUOVEL® tablet plasebosu, tiim etken maddeleri igeren karisim ¢ozeltisi (10,0
pg/mL), numune ve standart (famotidin 87,5 ug/mL, ISTD 0,2 ug/mL) ¢ozeltileri
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analiz edilmis ve elde edilen kromatogramlar incelenerek ¢ozelti kaynakli safsizlik
veya bagka bir sebeple herhangi bir girisim olmadig1 gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.2
Sekil 4.3). Kromatogramlardan elde edilen sonuglar g6z Oniine alindiginda

gelistirilen yesil analitik yontem segicidir.

Yontemin dogrusalligini belirlemek adina, 0,5 — 175 pg/mL araliginda farkl
derisimlerde hazirlanan famotidin ¢dzeltisinin cevap olarak vermis oldugu pik
alanlarinin ISTD (0,2 pg/mL) pik alanina orani grafige ge¢irilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda yontemin dogrusallik araligi olarak 1,5 — 75 pg/mL belirlenmistir.
Yontemin dogrusalliginin kontrol grafigi cizilmis (Bkz. Sekil 4.4) ve elde edilen
kalibrasyon egrisinin tanimlayicilik katsayisinin 0,9997 olarak bulunmasi yani bire

yakin ¢ikmasi yontemin dogrusal oldugunu gostermistir (Bkz. Tablo 4.10).

LOD ve LOQ degerleri S/G oraninin 3 ve 10 olmasina gore secilmistir. LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 0,5 pg/mL ve 1,5 pg/mL bulunmustur. LOD ve LOQ
degerlerinin S/G oranlar1 ise yine sirastyla 3,52 ve 10,33 olarak belirlenmistir. Bu
degerler famotidinin farmasotik preperattan analizi i¢in gelistirilen yesil HPLC

yonteminin yeteri kadar duyarli oldugunu gostermektedir (Bkz. Tablo 4.11).

Yontemin giin i¢i ve giinler arast kesinlik ve dogruluk calismalar1 cizilen
kalibrasyon egrisi iizerinden 3 farkli derisimdeki (8,0, 22,5, 69,0 pg/mL) bagimsiz
numunelerin tekrarli (n=6) analizleri ile yapilmistir. Gelistirilen yontemin giin i¢i ve
giinler aras1 analizleri sonucunda elde edilen bagil hata degerleri sirasiyla %0,09 —
1,76 ve 0,14 — 1,74 arasinda bulunmustur. Bagil hata degerlerinin %?2’nin altinda
bulunmus olmasi ilag etken maddelerinin es zamanli analizleri i¢in gelistirilen yesil
analitik yontemin yliksek dogrulukta oldugunu gostermektedir. Ayrica yontemin giin
i¢i ve giinler aras1 analizleri sonucunda elde edilen bagil standart sapma degerleri
kiigiikten biiyiige her bir derisim i¢in sirastyla, 1,22 — 0,64 — 0,39 ve 0,64 — 1,23 —
0,85 olarak bulunmustur. (Bkz. Tablo 4.12). BSS degerleri ise yontemin kesinliginin
bir Olgiitiidiir. Bu 3 farkli derisimde giin i¢i ve giinler arasi yapilan analizler
sonucunda elde edilen maksimum bagil standart sapma degerinin %2 den kiiciik
olmasi gelistirilen yesil analitik metodun kesin oldugunu gostermektedir. Kesinligin
(BSS) ve dogrulugun (BH) %2’den fazla olmamasi gerekirmektedir (135). Bu

verilere gore degerlendirme yapildiginda, giin i¢ci ve giinler arasi sonuglarinin
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kesinliginin yiiksek ve yontemin dogru ve tekrarlanabilir oldugu sonucuna

varilmstir.

Gelistirilen yoOntemin enjeksiyon ve yontem tekrarlanabilirligini belirlemek
amaciyla 10 pg/mL derisimde famotidin ve 0,2 pg/mL derisimde ISTD igerecek
sekilde hazirlanan ¢ozeltinin 10’ar tekrarli enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyon ve
yontem tekrarlanabilirligi i¢in yapilan bu 10 ardisik enjeksiyondan elde edilen bagil
standart sapma degerleri sirasiyla %0,97 ve %0,48 olarak bulunmustur (Bkz. Tablo
4.13). Bagil standart sapma degerlerinin %?2’nin altinda olmas1 gelistirilen yesil

analitik yontemin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.

Tutarlilik c¢aligmasi; geri kazanim, bagil ve mutlak geri kazanim olarak tek
derisimde (22,5 pg/mL) iki farkli analizci tarafindan yapilmistir. Mutlak geri
kazanim, tiim analiz yonteminin sonucunda plasebo ¢ozeltisine eklenen maddelerin
ne kadarmin bulundugunu belirlemek i¢in yapilir. Analiz sonuglarina gore; mutlak
geri kazanim birinci ve ikinci analizei tarafindan sirasiyla, %99,59 — 100,31 ve
%99,36 — 100,47 degerleri arasinda bulunmustur (Bkz. Tablo 4.14). iki analizci
arasinda karigima eklenen ila¢ etken maddelerinin derisimleri ve bulunan ortalama
derisim arasinda istatistiksel olarak bir fark olup olmadigini belirlemek adina Mann —
Whitney U testi tercih edilmistir. Bu dogrultuda yapilan hesaplamalar sonucunda
Uhesap 17 olarak bulunmustur. Mann - Whitney U testi tablolari incelendiginde Utabio
degerinin 7 oldugu goriilmiistiir. Uhesap degeri Utanlo degerinden biiyiik oldugundan
veri setleri arasinda kayda deger bir fark olmadigi sdylenebilmektedir. Elde edilen

sonuglar gelistirilen yesil analitik yontemin tutarli oldugunu gdstermektedir.

Etken maddelerin kisa dénem ve uzun dénem kararliliginin saptanmasi igin 22,5
pg/mL famotidin ve 0,2 pg/mL ISTD igeren ¢ozeltiler, 8, 24 ve 48 saat boyunca
aydinlik ve karanlik ortamda oda sicakli§inda ve ayrica +4°C’de bekletilmistir. Uzun
donem kararlilik testi ise derin dondurucuda (-20 °C) 1 ay bekletilerek yapilmistir.
Belirtilen saklama kosullarinda bekletilen calisma standartlar1 bekleme siiresi
dolduktan sonra analiz edilmistir (n = 3). Standartlar taze hazirlanmis olup, calisma
standartlarinin derigimleri ile karsilastirilarak kalan miktarlar hesaplanmistir (Bkz.
Tablo 4.15). FDA tarafindan yaymlanan validasyon kilavuzunda, kararlilik

caligmalarinda, farmasotik preparatlarda %2’ye kadar meydana gelebilecek
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degisimler kabul edilmektedir (135). Famotidin ve ISTD igeren standart
cozeltilerinin 48 saat boyunca aydinlik ve karanlik ortamda oda sicakliginda
bekletildiginde hesaplanan geri elde degerleri iki ortam i¢in de %99,39 olarak
bulunmustur. Bu veriler 15181nda oda sicakliginda aydinlikta ve karanlikta 48 saat
boyunca bekletilen standart cozeltilerinin stabil oldugu gozlemlenmistir. Ayni
zamanda famotidin ve ISTD igeren standart ¢ozeltilerinin yine 48 saat boyunca
sogukta (+4°C) bekletildiginde hesaplanan geri elde degeri %100,56 olarak
bulunmustur. Cozeltinin sogukta da stabil oldugu belirlenmistir. Ayrica uzun donem
stabilite calismasinda, 1 ay silireyle -20°C bekletilmis olan standart ¢ozeltilerinde
9%0,61°lik bir degisim gozlenmistir ve bu degisim kabul edilebilir sinirlar igerisinde
oldugundan ¢ozeltilerin kararli oldugu sonucuna varilmistir. Buna gore famotidin ve

ISTD uzun donem ve kisa donemde kararli bulunmustur.

Saglamlik calismalar1 i¢in deneyde olusabilecek ana parametrelerdeki kiigiik
degisimlerin sonuclar tizerindeki etkisi incelenmektedir. Bunun icin calisilan dalga
boyu, akis hizi, kolon sicakligi, tampon derisimi ve hareketli fazdaki etanol orani
parametreleri degistirilmistir. Calisma 6 tekrarli yapilmistir. Elde edilen t-test
degerleri (Bkz. Tablo 4.16) verilmistir. Calismada 22,5 pg/mL’lik famotidin ve 0,2
pg/mL’lik ISTD igeren karisim hazirlanmis ve gelistirilen analitik yontem ile analiz
edilmistir. Analiz sonuclar1 t-testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
T-testi sonuclarinda en yiiksek 0,9761 ve en diisiik 0,2379 degerleri elde edilmistir.
Tiim bu veriler degerlendirildiginde yontemin saglamlik calismasi i¢in meydana
gelen kiiclik degisikliklerden etkilenmesinin 6nemsiz oldugu sonucuna varilmstir.

Boylece gelistirilen yontemin saglam oldugu kanitlanmastir.

Gelistirilen bu yontemin validasyon sonrasinda farmasotik preparatlara
uygulanmasi denenmistir. Bu amagla piyasadan temin edilen ve famotidin igeren
DUOVEL® tablet kullanilmistir. 6 farkli ¢ozelti hazirlandiktan sonra gelistirilen yesil
analitik yontem ile analiz edilmistir. Analizler sonrasinda her bir maddeye ait alan
degerleri kalibrasyon grafiginde yerine konularak maddelere ait ortalama derisim
degerleri bulunmustur. Yapilan analizler sonucunda tablet numunelerinde bulunan
miktar ortalama 39,58 mg olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar DUOVEL®

tablet {riiniin etiketinde belirtilen doz ile uyumlu c¢ikmaktadir. Ayni zamanda
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hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen bagil standart sapma degeri bulunan miktar ve %
geri kazanim degerlerinin ikisi de %0,54 olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.17).
Bagil standart sapma degerlerinde herhangi bir sapma olmamasi ve sonuglarin
iirlinlin etiket degeriyle uyumlu ¢ikmasi nedeniyle yontemin farmasdétik preparatlara

uygulanabilir oldugu kanitlanmistir.

Famotidinin farmasétik preparattan analizi icin Famotidin Tablet USP

monografinda belirtilen analitik yontemin validasyonu:

Yontemin ilk 6nce sistem uygunluk parametrelerini saglayip saglamadigi kontrol
edilmistir. 6 tekrarli famotidin iceren ¢dzelti (100 pg/mL’lik) enjeksiyonunda, bu
sistem uygunluk parametrelerinin (kapasite faktorii, ayiricilik, pik asimetri orani,
teorik tabaka sayisi) alt ve list sinir degerlerine bakildiginda famotidin pikine ait
kapasite faktorii degerinin 2,0’den biiylik oldugu, pik asimetri oraninin 1.5’tan kiiclik
oldugu, ayiricilik degerlerinin 2,0’den biiyiik oldugu ve teorik tabaka sayisinin ise
2000’den biiyiikk oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda yapilan bu 6 enjeksiyonda
alikonma zamani, kapasite faktorii, pik asimetri orani, teorik tabaka sayis1 ve ayiricik
degerlerinin bagil standart sapma degerleri sirasiyla 0,18, 0,61, 0,83, 0,19, 0,34 ’tiir.
Bagil standart sapma degerleri 2,0’dan diisiik oldugundan verilerin tekrarlanabilir

oldugu kanitlanmastir.

Yontemin segiciligini (6zgiinliiglini)) gozlemlemek i¢in hareketli faz, ¢oziici,
DUOVEL® tablet plasebosu, numune ve standart (famotidin 100,0 png/mL) ¢dzeltileri
analiz edilmis ve elde edilen kromatogramlar incelenerek ¢ozelti kaynakli safsizlik
veya baska bir sebeple herhangi bir girisim olmadig1 gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.5).
Kromatogramlardan elde edilen sonuglar g6z 6niine alindiginda Famotidin Tablet

USP Monografi’nda belirtilen yontem segicidir.

Yontemin dogrusalligint belirlemek adina, 0,5 — 1000 pg/mL araliginda farkli
derisimlerde hazirlanan famotidin ¢dzeltisinin cevap olarak vermis oldugu pik
alanlar1 grafige gecirilmistir. Bu calisma sonucunda yontemin dogrusallik araligi
olarak 5,0 - 500 pug/mL belirlenmistir. Yontemin dogrusalliginin kontrol grafigi

cizilmis (Bkz. Sekil 4.6) ve elde edilen kalibrasyon egrisinin tanimlayicilik
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katsayisinin 0,9996 olarak bulunmasi yani bire yakin ¢ikmasi yontemin dogrusal

oldugunu gostermistir (Bkz. Tablo 4.19).

LOD ve LOQ degerleri S/G oraninin 3 ve 10 olmasina gore se¢ilmistir. LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 2,0 pg/mL ve 5,0 ug/mL bulunmustur. LOD ve LOQ
degerlerinin S/G oranlar ise yine sirasiyla 6,44 ve 14,22 olarak belirlenmistir. Bu
degerler famotidinin farmasotik preperattan analizi icin USP Monografi’nda
belirtilen yonteminin yeteri kadar duyarli oldugunu gostermektedir (Bkz. Tablo
4.20).

Yontemin giin i¢i ve giinler arasit kesinlik ve dogruluk calismalari ¢izilen
kalibrasyon egrisi lizerinden 3 farkli derisimdeki (8,0, 87,5, 460,0 pg/mL) bagimsiz
numunelerin tekrarli (n=6) analizleri ile yapilmistir. Gelistirilen yontemin giin i¢i ve
giinler arasi analizleri sonucunda elde edilen bagil hata degerleri sirasiyla %0,09 —
0,85 ve %0,01 — 0,84 arasinda bulunmustur. Bagil hata degerlerinin %2 nin altinda
bulunmus olmas1 famotidin tablet USP Monografi’nda belirtilen analitik yontemin
yiiksek dogrulukta oldugunu gostermektedir. Ayrica yontemin giin i¢i ve glinler arasi
analizleri sonucunda elde edilen bagil standart sapma degerleri kiigiikten biiylige her
bir derisim igin sirasiyla, %0,52 — 0,12 — 0,26 ve %0,30 — 0,09 — 0,30 olarak
bulunmustur. (Bkz. Tablo 4.21). BSS degerleri ise yontemin kesinliginin bir
ol¢iitiidiir. Bu 3 farkli derisimde giin i¢i ve giinler aras1 yapilan analizler sonucunda
elde edilen maksimum bagil standart sapma degerinin %2 den kiicliik olmasi
famotidin tablet USP Monografi’nda belirtilen analitik metodun kesin oldugunu
gostermektedir. Kesinligin (BSS) ve dogrulugun (BH) %2’den fazla olmamasi
gerekmektedir (135). Bu verilere gore degerlendirme yapildiginda, giin i¢i ve giinler
arast sonuglarimin kesinliginin yiiksek ve yontemin dogru ve tekrarlanabilir oldugu

sonucuna varilmistir.

Famotidin tablet USP Monografi’'nda belirtilen yontemin enjeksiyon ve yontem
tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla 87,5 pg/mL derisimde famotidin igerecek
sekilde hazirlanan ¢ozeltinin 10’ar tekrarli enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyon ve
yontem tekrarlanabilirligi i¢in yapilan bu 10 ardisik enjeksiyondan elde edilen bagil
standart sapma degerleri sirasiyla %0,23 ve %0,10 olarak bulunmustur (Bkz. Tablo
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4.22). Bagil standart sapma degerlerinin %2’nin altinda olmas1 famotidin tablet USP

Monografi’nda belirtilen analitik yontemin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.

Tutarlilik c¢aligmast; geri kazanim, bagil ve mutlak geri kazanim olarak tek
derisimde (87,5 pg/mL) iki farkli analizci tarafindan yapilmistir. Mutlak geri
kazanim, tiim analiz yonteminin sonucunda plasebo ¢ozeltisine eklenen maddelerin
ne kadarinin bulundugunu belirlemek icin yapilir. Analiz sonuglarma goére; mutlak
geri kazanim birinci ve ikinci analizci tarafindan sirasiyla, %99,21 — 100,30 ve
%99,79 — 100,66 degerleri arasinda bulunmustur (Bkz. Tablo 4.23). iki analizci
arasinda karisima eklenen ilag etken maddelerinin derisimleri ve bulunan ortalama
derigim arasinda istatistiksel olarak bir fark olup olmadigini belirlemek adina Mann —
Whitney U testi tercih edilmistir. Bu dogrultuda yapilan hesaplamalar sonucunda
Unesap 11 olarak bulunmustur. Mann - Whitney U testi tablolar incelendiginde Utabio
degerinin 7 oldugu goriilmiistiir. Unesap degeri Utanlo degerinden biiyilik oldugundan
veri setleri arasinda kayda deger bir fark olmadigi sdylenebilmektedir. Elde edilen
sonuglar famotidin tablet USP Monografi’nda belirtilen analitik yontemin tutarl

oldugunu gostermektedir.

Etken maddelerin kisa dénem ve uzun dénem kararliliginin saptanmasi i¢in 22,5
pg/mL famotidin iceren ¢ozeltiler, 8, 24 ve 48 saat boyunca aydinlik ve karanlik
ortamda oda sicakliginda ve ayrica +4°C’de bekletilmistir. Uzun donem kararlilik
testi ise derin dondurucuda (-20 °C) 1 ay bekletilerek yapilmistir. Belirtilen saklama
kosullarinda bekletilen calisma standartlar1 bekleme siiresi dolduktan sonra analiz
edilmistir (n = 3). Standartlar taze hazirlanmis olup, calisma standartlarinin
derisimleri ile karsilastirilarak kalan miktarlar hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.24).
FDA tarafindan yayinlanan validasyon kilavuzunda, kararlilik c¢aligmalarinda,
farmasotik preparatlarda %?2’ye kadar meydana gelebilecek degisimler kabul
edilmektedir (135). Famotidin igeren standart ¢6zeltilerinin 48 saat boyunca aydinlik
ve karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildiginde hesaplanan geri elde degerleri
strastyla 999,22 ve %99,87 olarak bulunmustur. Bu veriler 151g1nda oda sicakliginda
aydinlikta ve karanlikta 48 saat boyunca bekletilen standart ¢ozeltilerinin stabil
oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda famotidin iceren standart ¢ozeltilerinin yine

48 saat boyunca sogukta (+4°C) bekletildiginde hesaplanan geri elde degeri %99,64
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olarak bulunmustur. Cozeltinin sogukta da stabil oldugu belirlenmistir. Ayrica uzun
donem stabilite g¢alismasinda, 1 ay siireyle -20°C bekletilmis olan standart
cozeltilerinde %0,62’lik bir degisim goézlenmistir ve bu degisim kabul edilebilir
sinirlar i¢erisinde oldugundan ¢ozeltilerin kararli oldugu sonucuna varilmistir. Buna

gore famotidin uzun donem ve kisa donemde kararli bulunmustur.

Saglamlik calismalar1 i¢in deneyde olusabilecek ana parametrelerdeki kiigiik
degisimlerin sonuclar iizerindeki etkisi incelenmektedir. Bunun igin c¢alisilan dalga
boyu, akis hizi, kolon sicakligi, tampon derisimi ve hareketli fazdaki etanol orani
parametreleri degistirilmistir. Calisma 6 tekrarli yapilmistir. Elde edilen t-test
degerleri (Bkz. Tablo 4.25) verilmistir. Calismada 22,5 pg/mL’lik famotidin i¢eren
¢ozeltiler hazirlanmis ve famotidin tablet USP Monografi’nda belirtilen analitik
yontem ile analiz edilmistir. Analiz sonuglari t-testi kullanilarak istatistiksel olarak
karsilastirilmistir. T-testi sonuglarinda en yiiksek 0,54 ve en diisiik 0,10 degerleri
elde edilmistir. Tiim bu veriler degerlendirildiginde yontemin saglamlik caligsmasi
icin meydana gelen kiigiik degisikliklerden etkilenmesinin 6nemsiz oldugu sonucuna
varilmigtir. Boylece famotidin tablet USP Monografi’nda belirtilen yontemin saglam

oldugu kanitlanmistir.

Famotidin tablet USP Monografi’nda belirtilen yontemin validasyon sonrasinda
farmasdtik preparatlara uygulanmasi denenmistir. Bu amagla piyasadan temin edilen
ve famotidin igeren DUOVEL® tablet kullanilmistir. 6 farkli ¢dzelti hazirlandiktan
sonra famotidin tablet USP Monografi’nda belirtilen yesil analitik yontem ile analiz
edilmistir. Analizler sonrasinda her bir maddeye ait alan degerleri kalibrasyon
grafiginde yerine konularak maddelere ait ortalama derisim degerleri bulunmustur.
Yapilan analizler sonucunda tablet numunelerinde bulunan miktar ortalama 39,52 mg
olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar DUOVEL® tablet iiriiniin etiketinde
belirtilen doz ile uyumlu ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda hazirlanan ¢ozeltilerden elde
edilen bagil standart sapma degeri bulunan miktar ve % geri kazanim degerlerinin
ikisi de 90,44 olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.26). Bagil standart sapma
degerlerinde herhangi bir sapma olmamas1 ve sonuclarin iriiniin etiket degeriyle
uyumlu ¢ikmasi nedeniyle yontemin farmasotik preparatlara uygulanabilir oldugu

kanitlanmustir.
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Yontemlerin Karsilastirilmasi

Gelistirilen yesil kromatografik yontem ile Famotidin Tablet USP monografinda
belirtilen yOntem istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
famotidin iceren tablet formundaki piyasada satista bulunan DUOVEL® Tabletin
miktar tayini analizi iki yontemle de yapilmistir. Elde edilen verilerle hem Mann-
Whitney U testi hem de t-test ¢alismalar yiiriitiilmistiir. Mann-Whitney U testi i¢in
yapilan istatistiksel analizler sonucunda Uhnessp 13 olarak bulunmustur. Testin U
tablolart incelendiginde Utanio degerinin 7 oldugu goriilmiistiir. Unhesap degeri Utablo
degerinden biiyiikk oldugundan veri setleri arasinda kayda deger bir fark olmadig:
sOylenebilmektedir. Ayn1 zamanda t-test analizi sonuglarinda da thesap degeri 0,59
olarak bulundugundan veri setleri arasinda kayda deger bir fark olmadigi tekrar
kanitlanmistir. Analiz sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmamasiin yani sira, ¢evreye zararli olacak hareketli faz karigimi igeren USP
metodunun aksine, gelistirilen yesil kromatografik yontemin, insan ve ¢evre sagligini

tehdit etmediginden, iistiin oldugu diistiniilmiistiir.

Gelistirilen yesil analitik yontem performansi kromatografik olarak incelenmistir.
Yontemin 15 dakikada famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken maddelerini
tim sistem uygunluk parametrelerini de saglayarak es zamanli olarak analiz
edebildigi goriilmiistiir. Famotidinin farmasotik preperattan analizinde ise yontem
siiresinin 9 dakikaya kisaltilabilecegi tespit edilmistir. Bu yontemde famotidin i¢in
LOQ degerinin 1,5 pg/mL olarak bulunmasi yontemin olduk¢a duyarli oldugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda validasyon sirasinda yapilan tiim analizlerde BSS ve
BH degerlerinin oldukg¢a diisiik bulunmasi yontemin kesinligini ve tutarliligini

vurgulayacak niteliktedir.

Famotidin Tablet USP monografinda belirtilen yontemin enjeksiyon siiresinin,
sadece famotidinin farmasdtik preparattan analizi igin 15 dakika olmasi, gelistirilen
yesil kromatografik yontem ile karsilastirildiginda uzun bir siiredir. Belirtilen
yontemin, hareketli fazinda bulunan trietilamin ve glasiyel asetik asit ile hazirlanmis
sodyum asetat trihidrat tamponu ve organik ¢0ziicii olarak yiiksek miktarda
kullanilan asetonitril icermesi sebebiyle, oncelikle analizci sagligi olmakla birlikte

cevre ve insan sagligina 6nem verilmeden gelistirildigi asikardir. Enjeksiyon siiresi
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boyunca harcanan, toksik solventler ve kimyasallar iceren hareketli faz karigimi
yilizlinden ¢evreye verilen hasar giin gegtikge artmaktadir. Her enjeksiyonda bu
fazladan harcanan zaman kiimiilatif olarak harcanan elektrik ve insan giiciinii de
beraberinde getirmektedir. Ozellikle olabildigince hizli ve ¢ok analiz yapilan kalite
kontrol laboratuvarlarinda fazladan harcanan zaman dogrudan maliyeti
etkileyeceginden birden fazla iiriiniin es zamanl olarak analiz edilebilecegi, kisa,
etkin, hizli ve duyarli yontemlerin 6nemi biyiiktiir. Burada famotidin, nizatidin,
ranitidin ve simetidin etken maddeleri i¢in devreye ayn1 zamanda insan ve g¢evre

sagligini tehdit etmeyen gelistirilen yesil kromatografik yontem girmektedir.

Validasyon calismalar1 sirasinda USP monografinda belirtilen yontemin LOQ
degeri 5,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu deger de gelistirilen yontemin LOQ
degerinden (1,5 pg/mL) yiiksektir. Gelistirilen yontemin USP yonteminden daha
duyarli oldugu sdylenebilir. Ayn1 zamanda cevreye ve analiste zarar vermeden,
zamandan ve maliyetten tasarruf saglanarak harcanan sarf maddeleri ve kimyasallari
minimum diizeyde tutarak analizin gergeklestirilebilir olmasi gelistirilen bu yontem

icin biiylik bir avantajdir.

Literatiir verileri incelendiginde famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken
maddeleri i¢in hem ayr1 ayr1 hem de es zamanli analizlerine yonelik birden ¢ok yayin
bulunmustur. Bu yayinlar incelendiginde dikkat ¢eken ilk nokta yapilan ¢aligmalarin
hi¢birinin yesil kromatografi temellerine dayanmadig1 olmustur. Hem pik sekillerini
diizeltmek hem de ayrimi iyilestirmek adma yontemlerde oldukga toksik
Kimyasallarin kullanildigi goériilmistiir. Her ne kadar bazi yontemlerde alikonma
stireleri ve buna bagli olarak toplam enjeksiyon siiresi kisa olsa da (15, 22, 24)
yiiksek oranda metanol ve asetonitril iceren yontemler olmalari ¢evre ve insan sagligi
acisindan duyarsiz gelistirildiklerinin kaniti niteligindedir. Ayni1 zamanda literatiir
yontemlerinde bulunan ve fazladan eklenen her bir toksik kimyasalin harcanan cam
ve sarf malzeme, ekstra kisisel koruyucu donanim ihtiyaci ve atik bedeli vb. gibi
maliyet arttirict  etkileri bulunmaktadir. Literatiirdeki calismalarin  ¢ogunda
dogrusallik aralig1 (en diisiik deger 5,0 pg/mL olmakla birlikte genelde 50 pg/mL ve
uistii) gelistirilen yesil kromatografik yontemde (1,5 pg/mL) elde edilenden fazladir.

Bu da insan ve ¢evre saghigini tehdit etmemesi ve ¢evreye verilen zararin azaltilmasi
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icin gelistirilen yesil kromatografik yontemin ayni zamanda da oldukca duyarli

oldugunu kanitlar niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda diinyada her yastan ve her gelir diizeyinden insanda oldukg¢a
sik goriillen bir rahatsizlik olan Gastrodzofageal reflii hastalii, kisaca GORH,
tedavisinde kullanilan H» reseptor antagonistlerinden famotidin, nizatidin, ranitidin
ve simetidin etken maddelerinin kombine bir sekilde analiz edilebilecegi, ayni
zamanda ¢evreye duyarli olan yesil HPLC yontemi gelistirilmistir. Optimizasyon

caligmalarinin ardindan validasyon ¢alismalar1 da yapilmistir.

Famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken maddelerinin kombine olarak
analiz edilmesi i¢in gelistirilen yesil HPLC ydnteminin parametreleri; 10 mM
Potasyum Dihidrojen Fosfat Tamponu, hareketli faz oran1 tampon:etanol (98:2 v:v),
150 x 4,6 mm C18 kolon, kolon sicaklig1 40°C, akis hiz1 1,0 mL/dk. ve 230 nm dalga
boyunda olacak sekilde ayarlanmistir. Hepsinin es zamanli analiz edilmesi

durumunda toplam enjeksiyon siiresi 15 dakikadir.

Secilen kromatografik kosullarda famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin
etken maddelerinin alikonma zamanlar1 sirasiyla 6,37, 8,10, 9,72 ve 7,29 dakika,
kapasite faktorleri yine sirastyla 1,82, 2,59, 3,30 ve 2,23 olarak bulunmustur. Etken
maddeler arasindaki ayiricilik; famotidin-simetidin, simetidin-nizatidin ve nizatidin-
ranitidin olacak sekilde sirasiyla 2, 3 ve 2 olarak bulunmustur. Teorik tabaka sayilar
2000’1n iistiindedir ve simetri faktorleri 2.0°nin altindadir. Bu sonuglar dogrultusunda
gelistirilen yesil HPLC yOnteminin tiim parametreleri sagladigi ve bahsi gecen bu

dort etken maddenin etkili bir sekilde analizinin yapilabilecegi goriilmektedir.

Gelistirilen yontemin validasyonu farmasdotik preperattan famotidin tayini icin
degerlendirilmistir. Bunlara gore analit ¢ozeltilerinin segicilik, dogruluk, kesinlik,
geri kazanim, duyarhilik, kararlilik, saglamlik ve tutarlilik validasyon parametreleri
degerlendirilmistir. Biitlin validasyon parametrelerinin kabul edilebilir sinirlar iginde

oldugu tespit edilmistir

Valide edilen yontem Tiirkiye ilag piyasasinda satilan Duovel® isimli farmasétik
tablet preparata uygulanmistir. Sonuclar yine bu ¢alisma kapsaminda validasyonu

yapilan Famotidin Tablet USP monografinda belirtilen yontemle karsilagtirilmis ve
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aralarinda anlamli fark bulunmamistir. Bahsi gecen Famotidin Tablet USP
monografinda belirtilen yontemin, yogun asitli ve organik ¢oziiciilii hareketli faz ve
¢oOziicii igerdigi, dolayisiyla ¢evreye duyarli olmadigr goriilmektedir. Ayni1 zamanda
LOQ degeri 5,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu deger de gelistirilen yontemin LOQ
degerinden (1,5 pg/mL) yiiksektir. Gelistirilen yontemin USP ydnteminden daha
duyarli oldugu sOylenebilir. Ayn1 zamanda g¢evreye ve analiste zarar vermeden,
zamandan ve maliyetten tasarruf saglanarak harcanan sarf maddeleri ve kimyasallar
minimum diizeyde tutarak analizin gerceklestirilebilir olmasi gelistirilen bu yontem

icin biiytlik bir avantajdir.

Literatiirde famotidin, nizatidin, ranitidin ve simetidin etken maddelerinin
kombine olarak analiz edilebilecegi yontemler bulunmasina ragmen, herhangi bir
yesil kromatografik yonteme rastlanmamistir. Bu nedenle bu dort etken maddenin
kombine olarak yesil HPLC yontemiyle tayini i¢in ilk ¢alisma olarak kaynaklara

gececek bu tezin, literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Gelistirilen ve valide edilen yesil HPLC yontemi famotidinin farmasotik
preperattan analizi i¢in USP tarafindan ve diger kaynaklardan bildirilmis ¢evre ve
insan sagligina duyarli olmayan HPLC yo6ntemlerine bir alternatif olarak sunulabilir.
Bununla birlikte toksik etki yaratabilecek organik ¢oziiciiler yerine etanol
kullanilmasi, ¢evreye ve analist sagligina verilen zararin minimuma indirilmesi,
analiz siiresinin kisa olmasiyla zamandan ve harcanan ¢oziiciilerden tasarruf
edilmesi, analisti yormayacak zahmetli numune ve ¢ozilicii hazirlama yontemleri
icermemesi, 4 etken maddenin ayni1 anda analiz edilebilmesi yontemi c¢ekici
kilmaktadir. Gelistirilen yontemin ila¢ endiistrisinde O6zellikle ¢ok hizli ve seri
analizlerin yapildig1 kalite kontrol laboratuvarlarinda aynm1 zamanda Ar-Ge

caligmalarinda da faydali olabilecegi diistintilmiistiir.
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4/ Olgiim sayist
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Bagil Standart Sapma (BSS) = SX—S x 100

SS: Standart Sapma
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Olmasi gereken miktar—Bulunan miktar
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Bagil Hata (BHATA) =

Olmasi gereken miktar
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EK-4: T-Testi - Esit Olmayan Varyanslar Varsayarak Iki Ornekleme

Iki veri seti arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilan

yontemlerden biri t-testi’dir.

o Oncelikle standart hata asagidaki denklem yardimiyla belirlenir;

ny n;

Standart Hata (SH) = \/[(ﬁ) + (ﬁ)]

SSi: Birinci veri setinin standart sapmasi
ni: Birinci veri setindeki drnek sayisi
SSz: Ikinci veri setinin standart sapmasi

nz: Ikinci veri setindeki 6rnek sayis

e Ardindan serbestlik derecesi (SD) asagidaki denklem yardimiyla

belirlenir;

Serbestlik Derecesi (SD) = ny + n, — 2

e thesap degeri agsagidaki denklem yardimiyla belirlenir;

[(x1—x2)—d]

thesap = SH

X1: Birinci veri setinin ortalamasi
x2: Tkinci veri setinin ortalamasi
d: Popiilasyon ortalamalar1 arasindaki varsayimsal fark

SH: Standart hata

P-degeri: Test istatistigi kadar uc bir 6rnek istatistigi gézlemleme olasiligidir. Test
istatistigi bir t-puan1 oldugundan, yukarida hesaplanan serbestlik derecelerine sahip
olan t-puani ile iliskili olasihigi degerlendirmek igin t Dagilim Hesaplayicisini

kullanilmaktadir.

Hipotezler belirtilir. ik adim, bos hipotezi ve alternatif bir hipotez belirtmektir.
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Bos Hipotez: p1 - p2 =0
Alternatif Hipotez: pu1 - u2 #0

Bu hipotezlerin iki uclu bir test olusturduguna dikkat edilmelidir. Ornek ortalamalar

arasindaki fark cok biiyiikse veya ¢ok kiigiikse bos hipotez reddedilecektir.

Eger;
® thesap > ttavlo, p < 0= 0,05, durumunda bos hipotez reddedilecektir.

® thesap < ttablo, p > 0= 0,05, durumunda bos hipotez kabul edilecektir.
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EK-5: Farkli Veri Setleri i¢in Mann-Whitney U Testi

Iki veri seti arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilan

yontemlerden biri Mann-Whitney U Testi’dir.

e Eldeki iki 6rneklem gézden gegcirilir ve daha kiigiikk goriinen 6rneklem baz
orneklem olarak segilir. Buna Orneklem 1 adi verilir ve diger 6rneklem ise
Ormneklem 2 olarak adlandirilir.

e Ormeklem 2'deki her bir veri tek basina alinir. Orneklem 1'de bulunan veriler
bu veri degeri ile karsilastirilir. Her daha biiyiik degere 1 puan ve her ayni
degere 1/2 puan vererek, toplam puan sayisi kaydedilir. Bu islem biitlin
Orneklem 2 elemanlari i¢in yapilir ve her eleman igin toplam puan bulunur.

e Bu her eleman i¢in puanlarin tiim elamanlar i¢in toplami U istatistigi degeri
olur.

e Tiim goézlemleri bir araya alarak bir siralama diizeni elde edilir. Asagidaki

formiiller yardimiyla Uistatistik degeri hesaplanir;

ny(ny + 1)
U1= 1= —2
n,(n, +1)
Up = R, — 2"

R1: Orneklem 1°deki siralama numaralarinm toplami
R2: Orneklem 2°deki siralama numaralarinm toplami
ni: Orneklem 1°deki toplam gozlem sayisi

nz: Orneklem 2°deki toplam gozlem sayisi

Us: Orneklem 1 i¢in hesaplanan Unesap degeri

U2: Orneklem 2 igin hesaplanan Unesap degeri

Bulunan U; ve U, degerlerinden  kiiglik olan1 (hazirlanmis olan  U-istatistigi

anlamlilik tablosundaki Utaplo degeriyle karsilastirlir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/S%C4%B1ralama_d%C3%BCzeni
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Eger;
® Uhesap > Utanlo, durumunda veri setleri arasinda istatistiksel bir fark
olmadigi kabul edilir.
®  Uhesap < Utablo, durumunda veri setleri arasinda istatistiksel bir fark oldugu
kabul edilir.
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9. OZGECMIS



