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TiYAMIN VE PiRIDOKSIN ETKiN MADDELERININ FARMASOTIK
PREPARATLARDA HPLC YONTEMI iLE ANALIZi

OZET

B; (tiyamin) ve Bg (piridoksin) bir¢ok biyokimyasal reaksiyonda kilit rol
oynayan ve saglikli yasamin vazgecilmez elemanlarindan olan B grubu
vitaminlerindendir. Saglik acisindan énemli bir yere sahip olan her iki vitaminin farkli
ortamlarda analizleri ile takip edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple ¢alismada piridoksin
(Bg) ve tiyaminin (B;) vitaminlerinin farmasotik preparatlarda miktar analizi i¢in
literatiirdeki yontemlere alternatif yeni bir HPLC yontemi gelistirilip ve yontem

gecerlilik testlerinin yapilmasi amaglanmaistir.

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) c¢alismasinda, metanol:Su
(9:91, v:v; pH:3,5) mobil faz, C18 kolon, 1 ml/dak akis hizi, 10 uL enjeksiyon hacmi,
UV dedektor ve 274 nm dalga boyu calisma parametreleri kullanildi. Yontem sartlar
optimize edildikten sonra gegerlilik testleri (validasyon) yapildi. Giinigi ve giinler arasi
yapilan calismalar ile yontemin dogrulugu bagil hatayla, kesinlik bagil standart sapma
(BSS) ile verildi. Bagil hata ve Bagil Standart Sapma % 8 den daha kii¢iik olarak tespit
edildi. Ayrica yontemin teshis limiti (LOD) 0,5 pg/mL ve miktar tayin limiti ise 1
ug/mL olarak ve farmasotik preparattan analitik geri kazanim degeri de % 85 ile % 102
araliginda belirlendi. Gelistirilip valide edilen yontem 250 mg Pridoksin + 250 mg

Tiyamin igeren Benol tablete basariyla uygulandi.

Anahtar Kelimeler : Piridoksin, Tiyamin, HPLC, Yontem gegerlilik Testi



QUANTIFICATION OF PYRIDOXINE AND THIAMINE IN
PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS BY HPLC METHOD

ABSTRACT

Thiamine and pyridoxine which are also called vitamin B1 and B6, play very
crucial role in biochemical reactions in human body. In this study, we are going to

determine the amounts of these two molecules in pharmaceutical preparations.

According to the the results of the analysis that were done by HPLC method:
The Limit of Detection (LOD) value is 0,5 ng/mL and Limit of Quantifigation value is
1 pg/mL for both Pyridoxine and Thiamine molecules. All of the analysis were done in
274 nm wavelength. Reletavie Standard Deviation (RSD) is also calculated and with
respect to the results RSD values are lower than 8 percentages. The results were about

%7,93 and lower.

Water - Methanol (91:9) mixture at pH 3.5 was used as mobil phase. Stock
solutions are prepeared in 0,1 M HCI and then dilution process were done by deiyonized
water. The flow rate of the method is 1 mL/min. And analytical recovery values are in

between %93- %102

Key Words : Pyridoxine, Thiamine, HPLC, Uv-Visible Spectrophotometry, Analytical

Recovery.
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1. GIRIS VE AMAC

Vitaminler genel olarak; viicutta iiretilemeyen veya yetersiz lretilen ancak
besinler yoluyla alinabilecek, bircok metabolik ve biyokimyasal reaksiyonda rol
oynayan sagliklt yasamin vazgecilmez bir parcasi olan organik bilesiklerdir. Vitamin
Latince yasam anlamina gelen “vita” sozciigiinden kaynaklanir. Vitaminler yagda ve
suda ¢oziinenler olmak iizere iki gruba ayrilirlar. A, E, D ve K vitaminleri yagda
¢Oziinen vitaminler olup C vitamini ile B grubu vitaminler ise suda ¢oziinen
vitaminlerdir.

B grubu vitaminleri B;, B,, B3, Bs, Bs, B7, By ve Bi, olmak iizere en biiyiik
vitamin grubu olarak goze carpmaktadir. Bu vitaminler viicutta adeta birer savunma
silah1 gibi ¢alisarak sinir sistemi ve kan hiicrelerinin viicuttaki sentezi ile
kardiyovaskiiler sistem {izerinde ve kanserin 6nlenmesinde 6nemli islevlere sahiptirler.

B grubu vitaminlerinden Bg (Piridoksin) ve B; (Tiyamin), eksikliginde viicut
tarafindan en fazla belirti gosterilen maddeler olarak goze ¢arpmaktadir. Piridoksin, bir
diger adiyla Bg vitamini, ozellikle protein metabolizmasinda ¢ok 6nemli bir koenzimdir
ve bir¢ok norotransmitterin sentezinde rol alir. Viicut i¢in en énemli gorevi giiclii bir
bagisiklik sisteminin olusturulmasindadir. Gidalarin hazirlama siireci igerisinde biiyiik
miktarda yitirilebilen bir vitamindir. Viicutta eksikligi kendini uykusuzluk, kansizlik,
cilt sorunlar1 gibi problemlerle gosterilebilir. Seker hastalari, agir islerde ¢alisanlar ve
dogum kontrol hap1 kullananlar i¢in Bg vitaminine daha ¢ok ihtiyaglari bulunmaktadir.
Viicutta By, vitaminin emilebilmesi i¢in de Bgvitaminine ihtiyag¢ duyulur.

Tiyamin, bir diger ismiyle By vitamini, karbonhidrat metabolizmasinda oldukga

onemli bir vitamindir. Alyuvarlarin olusumu ve iskelet icin de hayati derecede


http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Metabolizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Koenzim
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%B6rotransmitter
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onemlidir. Eksikligi depresyon, bitkinlik, viicutta su birikimi ve sindirim sistemi
problemlerine yol acabilir.

B: ve Bg vitaminleri viicutta depolanamayan vitaminlerdir. Bundan dolay1
disaridan alinmasi gereckmektedir. Disaridan alinma islemi, besinler ve ileri
eksikliklerde ise farmasotik preparatlarla olmaktadir.

Onemli islevlere sahip olan B; ve Bg vitaminlerinin degisik ortamlarda
analizlerinin gergeklestirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu calismada adi gegen her iki
vitaminin farmasotik preparatlarda miktar tayini i¢in literatiirdeki yontemlere alternatif
daha hassas ve kolay yeni bir HPLC yonteminin gelistirilmesi ve yontem gegerlilik
testlerinin (validasyon) yapilmasi amaglanmstir.

Sonug olarak; B vitamini komplekslerinden Piridoksin (B;) ve Tiyamin (Bg)
vitaminleri insan sagligi agisindan olduk¢a 6nemli bir yere sahip oldugundan dolayi
rutin analizlerinin yapilmasi1 gerekmektedir. Bu ¢alismada gelistirilen yontemin ileriki
dénemde hayvan ve klinik ¢aligmalara da uygulanmasi hedeflenmektedir. Ayrica B
vitaminleri ile ilgili diger yontem gelistirme c¢alismalarma da yardimer olacagi

diistiniilmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Piridoksin

Vitamin B kompleksleri suda ¢dziinen vitaminlerdir'. Hiicre ¢ogalmasindan kan
hiicreleri yapimina kadar birgok metabolik faaliyette islev goriirler®. Bu vitamin grubu
igerisindeki vitaminlerden bir tanesi de Bg vitaminidir. Bg vitamini piridoksin,
piridoksal, piridoksamin, piridoksin-5-fosfat, piridoksal-5 fosfat ve piridoksamin-5
fosfat olmak {iizere alti temel formda bulunmaktadir. Ayrica piridoksin B glukozid,
depolama formu olarak bitkilerde bulunmaktadir®®. Bg vitaminlerinin bircok
biyokimyasal fonksiyonu vardir. Ozellikle piridoksin sodyum-potasyum dengesinde,
alyuvar  hiicrelerinin  iiretiminde, homosistein ~ formasyonunu  baskilayarak
kardiovaskiiler rahatsizliklarin indirgenmesinde, monoamin, transmiterler, serotonin,
dopamin, epinefrin ve norepinefrin iiretiminde gorevler alir. Ayrica aromatik amino asit

dekarboksilaz enziminin de kofaktoriidiir® .

Piridoksin eksikligine en sik beslenme bozukluklar1 sebebiyle rastlanir. Bunun
disinda piridoksin antagonisti olan isoniazidsiklosporin ve penisilamin etkin
maddelerini igeren tedavi kiirleri de piridoksin eksikligine sebep olabilmektedir. Bu
tedavi kiiriinii alan hastalarin piridoksin kan diizeyleri mutlaka kontrol altinda
tutulmalidir. Kan seviyesinde goriilen diistikliiklerde hemen miidahale edilerek
piridoksin takviyesi yapilmasi gerekmektedir. Giinliik ihtiyaca bakildiginda ¢ocuklarda
0,9-1,6 mg, eriskinlerde ise 2,0-2,2 mg‘lik bir pridoksin alimi gerekmektedirs.
Piridoksin eksikligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda yorgunluk istahsizlik, asir1 stres gibi
Onemsiz sayilabilecek belirtiler verilse de sideroblastik anemi ve sinir iltihab1 gibi

6nemli belirtiler dikkate deger olarak verilmektedir’. Toplumlarda hafif piridoksin
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eksikligi olduk¢a yaygin goriilmektedir. Hafif eksikliklerde kiside depresyon
gorllebilir. Daha agir eksikliklerde ise sinirler hasara ugrar, periferik nevropati
olusabilir. Piridoksin ya da B, vitamini eksikligi ¢cok olanlarda anemi durumu goézlenir.
Anemi belirtileri uyusukluk, yorgunluk, caba harcandiginda nefes darligi, deride ve
mukozada solgunluktur. Agiz kenarlarindaki catlaklarin folik asit yetersizliginden ileri
geldigi bilinirse de bu, demir, B, ya da Bg yetersizliginden de olabilir. Piridoksin
eksikligi cogu kez dis belirtiler sonucunda degil, kan testleri sonunda, kiside anemi

8-12

oldugu anlasilinca ortaya cikar . Eksikligi megalobastik kansizligt da meydana

getirir'* 1?4 Bu hastaliga tropikal bolgelerde ¢ok rastlanir. Bu eksikligin baslica nedeni,
protein-kalori eksikligine dayanmaktadir. Normal beslenen insanlarda ancak sindirim
bozuklugunda ve gebelikte goriilebilir. Sara hastaliginda kullanilan ilaglar verilirken bu
vitaminin de verilmesi gerekir. Bazi1 antibiyotikler bu vitamini yok etmektedir. Bira,

sarap, raki vs. gibi alkollii igcecekleri icen kimselerde ve sigara kullananlarda da bu

vitamin eksikligi olduke¢a sik gérﬁlmektedirls.

Piridoksin en fazla yesil yaprakli sebzeler, bira mayasi, karaciger, bobrek,
yumurta, zar1 alinmamis tahillar, ceviz, badem, findik, fistik, mercimek, 1spanak, yonca,
mavi-yesil alg (yosun), maydanoz, nane, kuru fasulye (baklagiller) ve tohumlu gidalarda

bulunmaktadir'®.

Yukarida belirttigimiz gibi piridoksin kan hiicrelerinin yapiminda ¢ok onemli
islevlere sahiptir. Buna bagli olarak belli tedavi kiirleri veya uygulanan diyet sebebiyle
piridoksin bakimindan eksik kalan insanlarda kan hiicresi yapimi zarar goriir ve buna
bagl olarakta sideroblastik anemi bu hastalarda hizla gelisir. Bu durumdaki hastalara

piridoksin kiiri uygulanarak piridoksin diizeyleri kontrol altinda tutulur. Piridoksin
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diizeyinin kontrol altinda tutulmasi i¢in de kan seviyelerine bakilmasi ¢ok dnemlidir ve

hayati bir 6nem arz eder.

Ozellikle antibiyotik tedavisi uygulanan hastalarda Bg inhibe olmakta ve bu da
sinir iltithab1 anemi dilde ve agiz ¢evresinde yaralar depresyon hali gibi ¢esitli sikayetler
ortaya ¢ikarmaktadir. Ozellikle anemi ve sinirsel hastaliklar ciddi bir nem arz etmekte
ve metabolizmanin dengesi bozulmaktadir. Bu yiizden hamilelikte ve bir takim ilag
tedavileri esnasinda piridoksin etkin maddelerinin eksikliginin olusturdugu sikayetleri
azaltmada en 6nemli durum bu maddelerin eksikliginin belirlenmesi kan diizeylerinin

tespit edilmesi ve buna uygun takviyenin yapilmasidir*>*.

Piridoksin tayininde HPLC, HPTLC, spektrofotometri ve florimetri yontemleri

ile analiz yapilabilmektedir'™.

2.1.1. Piridoksin Kimyasal Bilesimi

Piridoksin molekiilii bir pirimidin halkasina bagli hidroksi ve hidroksimetil
substitiientlerinden olusan bir yapidir'. Genel formiilii CgHy,NO3’diir. IUPAC’a gore 2-
metil-3-hidroksi-4,5-bis (hidroksi-metil) piridin olarak isimlendirilmektedir (Sekil 2.1.).
Asidik sulu ortamlarda ¢oziiniir. Erime noktast 159-162 °C*dir. Molekiil agirlig: 169,18

g/mol’diir’.
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Sekil 2.1. Piridoksin Kimyasal Yapisi

2.2. Tiyamin

B vitamin komplekslerinden bir digeri de B; olarak da isimlendirilen tiyamin
formudur. Icerigindeki siilfiir dolayisiyla tiyovitamin olarak adlandirilir. Eksikliginde
norolojik detrimental etkilere sebebiyet verdigi icin ilk olarak aneurin diye
isimlendirilmistir. Fakat diinyada kabul goren jenerik isimlendirmesi B;’dir. Tiyamin
molekiiliiniin fosfat tiirevleri bir ¢ok hiicre i¢i reaksiyonlarda rol oynamaktadir. En iyi
bilinen tiyamin formu olan tiyamin pirofosfat (TPP) bir koenzim olarak seker ve
aminoasit yitkiminda énemli rol oynamaktadir. Ayrica diger bir fosfat tiirevi olan ThDP
ise alkol fermantasyonunun ilk ayaginda reaksiyona miidahil olmaktadir. Biitiin canl
organizmalar biyokimyasal faaliyetlerde tiyamini kullanmaktadirlar. Buna Kkarsin,
tiyamin  molekiilii ~ yalnmizca bakteriler, mantarlar ve bitkiler tarafindan
sentezlenmektedir. Hayvanlar ve insanlar bu maddeyi besin yoluyla disaridan
almaktadirlar. Zaten bu sebepten dolayr tiyamin vitamin grubu igerisinde yer
almaktadir. Yeterli derecede tiyamin alinmamasi durumunda kuslarda polineuritis adi
verilen bir hastalik olusur. Memelilerde de bu hastaliga benzer ve beriberi adi verilen
bir sinir sistemi hastaligit meydana gelmaktadir. Buna ek olarak yetersiz tiyamin alimi

onlem alinmadigi ve tedavi kiirli uygulanmadig1 takdirde kardiyovaskiiler sistemde


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/ff/Pyridoxine_structure_ver2.svg
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dliimeiil hasarlara da neden olabilmektedir'’. Bu iki ciddi rahatsizlik haricinde tiyamin
eksikligi halsizlik, kilo kaybu, asabiyet, zihin karisiklizi™® gibi belirtiler de vermektedir.
Tiyamin eksikliginin sebebiyet verdigi diisiiniilen ve bu yonde ¢esitli bulgular elde
edilen bazi belirtiler de vardir. Bununla beraber yeni tiyamin tiirevlerinin kesfi de

tiyamin {izerine birgok arastirma yapilmas: gerekliligini ortaya koymugtur®,

2.2.1. Tiyamin Molekiiliiniin Kesfi

Tiyamin suda ¢oziinen vitaminler igerisinde ilk kesfedilen molekiildiir®. Bu
yonde yapilan biitiin ¢alismalara ilham kaynagi olan ve vitamin kimyasina liderlik eden

onemli bir molekildiir.

Cin’de bulunan eski tabletlerde beriberi (tiyamin eksikliginden kaynaklanan
norolojik bir rahatsizlik) hastaligi milattan 2700 yil 6nce tanimlanmistir. Fakat o
donemlerde hastaligin sebebini teshis edebilmek sahip olunan imkanlar nedeniyle
miimkiin degildi. 1884 yilinda Kanehiro Takaki beriberi hastaligina dair ortaya konan
biitiin teorileri reddederek beriberi hastaliginin temel sebebinin protein ve azot

eksikliginden kaynaklandigini belirtmistir.

Daha sonra 1897 yilinda Hollandali bir askeri doktor olan Christian Eijkmann
onemli bir kesif yapti. Yaptig1 ¢alismada kabugu soyulmus piring tiiketen tavuklarin
beriberi hastalifina yakalandigini buna karsin kabuklu piringleri tiiketen tavuklarda ise
beriberi hastaligina ¢cok nadir rastlandigin1 gosterdi. Bununla birlikte beriberi hastaligina
yakalanmis tavuklara kabuklu piring verdiginde hastalikta 6nemli iyilesmeler oldugunu
deneyleriyle gostermislerdir™. Bu deneylerden yola ¢ikarak piring kabuklarmda bulunan

bir maddenin bu hastaliga kars1 iyi geldigini ortaya koydu. Eijkmann bu Onemli
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calismasiyla 1929 Nobel o6diiliine de layik goriildii. Gerrit Grijins 1901 yilinda yaptigi
calismayla, viicut i¢in gerekli bir maddenin piring kabugunda bulundugunu ve soyulmus
piringlerde yikanarak bu maddenin yok oldugunu ve bunun da beriberiye yol agtigini ve
tiim biyokimyasal mekanizmasini ¢éziimleyerek literatiire biiyiik bir katk1 saglamlstlrzz.
Ancak 1911 yilina kadar bu maddenin izolasyonu ve nasil bir madde oldugu konusunda

herhangi bir bilgi kaydedilmemistir.

1911 yilinda Casimir Funk isimli bilim adami piringten ilk defa antiiiretik bir
maddeyi izole etmeyi basarmistir. Hollandali kimyagerler Barend Coenraad Petrus
Jansen ve William Fredrick Donath bu maddenin aktif ajaninin izolasyonunu ve
kristalizasyonunu 1926 yilinda basarili bir sekilde gergeklestirmislerdir23. Bu yap1 yine
ayni gruptan Robert Runnels Williams tarafindan 1934 yilinda analitik agidan incelendi
teshis ve tayini gergeklestirildi. 1936 yilinda ise bu madde ilk olarak tiyamin olarak

labaratuvar kosullari altinda sentezlendi®*.

Bilesik ilk olarak aneurin (antindrotik vitamin) olarak sir Rudolph Peters
tarafindan isimlendirildi. Rudolph Peters, soyulmus ve yikanmis piringler ile besledigi
giivercinlerde vitamin eksikligi olusturarak calismalarin1 gergeklestirmistir. Bu
beslenme sonrasinda giivercinler baglarini omuzlarinin arasina sokmaya ve buna benzer
baz1 karakteristik belirtiler sergilemeye baglamiglardir. Opistotonos adi verilen duruma
gelen giivercinlerin birkag giin sonra da 6ldiiklerini ve tedavi uygulanan hayvanlarda ise
cok kisa siirede iyilesmeler oldugu gozlemlenmistir. Bu radikal degisimlere ragmen
tedavi Oncesi ve sonrasi beyin yapilar incelendiginde giivercinlerin beyninde higbir

morfolojik farklilik gézlemlenmemistirzs.
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Lochman ve Schuster 1937 yilinda difosfat tiyamin tlirevi olan ThDP piiriivatin
oksidatif dekarboksilasyonu reaksiyonunda kofaktor oldugunu ortaya koydu (reaksiyon
piiriivat hidrojenasyonu olarak da bilinmektedir)?®®. Bu ¢alisma sayesinde tiyaminin
hiicre i¢indeki fonksiyonu da belirlenmistir. Piirlivat dehidrojenaz enzimi tiyaminin

kofaktor olarak yer aldig1 birgok mekanizmadan sadece bir tanesidir.

1958 yilinda Ronald Breslow ThDP’nin tiim mekanizmalarini ortaya koymustur.
2 pozisyonundaki proton substitiisyonunu agiga ¢ikararak reaksiyonun nasil ilerledigini

gostermistir.

2.2.2. Tiyaminin Kimyasal Bilesimi

Tiyamin renksiz bir molekiildiir. Molekiil formiilii C1,H17N4OS’dir. IUPAC’a
gore 2-[3-[(4-amino- 2-metil- primidin- 5-yl) methil]- 4-metil- tiazol- 5-yl] etanol
olarak isimlendirilmektedir. Yapisinda bir primidin halkast ve metilen kopriisiiyle
birlesmis bir tiyazol halkasi mevcuttur (Sekil 2.2.). Tiyamin suda, metanolde ve
gliserinde ¢Oziiniir. Aseton, eter, kloroform ve benzen gibi organik ¢oziiciilerde ise
¢Oziinmez. Asidik ortamlarda stabilitesi yiiksektir fakat alkalin ortamda cok c¢abuk
bozunur. Isiya, Ultraviyole 1sin ve gamma X-ray isinlarina da hassasiyeti olan bir

molekiildiir®’ .
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Sekil 2.2. Tiyaminin Kimyasal Yapisi

2.2.3. Tiyamin Molekiiliiniin Biyosentezi

Tiyamin molekiiliiniin sentezi bakteriler, protozoalar, bitkiler ve mantarlarda

gergeklesir31'32

. Tiyazol ve primidin ayr1 ayri sentezlenir ve daha sonra ThDP yi
olusturmak tizere tiyamin fosfataz enzimi yoluyla bu iki halka birlestirilir. Biyosentez
isleminde izlenen yol organizmadan organizmaya farklilik gosterir. E. Coli ve diger

enterobakterilerde ThMP fosforilizasyona ugrayarak ThDPye doniislirken, bir¢ok

bakteride ve okaryotik hiicrede ThMP hidroliz olarak tiyamine doniisiir.

Biyosentetik mekanizma ‘riboswitch’lerle ayarlanir. Ortamda yeterli tiyamin
varsa tiyamin mRNA’ya baglanir ve tiyamin iretici enzimlerin inhibiSyonuna sebep
olur. Eger ortamda yeterli tiyamin yoksa mRNA’ya da baglanacak tiyamin olmaz ve
enzimler aktive olarak tiyamin sentezine hiicre icerisinde baslanir. Hiicre i¢i tiyamin
dongiisii bu sekilde cereyan eder. TPP riboswitchleri hem prokary6tik hem de

okaryotik hiicrelerde ayn1 anda teshis edilebilen tek riboswitchlerdir®.
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2.2.4. Tiyamin Iceren Besinler

Tiyamin bir¢ok besin igerisinde diisiik derisimlerde bulunur. Domuz eti ve maya
tiyamince en zengin besinler olarak goze ¢arpar. Buna ragmen, lifli tahillar domuz eti ve
mayaya gore tiyamin tedavisinde daha c¢ok basvurulan besinlerdir. Bunun sebebi ise
tahillara diinyanin her yerinde daha kolay ve ucuz olarak ulasilabilmesinden ileri
gelmektedir. Tahillarin 6zellikle kabuklarinda yiiksek miktarda tiyamin bulunmaktadir.
Islenmis ve kabuklar1 soyulmus tahillarda ise cok diisiik derisimlerde tiyamin
bulunmaktadir. Ornegin 100 gram kabuklu unda 0,55 mg tiyamin bulunurken islenmis
beyaz unda bu deger 0,06 mg’dir. Amerika ve Avrupa Birligi iilkelerinde beyaz un
piyasaya siiriilmeden 6nce tiyamin, demir niyasin ve riboflavince zenginlestirilmektedir.
Aspargus, portakal, ciger, aycekirdegi ve patates tiyamince zengin olan diger

besinlerdir.8.

Giinliik alinmasi gereken Tiyamin miktar1 yetiskin insanlar i¢in 1,4 mg olarak
belirlenmistir. Fakat goniilliiler izerinde yapilan testlerde giinde 50 mg tiyamin alinmasi
zeka diizeyinde kayda deger gelismeler artislara sebebiyet vermistir®. Besinlerden veya
besin destek lriinleri yoluyla alinan tiyaminin asir1 alimina ait herhangi bir rahatsizlik
yada semptom rapor edilmemistir. Bu ylizden tiyamin alimina dair bir st limit

(Tolerable Upper Intake UL) degeri yoktur.

2.3. HPLC ile Yapilan Cahsmalar

Ding ve ark.®®; mobil faz olarak 0,1 M (NH,),COs-Su-Metanol (5/15/80: h/h),
254 nm dalga boyu, C,g kolon, klorfeniramin maleat i¢ standart ¢alisma parametrelerini

kullanarak HPLC ile farmasotik preparatlarda pridoksin ve tiyamin analizini
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gerceklestirmislerdir. Ayn1 zamanda tiirev-oran spektroskopi ve matriks rezolosyun

yontemini gelistirilerek bu iki etken maddenin analizini ger¢eklestirmislerdir.

Ndaw ve ark.*®; HPLC ile besinlerdeki tiyamin ve piridoksin miktarlarim
belirlemeye c¢alismislardir.  Mobil faz olarak pH 3,5’c¢ ayarladiklar1 Metanol-Su

(40/60:h/h) ve C1g kolonunu kullanmislardir.

Markopoulou ve ark.’”; multivitamin tabletlerinde piridoksin tiyamin ve
siyanokobalamin miktarini HPLC ile belirlemislerdir. Calismada, gradient eliisyon,
mobil faz olarak % 0,015 trietilamin igeren pH 2,7’ye ayarlanmis Su- Asetonitril, 280

nm dalga boyu ¢alisma parametreleri kullanilmustir.

Holler ve ark.%; folik asit, nikotinamid, nikotinik asit, riboflavin, ribofilavin-5 -
fosfat, piridoksin ve tiyaminin tablatlerde ters faz HPLC yontemiyle analizini
gerceklestirmislerdir. Yapilan analizlerde vitaminler birebirlerinden ayrilmis fakat farkli
dalga boylarinda 6l¢timler yapilarak hassasiyet artirilmaya c¢alisilmistir. Bu calismada
pH’1 ise 2,8’¢ ayarlanmig fosfat tamponu ve metanol (80/20: h/h) mobil fazi
kullanilmigtir.  Analizde, 17-25 dakikalar arasinda 254 nm dalga boyu kullanilarak
tiyamin analizi, 10-17 dakikalar arasinda da 280 nm dalga boyu kullanilarak piridoksin

analizi yapilmistir.

Marszall ve ark.®; kolorimetrik ve UV dedektdrlii HPLC yontemiyle tiyamin
hidrokloriir, pridoksin hidrokloriir ve siyznokobalaminin farmasoétik preparatlarda
miktar analizini ger¢eklestirmislerdir. Analizde pH’s1 3,55’¢ ayarlanmis 0,05 M fosfat
tamponu ve % 10 metanol (0,018 M trietilamin) mobil fazi ve C18 kolon
kullanmislardir. Tiyamin ve piridoksin i¢in LOD degerleri sirasiyla 9,2 ve 2,7 ng/mL

olarak belirlenmistir.
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Morten Kall*°, yapmis oldugu ¢alismada besin 6rneklerinde piridoksin seviyesini
floresans dedektorlic HPLC yontemiyle belirlemeye ¢alismistir. C18 hypersil kolon, %
93 HCI tamponu ve % 7’lik asetonitril mobil fazi, 1 mL/dak akis hiz ve 50 pL
enjeksiyon hacmi ¢alisma parametrelerini kullanmislardir. Orneklerin bozulmamasi i¢in

5°C’de vialler karanlik bir ortamda tutulmustur.

Batifoulier ve ark.*’; yapmus olduklar ¢alismada fare dokularinda tiyamin
miktarint HPLC yoOntemiyle belirlemeye calismislardir. Bu ¢alismada C16 kolon, pH
6’ya ayarlanmis potasyum tamponu ve metanol (80/20) mobil fazi, 20 uL enjeksiyon
hacmi ve 1 mL/dak akis hiz1 parametrelerini kullanmiglardir. Tiyamin igin alikonma

zamani 6 dakika olarak belirlenmistir.

2.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karmasik karisimlardaki kimyasal bilesimlerin  ayrilmasi
taninmast ve tayini i¢in yaygin olarak kullanilan analitik bir yontemdir. Diger ayirma
yontemlerinden hig birisi kromatografi kadar etkili olmayip uygulamada yaygin olarak
kullanilmaz. Bu nedenle de kromatografik yontemler daha c¢ok arastirma amaciyla
kullanilir. Bu sebeple ¢ok genis ve verimli bir alandir. Bu alandaki arastirmalardan
dolay1r simdiye kadar 12 bilim adamina Nobel 6diilii verilmistir. Higbir arastirma

alaninda bu kadar ¢ok Nobel 6diilii verilmemistir.

Cok degisik sistem ve teknige uygulandigi i¢in, kromatografi teriminin tam
olarak tanimini yapmak olduk¢a zordur. Bununla birlikte, bu yontemlerin tiimiinde
ortak olarak bir sabit faz ve bir de hareketli faz vardir. Akis halinde gaz veya sivi bir

fazla birlikte karisimdaki bilesenler, sabit faz iizerinden gegirilirler; gecirilme esnasinda
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bilesenlerin gé¢ hizlarina baglh olarak ayirma islemi gerceklesir. Bu bilgiler 1s18inda
genel bir tanim yapmaga calisirsak; kimyasal maddeler sabit bir ortama ilave edip
bunlarin belli bir hareketli faz yardimiyla ylizey adsorpsiyonu, dagilma, iyon degistirme
ve elenme Ozelliklerine bagh olarak, sabit ortamdan ayrilma yontemlerine kromatografi

denir.

2.4.1. Kromatografik Yontemlerinin Siniflandirilmasi

Kromatografik yontemler kolon ve diizlemsel olarak ikiye ayrilabilir. Kolon
kromatografisinde sabit faz dar bir kolonda (boru) tutulur, hareketli faz ise yer ¢ekimi
veya basing etkisiyle kolondan gegirilir. Diizlemsel kromatografide ise, sabit faz diiz bir
yiizeyde veya bir kagidin gozeneklerinde tutulur. Bu durumda hareketli faz, sabit faz
tizerinde kilcal veya yer ¢ekim etkisiyle hareket eder. Bunun disinda kromatografik
yontemler ayirma islemlerinin farkliligina goére c¢ok daha degisik sekillerde

siniflandirilabilir. Bu simiflandirmalar agagidaki sekilde verilebilir.

1. Teorik Smiflandirma

a- Paylasim Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi

c- Boyutlandirma (Jel Filtrasyon ve Jel Gegirgenlik) Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi

2. Pratik Simiflandirma

a- Kagit Kromatografisi



25

b- Ince Tabaka Kromatografisi
c- Kolon Kromatografisi
d- Gaz Kromatografisi

e- Sivi Kromatografisi

3. Hareketli ve Durgun Fazlara Gore Siniflandirma

Kromatografi
v v

Gaz Kromatografisi Sivi Kromatografisi
A/ v v

Gaz-Sivi K. Gaz-Kati K. Dgzlemsel K.

I.TK(TLC)  K.K.(PC)

Kolon K.
v v v v v
Sivi-Kati K. Svi-Sivi K. Bagil FazK.  Iyon Degisim K. Disarlama K.

'
' v

Jel Gegirgenlik K. Jel Filtrasyon K.

Sekil 2.3. Hareketli ve durgun fazlara goére kromatografik siniflandirma

2.4.2. Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkin olan dort ayri

mekanizma mevcuttur. Bunlar agsagida 6zetlenmistir.



26

1. Dagilma Kromatografisi: Dort ayr1 tip sivi kromatografi iginde en yaygin
kullanilanidir. Dagilma ¢6zlinen maddenin hareketli faz ile kat1 faz {izerinde
adsorplanmis sivi fazdaki ¢oOziiniirligline veya hareketli faz gaz ise ucuculuguna
dayanan bir olaydir. Sivi-sivi ve bagli-sivi faz kromatografi olmak {izere iki alt sinifa
ayrilabilir. Bu teknikler arasindaki fark, destek katisina durgun fazin tutunma farkina
dayanir. Sivi-Sivi kromatografisinde, sivi bir sabit faz dolgu maddesinin yiizeyine
fiziksel absorpsiyonla tutturulmustur. Bagli-sivi faz kromatografisinde ise kat1 destek
yiizeye baghh organik sivi tiirler kimyasal olarak tutturulmustur. Dagilma
kromatografisinde hareketli ve sabit fazlarin bagil polarliklarina bagli olarak iki kisma
ayrilmaktadir. Sabit faz oldukg¢a polar ve hareketli fazda apolar ise buna Normal-Faz
Kromatografisi, sabit faz apolar (¢ogu zaman bir hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten

polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da Ters-Faz Kromatografisi denir.

2. Adsorpsiyon Kromatografisi: Bir karisimdaki maddelerin kati destek tizerinde
farkli kuvvetlerde tutunmasi prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar1 kromatografi
olarak adlandirilir. Coziicli ve kati sabit fazin polarliklar1 bir kolon boyunca veya bir

yiizey boyunca ¢oziinen maddenin hareketinin hizin1 tayin eder.

3. iyon Degistirme Kromatografisi: fyon degistirici reginelerin kullanimima dayanan
iyonlarn ayrilmasi ve tayini igin etkili bir yontemdir. Iyon degistirme olaylari,
cozeltideki iyonlar ve ¢oziinmeyen, yliksek molekiil agirlikli bir katinin yiizeyindeki
benzer isaretli iyonlar arasindaki degistirme dengesi temeline dayanmaktadir. Bu
teknikte katyon degistirici ve anyon degistirici recineler kullanilir. Katyon degistirici
reginelerin en genel aktif bolgeleri kuvvetli bir asit olan siilfonik asit grubu (-SO3’H")

ve zayif bir asit olan karboksil grubudur (-COOH"). Anyonik iyon degistiriciler,
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kuvvetli bir baz olan tersiyer amin gruplar1 (-N(CH3)3"OHY) veya daha zayif bir baz

olan primer amin gruplarini (-NHz"OH") igermektedir.

4. Boyut-Eleme Kromatografisi: Jel-gegirgenlik veya jel-filtrasyon kromatografi adi
verilen boyut-eleme kromatografisi, Ozellikle yiiksek mol kiitleli maddelere
uygulanabilen 6nemli bir tekniktir. Boyut-eleme kromatografi i¢in dolgu maddeleri,
¢oziinen madde ve ¢oziicii molekiillerinin i¢ine diflizlenebilecegi diizgiin bir gdzenek
ag1 iceren kiiciik boyutlu silis veya polimer taneciklerinden meydana gelmistir.
Gozenekler icinde kiiciik molekiiller etkin bir sekilde yakalanabilmekte, biiyiik
molekiillerde gozenek disinda kaldigindan dolayr hareketli faz akimi ile kolondan
kolaylikla elue edilebilmekte ve daha sonrada gozeneklerde tutulan kiiciik molekiillerde
hareketli faz akimi ile yiizeyden kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. Gézenek iginde

ortalama kalma siiresi, analit molekiiliiniin etkin biiytlikliigline baglidir.

2.4.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Tanecik biiyiikliigii ve polaritesi gibi 6zellikleri farkl: bir kat1 destek maddesine
sahip bir kolon icerisinden hareket kabiliyetlerine bagli olarak bir karisimdaki
maddeleri birbirinden ayirmak miimkiin olabilmektedir. Yiiksek performansli sivi
kromatografisinde (HPLC) hareketli faz s1vi, sabit faz ise kat1 veya kat1 destek maddesi
lizerine tutturulmus sivi fazdir. Uygun akis hizlar1 elde edebilmek ve iyi bir ayirim

saglayabilmek i¢in hareketli faza uygun bir basing uygulanir.

Yiiksek performansh sivi kromatografi yontemi biitiin analitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasmin sebepleri,

duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan
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tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasimma uygun olmasi ve
hepsinden de Onemlisi sanayinin, birgok bilim dalinin ve halkin birinci derece
ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek
olarak; amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar,
terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tiirler, ¢esitli organik
bilesikler sayilabilir. Kisacasi, uygun dedektor, uygun kolon ve uygun hareketli faz
oldugu siirece biitiin kimyasal maddelerin ayrilmasinda ve analizinde HPLC

kullanilabilir.

2.4.3.1 Sivi Kromatografisinin Dayandig1 Temel Parametreler

S1vi kromatografisinin dayandigi temeller asagida anlatilmistir.

2.4.3.1.1. Dagilma (Partisyon) Katsayisi

Dagilma kromatografisiyle bir karisimdaki maddelerin farkli iki faz ( hareketli
faz ve sabit faz) arasindaki farkli ¢o6ziinmelerinden yararlanilarak birbirlerinden
ayrilmas1 gerceklestirilebilmektedir. Biitiin bu ayirima islemlerinde etkili olan
parametre, c¢oziinenlerin hareketli ve sabit sivi faz arasindaki dagilma (partisyon)
derecesini temel alir. A ¢Oziineni i¢in s6z konusu denge, asagidaki esitlikle

gosterilebilir;

Avnareketli <> Asabit

Bu reaksiyonun denge sabiti K’ya, dagilma (partisyon) orani1 veya dagilma (partisyon)

katsayist ad1 verilir;

K=Cs/Cm
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sekilde gosterilir. Burada Cs, analitin durgun faz i¢indeki molar derisimi Cm ise analitin
hareketli faz icindeki molar derisimidir. Ideal olarak c¢oziinen madde derisimlerinin

genis aralikta dagilma orani sabittir, diger bir deyisle Cs dogrudan Cm ile orantilidir*%,

2.4.3.1.2. Alikkonma (Retensiyon) Zamani:

Sekil 2.3.”de tek bir analit igeren numune igin tipik bir kromatogram verilmistir.
Numune enjeksiyonundan sonra gelen bu pik icin pik siiresi bazen 6lii zaman olarak
adlandirilir ve ty ile gosterilir. Olii zaman, hareketli fazin ortalama go¢ hizini verir ve
analit piklerinin taninmasinda 6nemli rol oynar. Numune i¢inde veya hareketli fazda
cogu zaman kolonda tutulmayan bir tiir olabilir. Yoksa bile diger piklerin taninmasina
yardimci1 olmak icin bdyle bir tiir ortama katilabilir. Sekilde sag taraftaki pik bir analit
tiirline aittir. Numunenin enjeksiyonu ile bu pikin dedektore ulasmasi i¢in gegen siireye

alikonma (tutulma) zamani denir ve tg simgesiyle gosterilir.
Analitin kolon igerisinde hareketi esnasinda ortalama go¢ hizi V;
V=L/ tR

olarak wverilir, L kolon dolgusunun uzunlugudur. Benzer sekilde hareketli faz

molekiillerinin ortalama dogrusal hiz1 U, sdyle verilir;

U:L/tM
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Sekil 2.4. HPLC Kromatogrami

Bir ¢6zlinen maddenin go¢ hizi ile dagilma orani arasindaki iligkiyi bulmak i¢in, hizi

hareketli faz hizinin bir oran1 seklinde yazilabilir;
V = U x ¢0ziinenin hareketli fazda gegirdigi zaman kesri

Bu kesir, ayn1 zamanda, her hangi bir anda hareketli fazda bulunan ¢6ziinen maddenin

ortalama mol sayisinin kolondaki toplam ¢dziinen maddenin mol sayisina boliinmesiyle

de elde edilebilir;
V = U x hareketli fazda ¢6ziinenin mol sayis1 / ¢dziinenin toplam mol sayisi

hareketli fazdaki ¢6ziinen toplam mol sayisi, molar derisim Cy ile hacmi Vy ‘nin
carpimina esittir. Benzer sekilde, sabit fazdaki ¢oziinen maddenin mol sayisi da,
¢ozlinenin sabit fazdaki derisimi Cs ile hacmi Vgs’nin ¢arpimiyla elde edilir. Bu

degerlerin formiilde yerine yazilip denklemin diizenlenmesi ile asagidaki denklem elde

edilir®;
V=UX[1/(1+KxVs/Vu)]

Vwm - Hareketli fazin hacmi, Vs : Sabit fazin hacmi
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2.4.3.1.3. Analitin Go¢ Hiz1, Kapasite Faktorii

Kapasite faktorii, k’, ¢ozlinen maddelerin kolonda go¢ hizlarin1 tanimlamakta

yaygin olarak kullanilan 6nemli bir parametredir;
k= (tr—tm)/tm

tr Ve ty degerleri kromatogramlardan kolayca bulunur. Bir ¢6ziinen madde i¢gin kapasite
faktorii birden ¢ok kiiciik ise, ayrilma hizli gergeklesir ve alikonma zamanimnin dogru
olarak belirlenmesi zor olur. Ote yandan kapasite faktorii 20-30 gibi bir sayidan daha
biiyiik olursa ayrilma zamani gereksiz bir sekilde uzun olur. Ideal bir ayirma da kapasite
faktorii degerinin 1 ile 5 arasinda olmasi gerekmektedir. Kapasite faktorii hareketli faz
ve sabit faz bilesimlerinin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Her maddenin kendine 6zgii

bir kapasite faktor degeri vardir®.

2.4.3.1.4. Secicilik Faktorii, Farkh Go¢ Hizlar

Bir karisimdaki analitlerin kapasite faktorlerinin orani secicilik veya ayirim
faktorii olarak adlandirilir. Bir kolondaki analitlerin segicilik katsayisi; bir kolonun s6z

konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin bir olgiistidiir.

Bir karisimda bulunan A ve B maddeleri bir kolonda ayrilmaya calisilsin. Bu sistem i¢in

secicilik faktorii a, su sekilde tanimlanir;
o = KB / KA

Ka = Daha az kuvvetle tutunan veya daha hizli olarak kolondan elue edilen A

maddesi i¢in dagilma katsayist,

Kg = Daha kuvvetli tutunan B maddesi i¢in dagilma katsayisi
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Bu esitlik ile o daima birden biiyiiktiir. Deneysel bir kromatogramdan o’y1

belirlemek i¢in asagidaki esitlik kullanilmaktadir;

o=[(tr)s - tm ]/ [(tR)A- tm ]

2.4.3.1.5. Kolon Verimi

Basarili bir kromotagrafinin amacit verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik
bant elde etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinin kantitatif O6l¢iimiinde

birbiriyle bagintili iki terim sikca kullanilir;
1. Tabaka yiiksekligi, H, (Plate Height)
2. Teorik tabaka sayisi, N, (Number of Theoretical Plate)
Bu ikisi arasindaki baginti asagidaki esitlikle verilir;
N=L/H
L: Kolon dolgusunun uzunlugu ( cm)

Bir kolonda tabaka yiiksekliginin azalmasi ve teorik tabaka sayisinin artmasiyla
kolon verimliligi artar. Hareketli ve sabit fazlarin bilesimi, kolon dolgu maddesinin
tanecik biiyiikliigii ve kolon ¢apina bagli olarak kolonun tipi kolon verimliligine etki
etmektedir. Kolon dolgu maddesinin tanecik cap1 kiigiildiikge kolon tabaka sayisi

artmakta bu da kolon verimliligini artirmaktadir®.

Martin ve Synge’in kromatografik bir kolonda bircok ayr1 fakat bitisik dar
tabakalardan meydana geldigini diisiinerek teorik bir ¢aligmayla tabaka yiiksekligi ve

teorik tabaka sayisi terimlerinin ortaya ¢ikisina Onciiliik etmislerdir. Her tabakada
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maddenin hareketli ve sabit faz arasinda kurdugu dengenin, yeniden meydana geldigi
kabul edilmistir. Analitin kolon igerisinde hareketi, dengedeki hareketli fazin bir
tabakadan digerine gecisi olarak kabul edilmistir. Teorik tabaka sayis1 su sekilde

hesaplanir;
N=16 (t /W )* veya N=544 (tg/ Wy )?
W: Pik taban genisligi

Teorik tabaka sayis1 N ve tabaka yiiksekligi H, literatiirlerde ve kromatografik

cihaz iireticileri tarafindan, kolon performansinin bir 6l¢iimii olarak kullanilir*,

2.4.3.1.6. Kolon Performansinin Optimizasyonu

Kromatografik calismalarda deney kosullari, bir karistmin bilesenlerini en kisa
stirede net bir sekilde ayiracak bicimde optimize edilerek belirlenir. Optimizasyon
deneyleri: 1. Bant genislemesini azaltmak, 2. Bilesigin rolatif gé¢ hizin1 degistirmek

amactyla yapilir.

Bant genislemesi ve dolayisiyla kolon verimliliginin kaybi, ¢6ziinen bilesenlerin
kolon igerisinde gogleri sirasinda yer alan ¢ok sayida kiitle-aktarim iglemlerinin belli
hizlara sahip olusunun bir sonucudur. Bu hizlar1 etkileyen baz1 degiskenler

denetlenebilir ve ayirmalari iyilestirmek i¢in kullanilabilir.

2.4.3.1.7. Kolon Ayirma Giicii (Rezoliisyon)

Bir kolonun ayirma giicii (rezoliisyon) Rs degeri, kolonun iki analiti birbirinden

ayirabilmesinin kantitatif bir 6l¢iisiidiir. Kolonun ayirma giicii;
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Rs = AZ/( Wal2+Wg/2 )=2AZ / (WA+WB) = 2[( tr )B — (tR)A] / (WA+WB)

seklinde verilir. Bu denklem; Rs Ayirma giiciinii; k’ kapasite faktoriinii; o segicilik

faktoriinii ve N tabaka sayis1 terimleriyle iligkili olarak asagidaki esitlikle ifade edilir;
Rs = 1/4 x (N)"? x [(a-1) / o] x [K’g / K*(a+1)]

Iyi bir ayirim saglayabilmek igin reziiliisyon degerinin 1’den biiyiik olmasi gereklidir®,

2.4.3.1.8.Kolon Performansina Etki Eden Degiskenler

Istenilen ayirmay: saglamak icin optimum kosullar arastirilirken a, k> ve N
(veya H) gibi temel parametrelerin az ya da c¢ok birbirinden bagimsiz olarak
ayarlanabilecegi unutulmamalidir. Boylece a ve k’, en kolay sicaklik ve hareketli fazin
bilesimindeki oynamalar ya da degisik bir kolon dolgusu kullanilarak degistirilebilir.
Her hangi bir calismada, teorik tabaka sayisi, kolon boyunun degistirilmesi, tabaka
yiiksekligi, hareketli fazin akis hizi, dolgu maddesi tane biiytikliigli, hareketli fazin
viskozitesi ve sabit fazi olusturan absorbe edilmis sivi filmin kalinligi gibi parametreler

degistirilerek iyi bir ayirim gergeklestirilebilir.

2.4.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi, kendine 6zgii islevlere sahip
olan pompa, enjektor, kolon, dedektor, ve kaydedici olmak iizere bes ana bdliimden

olusan bir sistemdir (Sekil 2.5.).
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a- Gradient kontroliirii d- Kolon
b- Pompa e- Dedektor
c- Numune enjeksiyonu f- Kaydedici

Sekil 2.5. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi cihazinin sematik goriiniisii

2.4.3.2.1.Pompalar

Pompalar, HPLC sisteminde sikica doldurulmus kolon iginden hareketli fazin
akisini saglayan aletlerdir. Her birinin kendine gore istiinliik ve sakincalari bulunan
pistonlu, siirgiili ve pnomatik olmak {iizere ii¢ tip pompa vardir. Iyi bir ayirm

saglayabilmek i¢in pompalar asagida verilen 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir;

1. 6000 psi’ye kadar basing iiretmek

2. Puls igermeyen basing ¢ikisi

3. 0,1-10 ml/dak araliginda akis hiz1

4. % 0,5 ve daha iyi akis tekrarlanabilirligi saglamak

5. Korozyona dayanikli parcalara sahip olmak

2.4.3.2.2.Enjektorler

Ik ve en basit numune verme sistemi siringa ile enjeksiyondur. Bu amacla 100

atm basinca kadar dayanikli mikro siringalar kullanilir. Bu teknigin avantaj1 basitligidir.
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Ne yazik ki, siringa ile enjeksiyonun tekrarlanabilirligi nadiren % 2-3°den daha iyidir.

Genellikle tekrarlanabilirlik kotiudar.

Numune girig sarimlarinin kullanilmasi esasina dayanan otomatik enjeksiyon
sistemleri en yaygin olarak kullanilmaktadir. Birgok sivi kromatografisi cihazinin
ayrilmaz bir pargasi olan bu sarimlar, degistirilebilir nitelikte olup 5 pL- 500 pL

arasinda degisen hacimlerde numune enjeksiyonu yapabilmektedir.

2.4.3.2.3. Kolonlar

Kolon, sistemin en énemli kisimlarindan biri olup normal olarak diizgiin i¢ ¢apl
paslanmaz c¢elik borulardan imal edilir. Ancak bazen kalin cidarli cam borularda
kullanilir. Cam kolonlarin ¢aligma basinglar1 600 psi ile sinirlidir. Analitik amaglar igin
kullanilan kolonlar 5-150 cm uzunlugunda ve i¢ ¢aplart 4-10 mm arasinda
degismektedir. Dolgu maddesinin taneciklerinin ¢ap1 ise 5-10 pum ile 35-125 pum
arasinda degismektedir ve sistemin performansini biiyiik Slgiide belirleyen etkendir.
Giiniimiizde, 25 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda ve 5 um tanecik biiyiikliigiine
sahip dolgu maddesi doldurulmus kolonlar ¢ok fazla tercih edilmektedirler. Bu tip
kolonlar bir metresinde 40000-60000 kadar tabaka bulunur. Son yillarda ¢ok az
miktarda ¢oziicli ile hizli bir sekilde ayirim yapilabilen mikro kolonlarda genis bir
sekilde kullanilmaktadir. Preparatif calismalarda kullanilan kolonlarin caplari daha

genis olabilmektedir.

Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri silisyum
dioksittir. Mikrondan daha kii¢iik boyutlardaki silisyum dioksit parcaciklarinin

aglomerasyonuyla, daha biiyiikk ve yaklasik ayni boyutlarda parcaciklar elde edilir.
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Hazirlanan pargaciklarin ylizeyi, genellikle bu ylizeye fiziksel veya kimyasal baglarla
baglanmis ince bir organik filmle kaplanir. Aliimina parcaciklari, gézenekli polimer
parcaciklart  ve iyon degistirici reginelerde kolon dolgu maddesi olarak

kullanilabilmektedir.

Satin alinan kolonlarda kolonun maksimum hangi basinca dayanikli oldugu,
hangi akis hizlarinda ve pH araliginda c¢alisilmasi gerektigi gibi tiretici firmanin kolon
icin belirledigi c¢alisma parametreleri bulunmaktadir. Calisma esnasinda bu
parametrelere uyuldugu siirece hem kolondan beklenen maksimum verim alinir hem de

kolonun 6mrii uzun olur.

Analitik kolonlarin omriinii uzatmak i¢in analitik kolondan 6nce emniyet
(klavuz, 6n ya da guard) kolon denilen kolonlar kullanilir. Bu kolonlarin gérevi hem
hareketli faz hem de numune igerisinde bulunan toz pargaciklarini veya yabanci
maddeleri tutarak uzaklagtirmaktir. Ayrica bu kolonlar hareketli fazi sabit faz ile
doyurularak sivi-sivi kromatografisinde sabit fazin siiriiklenme ile kaybi1 minimuma
indirilir. Emniyet kolonunun dolgusunun bilesimi ile analitik kolonunki benzer
olmalidir. Ancak, basing¢ diismelerini azaltmak i¢in, emniyet kolonun dolgu maddesinin

parcacik boyutu analitik kolonunkinden genellikle daha biiytiktiir.

2.4.3.2.4. Dedektorler

Isik enerjisini elektrik enerjisine doniistiiren cihazlara dedktdr denir. Kolondan
gelen maddenin belirlenmesine kullanilmaktadir. HPLC’de UV-Goriinlir Bdlge

Dedektorii, Diyodu Array Dedektor, Floresans Dedektor, Elektrokimyasal Dedektor,
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Refraktifindeks (RI) Dedektorii, Amperometrik Dedektér ve Kiitle Dedektorii analitin

ve ¢Ozlicii ortaminin ¢esitli 6zelliklerine gore cevap veren dedektorler kullanilmaktadir.

2.4.3.2.4.1.UV-Goriiniir Bolge Dedektorleri

Cogu ilag analizinde kullanilan UV-Goriiniir absorbans dedektorler,
fotometrelerden farkli olarak, kiigiik bir akis hiicresi (flow-cell) tasiyan ve bu hiicrenin
icinden gecerken maddeler tarafindan absorplanan UV 151 ya da goriinen 15181

saptayabilen dedektorlerdir. Bunlar iki tiptir.

Sabit dalga boylu dedektorler: basit bir dedektor olup, dalga boyunun se¢imi igin
farkill interferansl filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde genellikle UV kaynagi olarak
civa lambas1 kullanilir. Bunun disinda alternatif 151k kaynaklar ile daha degisik dalga

boylarin1 gézlemekte miimkiindiir.

Degisken dalga boylu dedektorler: 108-400 nm arasinda siirekli radyasyon
verebilen doteryum lambaya ya da 400-700 nm arasinda 1s1k veren bir tugsten lambaya
sahip bulunan istenilen dalga boyunu se¢mek iginde bir monokromator tasiyan
fotometrelerdir. Maddenin maksimum absorpsiyonunun bulundugu dalga boyunda
calisma olanagi saglayan bu dedektorler, hassasiyet artirdigi icin ve diigilk dalga

boyunda caligabildigi i¢in son derece degerlidir.

2.4.3.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisinin Uygulama Alanlari

HPLC, yapilar1 benzer kimyasal tiirlerin ayrilmasi ve saflagtirilmasi
islemlerinde, Kalitatif ve kantitatif analizlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir.
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2.4.3.3.1. Kimyasal Ayirma

Belirli bir bilesigin, sabit ve hareketli faz iistiinde, ayirt edici bir hareket
sabitesinin oldugu goz oniinde bulundurularak yapilan ayirmadir. Kiral bazli ayirimlar

yapmak da miimkiindiir.

2.4.3.3.2. Saflastirma

Her hangi bir karisim igerisindeki hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden ya da
safsizliklardan ayrilmasidir. Saflastirma isleminde, saflastirilacak bilesigin 6zelliklerine
uygun hareketli faz ve kolon se¢imi yapildiginda iyi bir ayirim gercgeklestirebilir ve
ayrica yiiksek saflik elde edebilmek icinde diger bilesiklerin kolon igerisindeki gog

hizlariin yeteri derecede birbirinden farkli olmas1 gerekmektedir.

2.4.3.3.3.Kalitatif Analiz

Az sayida ve bilinen tiirleri iceren karigimlardaki bilesenlerin varligin1 tanimak
amactyla HPLC yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, tek bir kromatogramla,
bir protein hidrolizatinda 30 kadar amino asit yeterince kesin bir sekilde goriilebilir. Ote
yandan kromatogram, karigimdaki her tiir i¢in, tutulma stiresi gibi yalnizca tek bir bilgi
icerir; bu nedenle anilan teknigin bilinmeyen bilesimde karmasik numunelere
uygulanmasindaki basarist smirhdir. Kromatografi kolonu dogrudan Utraviyole,
Infrared veya Kiitle Spektrofotometrelerine baglanmasiyla, bu siirlamalar onemli
Olclide asilmistir. Boylece olusturulan ikili cihazlar, karmagik karigimlardaki
bilesenlerin taninmasinda gii¢lii araglar olarak kullanilir. Bu tip ayirmalar yapilirken en

cok dikkat edilmesi gereken nokta, bilinen bir 6rnegin verdigi pikin kesin olarak
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saptanmis olmasidir. Ancak yinede kesin bir sonu¢ elde etmek igin, birkag yontemin

karsilagtirmali olarak denenmesi gerekmektedir.

2.4.3.3.4. Kantitatif Analiz

HPLC’nin yaygin bir sekilde kullanilmasi kismen hizina, basitligine ve
ayirmalarda olduk¢a basarili olusuna ayrica ayrilan tirlerin  kantitatif olarak
belirlenmesine baglidir. Kantitatif analiz analit pikinin pik yiiksekligi veya pik alani
Olclimleri esas alinarak yapilmaktadir. Pik alani derisim ile dogrusal olarak
degismektedir. Pik yiiksekligini 6lgmek i¢in pikin iki yanindaki zemin ¢izgisi bir dogru
ile birlestirilir ve dorudan pikin yiiksekligi diisey olarak belirlenir. HPLC ¢alismasinda
pikin seklini etkileyecek kolon sartlar1 degismedigi siirece pik yiiksekliginde bir
degisme gozlenmez ve tekrarlanabilir sonuglar alinabilir. Ancak sartlardaki ufak
degisiklikler oldugunda pik seklinde de degismeler meydana gelir ve pik yiiksekligi
Ol¢iimlerinde tekrarlanabilir sonuglar elde edilemez. Dikkat edilmesi gereken
parametreler, kolon sicakligi, hareketli faz akis hizi ve numune enjeksiyon hizidir.
Bunlara ek olarak kolonun asir1 yiiklenilmesinden kagiilmasi gerekmektedir. Numune
enjeksiyon hizinin etkisi, kromatogramda erken gelen pikler i¢in 6zellikle dnemlidir.

Siringa ile yapilan enjeksiyonlarda % 5 ile % 10’a varan bagil hatalar sik¢a goriilebilir.

Pik alani, pik yiiksekligini etkileyen degiskenlerin etkilerinden bagimsizdir. Bu
bakimdan analitik parametre olarak alan 6l¢iimii pik yiliksekliginden daha yaygin olarak
kullanilir. Ote yandan pik alanmn &lgiilmesi daha kolay olup &zellikle de dar piklerde
daha dogru olglimler yapilabilmektedir. Modern kromatografi cihazlarinin ¢ogunda
bagil pik alanlarinin tekrarlanabilir sekilde 6l¢iilmesini saglayan elektronik integratorler

vardir.
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Kromatografide kantitatif analizi ger¢eklestirebilmek igin kalibrasyon egrisinin
tiiretilmesi  gerekmektedir. Kalibrasyon egrisinin tiiretilmesinde analizi yapilacak
analitin saflik derecesi bilinen standart maddesinden veya kimyasal yapisina benzer bir
maddeden, yontemin dogrusal oldugu aralikta bir seri standart ¢6zeltiler hazirlanir ve
kromatogramlar1 alinir. Pik yiiksekligi veya pik alan degerleri derisime karsi grafige
gegirilerek kalibrasyon egrileri elde edilir. Boyle bir grafik, sifir noktasindan gegen bir
dogru seklinde olmalidir. Kalibrasyon egrisinden dogrunun denklemi, korelasyon
katsayis1 ve istatiksel parametreler belirlenir. Bilinmeyen numunenin analizinden
cihazdan elde edilen veriler kalibrasyon egrisi yardimiyla degerlendirilerek bilinmeyen
numune analizi gerceklestirilir. Kalibrasyon standartlarina dayali analizlerde en 6nemli
hata kaynagi, genellikle numune hacmindeki belirsizliktir; enjeksiyon hizi da bazen bir

etken olabilir.

2.5. Analitik Yontem Gegerlilik Testleri (\VValidasyon)

USP XXIII/NF’de verilen tanima gore validasyon, bir analiz yOnteminin
performans Ozelliklerini istenilen analitik uygulamada, belirlenen gerekli sartlarda
sagladigin1  gostermek ic¢in yapilan islemlerin tliimiidiir. Analitik yontemin kabul

edilebilirligini géstermek icin kullanilan analitik parametreler;

1. Dogrusallik (Linearity)

2. Dogruluk (Accuracy)

3. Kesinlik (Precision)

4. Tekrarlanabilirlik (Reproducibility)

5. Secicilik (Selectivity) ve Belirleyicilik (Specificity)

6. Teshis Limiti (Limit of Dedetection, LOD)
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7. Miktar Tayin Limiti (Limit of Quantitatiton, LOQ)
8. Kararlilik (Stability)
9. Saglamlik (Robustness)

In-vivo ortamlardaki miktar tayininde; farmakokinetik parametrelerin dogru
kesin bir sekilde hesaplanmasi, biyoyararlanom ve atilim c¢alismalarinda ilag ve
metabolitinin plazma ve idrar gibi fizyolojik sivilardaki derisiminin dogru bir sekilde
saptanmasina baghdir. Giivenilir sonuglarin elde edebilmesi, iyi bir sekilde tanimlanmis

ve tam olarak valide edilmis analitik yontemlerin kullanilmasina baglidir.

2.5.1. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Analitik bir islemin dogrusalligi, 6rnek icindeki analitin derisimiyle dogrudan
orantili test sonuclarinin belli bir aralikta elde edilebilmesi yetenegidir. En diisiik
derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri standart ¢ozeltiler hazirlanarak yontemin
dogrusal oldugu aralik belirlendikten sonra ¢ozeltilerin derisimine karsi dl¢lim yapilan
cihazin verdigi cevap grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretilir. Agirhikli ve
agirliksiz en kiiglik kareler yontemi esas alinarak kalibrasyon egrisinin regrasyon analizi
yapilarak standart egrinin dogru denklemi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi,

dogrusalligin matematiksel bir ol¢iistidiir.
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2.5.2. Dogruluk

Dogruluk bilinen derisimlere sahip bir seri 6rnegin analizi ve bulunan degerin

gercek degere olan yakinligi olarak ifade edilir. Bu da bagil ve mutlak hata ile verilir.

2.5.3 Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Analitik bir islemin kesinligi onceden belirlenmis sartlar altinda ayni homojen

ornekten bircok drnekleme yapilarak elde edilen bir seri dl¢iim sonuglarinin arasindaki

uygunlugun yaklasikligini ifade etmektedir. Kesinlik, homojen ve orjinal ornekler

tizerinde belirlenmelidir. Bir analitik igslemin kesinligi genellikle bir seri olgiim

sonucunun varyansi, bagil standart sapmasi1 veya varyasyon katsayisi olarak ifade edilir.

Kesinlik 3 basamak olarak diisiiniilmektedir. Bunlar

Tekrarlanabilirlik (Repeatability): Ayni calisma sartlarinda kisa bir zaman

araligindan sonra kesinlik degerinin gostergesidir.

Ara Kesinlik (Intermediate Precision): Laboratuvarlar arasindaki farklart (giin

degisikligi, analizci degisikligi, cihaz degisikligi gibi...)

Yenilenebilirlik (Reproducibility) : Laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade
eder (laboratuvarlar arasinda yapilan isbirlikli  ¢aligmalar, yOntem
standardizasyonu gibi...) ayrica yontem farkli yerlesimlerde kullanildiginda bu

parametreyle verilir.

2.5.4. Teshis Limiti

Bir analitik islemin teshis limiti, bir 6rnekteki incelenen bilesigin belirlenebilen en

diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim kantitatif tayin i¢in tam olarak
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kesinlik ifade eden bir deger degildir. Tipik olarak kromatografik ¢alismalarda pik
boyunun giiriiltii boyuna oraninin (sinyal/ giiriiltii) 3 oldugu derisim teshis limiti olarak

belirlenmektedir.

2.5.5. Miktar Tayin Limiti

Belirlenen deney kosullar altinda analitik yontemle uygun dogruluk ve kesinlik
ile analiz edilebildigi en diisiik derisimdir. Bir sinir degeri olup, bu derisimin altindaki
derisimlerde istenilen dogrulukta madde analiz edilemez. Goézlenebilme Sinir1 degisik
sekillerde  belirlenebilmektedir. = HPLC  calismalarinda  genellikle  alinan
kromatogramlarda pik boyunun giiriiltii boyuna oraninin (sinyal/giiriiltii (S/G)) 10

oldugu derisim Miktar Tayin Limiti olarak belirlenmektedir.

2.5.6. Kararhhk

Saklanan Orneklerde analiz siiresince analitin bozunmadan kararli kaldigi
siiredir. Saf analit ve/veya analit c¢ozeltisinin normal laboratuvar sartlarinda nem,
sicaklik, 151k, hava ve orneklerin dondurulup eritilmesi gibi etkilere maruz birakilarak
bozunmadan kararli kaldig: siire tespit edilmeli ve elde edilen bilgiler ayn1 zamanda
literatiir bilgisi ile de desteklenmelidir. Calisma siireleri de bu kararl kaldig: siirelere
gore belirlenmesi gerekmektedir. Kararlilik ¢aligmalari derisimi bilinen ¢ozeltiler ile

yapilmalidir.
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2.5.7. Secicilik ve Belirleyicilik

Olmasi1  beklenen  bilesenler  varliginda  incelenenin  tam  olarak
degerlendirilebilmesi yetenegidir. Bunlar kirlilikler, parcalanma {iriinleri ve diger
interferanslar olabilir. ICH (International Conference on Harmonization)’na gore;
belirleyicilik tek bir analit i¢in cevabi saglayan yontem igin ve Segicilik ise birden fazla

analit i¢in cevabi saglayan yontem i¢in kullanilir.

2.5.8. Saglamhk

Bir analitik yontem ig¢in saglamlik, yontem parametrelerindeki kiigiik ancak
onemli degisikliklerde etkilenmeden kalma kapasitesinin bir Olgiisiidiir ve yontemin
normal kullanimi sirasinda giivenilirliginin bir gostergesidir. USP (United State
Pharmacopoeia)’e gore gesitli kosullar altinda elde edilmis sonuglarin, laboratuvardan
laboratuvara ve analizciden analizciye gore yenilenebilirlik derecesi olarak

belirtmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Calismamizda kullanilan standart maddeler; piridoksin (B6 Vitamini) ve tiyamin
(B1 vitamini) Sigma’dan (USA) temin edildi. Milli-Q saflikta su kullanilmis olup
kimyasal ¢6ziicli olarak kullanilan; analitiksel saflikta HCI ve HPLC saflikta metanol
Merck’ten (Almanya) temin edildi.

Calisma sirasinda kullanilan otomatik pipetler (10-100 uL, 20-200 uL, 100-1000
nL ve 1000-5000 pL), kuvartz kiivet (USA) ve oto ornekleyici vial kitleri (Agilent, 1,8
mL screw cap), meziir, deney tiipii, balon joje Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Analitik Kimya Laboratuvar’indan temin edildi.

3.2. Cihazlar

Terazi (Bosch S 2000), karistirici vorteks (IKA), pH metre ( Schott ), etiiv
(Memmert), vakum pompasi (Phenomenex), ve Yiiksek Performansl Sivi Kromatografi
(HPLC) Sistemi (Yiiksek Performansli Sivi Komatografi (Agilent Technologies), UV
Dedektor (Agilent Technologies), Degazer (Agilent Technologies), Pompa (Agilent
Technologies), Kolon (Cig, 5 um, 250 x 4,6 mm) (USA), Otoornekleyici (Agilent

Technologies) ve Bilgisayar (HP).

3.3. Yontem

Uygulanan yontem hakkinda gerekli bilgiler verilmektedir.
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3.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontem Sartlar

HPLC calismasinda, piridoksin ve tiyamin i¢in uygulanan kromatografik yontem

sartlar1 Tablo 3.1.’de verildi.

Tablo 3.1. Piridoksin ve tiyamin a-T i¢in HPLC-UV yontem sartlari

Yontem Sartlari Piridoksin ve Tiyamin
Kolon Ci8 (250x4,6 mm,5um )
Dedektor uv

Dalga Boyu 274 nm

Hareketli Faz Metanol:Su (9:91, v/v; pH:3,5)
Kolon Sicaklig Degisken
Kolon Akis Hizi ImL/dak.

Enjeksiyon Hacmi 10 L

3.3.2. Yontem Gegerlilik Testleri

Analitik alanda farkli amaclara gore diizenlenen kurallar diinyanin farkl
bolgeleri ve farkli amaglara gore farkliliklar gostermektedir. Bu ¢aligmada, tiyamin ve
pridoksinin analizinde kullanilan HPLC yonteminin gecerlilik testi, ICH (The
International Conference on Harmonization) rehberinde kabul edilen analitiksel yontem

gecerlilik testi esas alinarak gerceklestirildi.

3.3.2.1. Dogrusallik ve Caliyma Arahg:

Yontemin dogrusallifi, 1-40 pg/mL derisim aralifinda bes standardin her
derisimdeki tekrarlanan analizleri ile belirlendi. Calisma araligi ise kabul edilebilir dogruluk,
kesinlik ve dogrusalligin elde edildigi derisim araligi olarak secildi. Belirtilen derisim araliginda

¢ozeltinin derisimine karsi elde edilen pik alanlar grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde
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edildi (n=6). Kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru

denklemi ve korelasyon katsayisi elde edildi.

3.3.2.2.Dogruluk/Kesinlik

Pridoksin ve tiyaminin kalibrasyon egrileri i¢inde yer alan ii¢ farkli derisimde
(2,5, 10 ve 30 ug/mL) ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin giinigi (ayn1 yontem ve ayni
labaratuar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler arasi1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6
kez) analizleri ile dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Analiz sonuglarinin
ortalamast ve standart sapmalar1 belirlendi. Dogruluk bagil hatayla ((bulunan-
eklenen)/eklenen x 100) ve kesinlik bagil standart sapma (% BSS) ( SS/ortalama x 100)
ile verildi.
Analitik geri kazanim ise, katim teknigi ile analiz sonucunda bulunan degerin

gercek degere orani olarak ifade edildi.

3.3.2.3. Teshis Limiti (LOD) ve Miktar Tayin Limiti (LOQ)

Pridoksin ve tiyaminin kromatogramlarinda sinyal/giiriiltii (S/G) orant 3 oldugu
derisim teshis limiti (LOD) ve 10 olan derisimde miktar tayin limiti (LOQ) degerleri
olarak belirlendi. Kalibrasyon egrisinin en diisiik degeri olan 1 pg/mL den daha kiigiik

derisimlerde bir seri standart ¢ozelti hazirlanarak tespit edildi.

3.4.Tabletlerin Hazirlanmasi

8 adet pridoksin ve tiamin igeren Benol® tableti alind1 ve tartildi daha sonra bu

tabletler toz haline gelinceye kadar ogiitiildii ve harmanlandi. Bu karisimdan 1 Tablet
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agirhig piridoksin ve tiyamin olacak sekilde belirli bir miktar1 alinarak 100 mL’lik
balon jojeye koyuldu. 0,1 M HCIl ¢o6zeltisinde ¢6ziildi ve hacmi 100 mL’ye
tamamlandi. Elde edilen silispansiyon siiziildii ve gerekli derisimde ¢dzeltileri hazirlanip

analizleri yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tiyamin ve pridoksinin stok ¢ozeltileri, her biri 200 ug/mL derisimde olacak
sekilde 0,IM HCI c¢ozeltisiyle hazirland1 ve bu c¢ozeltiler Milli-Q saflikta su ile
seyreltilerek 1, 5, 15, 25 ve 40 pug/mL derisimlerinde standart ¢alisma ¢ozeltileri

hazirlandi.

4.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontemi Gelistirme

S1vi kromatografik bir yontemin gelistirilmesinde iizerinde durulacak en 6nemli
husus, yeterli ayirmaya ulasildiginin belirlenmesidir. Kromatografik sistemin seciciligi,
kromatografik sistemde ¢Ozilinen, mobil faz bilesenleri ve durgun faz arasindaki biitiin
etkilesimleri yansitir. Bu etkilesimler, sicaklik, mobil fazin yapisi gibi deneysel

kosullarin degistirilmesiyle yonetilebilir.

4.2.1. Hareketli Faz Optimizasyonu

Hareketli fazin bilesimi, ters faz sivi kromatografide bilesiklerin alikonmalarinda
onemli rol oynar. Mobil faz olarak kullanilan ¢oziicli karisimlarinda polarite, mobil
fazin elue etme giicliniin bir Olciisiidiir ve ters faz HPLC’de ¢oziinenin alikonmasini
etkileyen temel faktordiir. Bu caligmada hareketli faz olarak metanol-su ve asetonitril-su
¢oziicii karigimlari denendi ve metanol-su ¢oziicii karigimi uygun mobil faz olarak
secildi daha sonra uygun kromatografik ayirimi saglamak i¢in hareketli faz karigtminin

farkl1 bilesimleri (su-metanol orani: 70:30, 80:20 ve 91:9, v/v) test edildi ve elde edilen
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sonuglara gore su-metanol oranmin 70:30 (Sekil 4.1.) ve 80:20 (Sekil 4.2.) oldugu
caligmalarda tiamin ve pridoksinin yeterli ayrimi saglanamazken bu oranin 91:9 (Sekil

4.3.) oldugu calismada iyi bir ayirim saglandi.

mAl
258
20 -
E Tiyamin
15
] Firidakzin T
10 -
5 —_
ot 1
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
u] 2z 4 G ] min

Sekil 4.1. Hareketli faz bilesiminin 70:30 (su-metanol, v/v) oldugu sartlarda piridoksin ve
tiyamin karisimi ¢ozeltisinden elde edilen kromatogram
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Sekil 4.2. Hareketli faz bilesiminin 80:20 (su-metanol, v/v) oldugu sartlarda piridoksin ve
tiyamin karisimi ¢6zeltisinden elde edilen kromatogram

pirideksin

Liyamin

035

Sekil 4.3. Hareketli faz bilesiminin 91:9 (su-metanol, v/v) oldugu sartlarda piridoksin ve
tiyamin karisimi ¢6zeltisinden elde edilen kromatogram
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4.2.2. pH Optimizasyonu

Kromatografik ayirmada mobil faz pH’si, iyonlasabilen bilesiklerin
ayrilmalarinda 6nemli bir faktordiir. Elde edilen literatiirlerde, piridoksin ve tiyamin
karisim ¢ozeltisinin kromatografik ayirimi asidik mobil faz kullanilarak basarilmistir.
Bu bilgiler 1s18inda, ¢alismamizda hareketli fazda asidik ortami saglamak i¢in farkli pH
degerleri (pH: 2,5, pH: 3 ve pH:3,5) test edildi. Elde edilen sonuglara gore, pH: 2,5 ve
pH: 3’de pik simetrigi saglanamazken pH: 3,5°da simetrik pikler elde edildi. Ayrica
etkin maddelerin alikonma zamanlar1 pH: 3,5’da diger pH degerlerine gore daha kisa

olarak tespit edildi.

4.3. HPLC Yonteminin Gegerlilik Testleri

Yontemin uygulanabilirligini géstermek amaciyla yontem gegerlilik testleri yapildi.

4.3.1.0zgiinliik (Belirleyicilik)

Standart c¢ozeltiler ile edilen kromatogramlarin incelenmesinde tiamin ve
pridoksinin alikonma zamanlar sirastyla 7,0 dak. ve 10,5 dak. olarak belirlendi. Tiamin
ve pridoksinin kromatogramlar: sirasiyla Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.’de verildi. Tiamin ve
pridoksin karigimininda tiamin sabit tutularak pridoksinin farkli derisimlerdeki
kromatogram1 Sekil 4.6.’da ve pridoksin sabit tutularak tiaminin farkli derisimlerdeki

kromatogrami Sekil 4.7.”de verildi.
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Sekil 4.4. Standart tiyaminin HPLC kromatogrami (5 ng/mL)
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Sekil 4.5. Standart pridoksinin HPLC kromatogrami (10 pg/mL)
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Sekil 4.6. 5 pg/mL tiamin igeren farkli derisimlerinde standart pridoksinin HPLC
kromatogramlari
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Sekil 4.7. 5 pg/mL pridoksin i¢eren farkli derisimlerinde standart tiaminin HPLC
kromatogramlar1
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4.3.2. Dogrusalik/Calisma Arahgi

1, 5, 15, 25 ve 40 pg/mL derisimlerdeki pridoksin ve tiyaminin ¢ozeltilerinin
kromatogramlar1 alinarak pik alanlar1 tespit edildi. Piridoksin ve tiyamin c¢ozelti
derisimlerine karsi pik alanlarn grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi.
Kalibrasyon egrileri sirasiyla Sekil 4.8. A ve B’de verildi. Kalibrasyon egrilerinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuclar sirasiyla Tablo 4.1.’de verildi.
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0 - . . . . .
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Sekil 4.8. HPLC yontemi ile pridoksin ve tiyaminin standart ¢alisma ¢ozeltilerin
ortalama kalibrasyon egrileri: A) Tiamin B) Pridoksin
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Tablo 4.1. HPLC yo6ntemi ile pridoksin ve tiyaminin standart ¢calisma ¢ozeltilerinden
elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin Madde CA A(nm) LR Sa Sh
(ng/mL)
Tiyamin 1-40 274 y=31146x-15906 2609,0 | 245,4 | 0,9988
Pridoksin 1-40 274 y=30089x-6034,7 2197,9 87,2 | 0,9984

L: dalga boyu, ?: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sb:
regresyon egrisindeki egimin standart sapmast, r: korelasyon katsayist

4.3.3.Dogruluk/Kesinlik

Pridoksin ve tiyaminin kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkli derisimde (2,5, 10

ve 30 pg/mL) kalite kontrol ¢ozeltilerinin giini¢i (aynt yontem ve ayni labaratuvar

sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6 kez) analizleri

ile dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Analiz sonuglarinin ortalamasi ve standart

sapmalar1 belirlendi. Dogruluk bagil hatayla ve kesinlik bagil standart sapma (% BSS)

ile verildi (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. HPLC yo6ntemiyle pridoksin ve tiyaminin standart ¢ozeltilerinin giini¢i ve
giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Etkin Eklenen Glinigi Glinler Arasi

Madde A(nm) (ug/mL) Ortalama+SS Dogruluk | Kesintik Ortalama+SS Dosruluk | <esintik
i (ug/mb) | OS] %BSS | (ugimi) | S | %BSS
2,5 2,33+0,077 -6,77 3,33 2,28+0,11 -8,56 4,82

Tiamin | 274 10,0 9,70+0,62 -2,96 0,30 9,60+0,72 -3,93 7,51
30,0 27,74+0,31 -7,53 1,01 28,00+0,32 -6,66 1,17
2,5 2,28+0,09 -8,50 4,29 2,31+0,13 -7,52 5,52

Pridoksin 274 10,0 10,29+0,34 2,96 3,38 10,44+0,38 4,46 3,69
30,0 30,37+0,26 1,23 0,85 30,35+0,24 1,19 0,82

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), Dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma

(SS/ortalamax100)
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4.3.4. Teshis Limiti (LOD) ve Miktar Tayin Limiti (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en diisiik degeri olan 1 pg/mLden daha kiigiik
derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin kromatogramlari alind1 ve bu
kromatogramlardan sinyal/giiriiltii (S/G) oran1 3 oldugu derisim teshis limiti (LOD) ve
10 oldugu derisim ise miktar tayin limiti (LOQ) olarak belirlendi. Pridoksin ve
tiyaminin her ikisi i¢in LOD degeri i¢in 0,5 pg/mL ve LOQ degeri ise 1 pg/mL olarak

tespit edildi.

4.3.5. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligmalart standart ekleme yontemi ile
yapildi. Bunun i¢in 250 mg Pridoksin + 250 mg Tiyamin igeren Benol tabletten sekiz
tablet iyi bir sekilde ogiitiildii ve homojen bir sekilde karigtirildi. Ornekleme yéntemine
gore bir tablet agirliginda bir numune tartimi alind1 ve 0,1 M HCI ¢ozeltisi igerisinde
¢oziildii. Daha sonra Milli-Q saflikta su ile seyreltilerek tablet ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiden 5 pg/mL derisimde ilag ¢ozeltileri hazirlanarak kromatogramlart alindi ve pik
alanlan belirlendi (Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.). Sonra bu ¢ozeltiler iizerine 2,5, 10 ve 30
png/mL derisimlerde {i¢ farkli derisimde tiamin ve pridoksin standart calisma ¢ozeltileri
ayr1 ayr1 eklendi ve tekrar pik alanlar1 okundu. Okunan toplam pik alani degerlerinden 5
ug/mL derisimin pik alani ¢ikarilarak elde edilen degerler 2,5, 10 ve 30 pg/mL
derisimlerin standart ¢ozeltilerinin pik alanlarina oranlanarak analitik geri kazanim

degerleri tespit edildi (Tablo 4.3.).
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a5 5 pg/mL ilag + 2,5 pg/mL std pridoksin
] 5 pg/mL ilag + 10 pg/mL std pridoksin
a0- 5 pg/mL ilag + 30 pg/mL std pridoksin

Sekil 4.9. 5 pg/mL derisimde ilag ¢ozeltisine eklenen 3 farkli derisimdeki pridoksinin
standart ¢alisma ¢ozeltilerinin kromatogrami

] 5pg/mLilag + 2,5 png/mL std tiamin
5 pg/mL ilag + 10 pg/mL std tiamin
o| 5pug/mL ilag + 30 pg/mL std tiamin

o

——— — r —_— —_— —_— —_— —_— —_——

T T T T T T
o 25 - 75 10 2.5 o[- 175 mi

Sekil 4.10. 5 pg/mL derisimde ilag ¢cozeltisine eklenen 3 farkli derisimdeki tiamin
standart ¢alisma c¢ozeltilerinin kromatogrami
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Tablo 4.3. Farmasoétik preparatlarda piridoksin ve tiyamin analitik kazanim degerleri

(n=3)
Ticari A(nm) Eklenen Ortalama+£SS Geri %
Preparat (ug/mL) (ng/mL) kazanim BSS
2,5° 2,13+0,10 85,33 4,70
10,0° 11,82+0.45 | 118,24 3,88
Benol® 74 30,0° 30,70+1,01 102,34 3,27
5 ug/mL 2,5° 2,32+0,14 93,08 6,39
10,0° 9,01+0,61 90,10 6,78
30,0° 28,17+1,54 93,91 5,48

A
dalga boyu, 2 tiamin standart ¢dzeltisi, b. pridoksin standart ¢6zeltisi, SS: standart sapma, % BSS: bagil
standart sapma (SS/ortalamax100)

4.4 Gercek Numunelere Uygulama

4.4.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan yontemlerin uygulanabilir oldugunu
gormek amaciyla tiamin ve pridoksin igeren farmasdtik preparatlarda etkin madde

miktar analizleri yapildi.

4.4.1.1. Benol® Tablet (250 mg Pridoksin + 250 mg Tiyamin/Tablet)

250 mg Pridoksin + 250 mg Tiyamin igeren Benol® tablet igerigi 0, M HCI
cozeltisinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti Milli-Q saflikta su ile seyreltilerek 5 pg/mL
derisimlerde ¢ozeltileri hazirland1 ve 10 uL enjekte edilerek kromatogramlart alindi

(Sekil 4.10.) ve pik alanlar kalibrasyon egrisine konularak miktar tayini gergeklestirildi

(Tablo 4.4.).
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Tivarmin

Firidakzin

Sekil 4.11. Benol® ilag ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami

Tablo 4.4. HPLC ydntemiyle 250 mg Pridoksin + 250 mg Tiyamin igeren Benol®
tabletin miktar tayini

Ticari . Ortalama=£SS %Geri % Gliven
Preparat n | Anm) | Etkin Madde (mg) kazanim BSS Araligi
Benol® 5 | 274 nm Pridoksin | 251,6+11,11 100,64 4,42 | 93,92-105,3

tablet Tiyamin 250,68+4,74 100,27 1,89 | 98,09-102,0

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)
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S.TARTISMA

Bir madde veya madde grubu analizinde ¢alisilmaya baslamadan 6nce laboratuar
olanaklar1 ve bu olanaklara bagli olarak nasil bir enstriimental analiz yontemiyle miktar
tayinin yapilacagi, c¢alisilacak madde ve ¢alisilacak ortama uygunlugu hakkinda iyi bir
bilgiye sahip olunmasi gerekmektedir Bunu basarabilmek i¢in konuya hakim olmak ve
cok 1yi bir literatiir taramas1 yapmak en 6nemli olgulardandir. Cogunlukla; birden fazla
enstriimental yontem bir maddenin ¢alisilabilmesi i¢in uygunluk arz etmektedir. Burada
analizciye diisen gorev kendi sartlarina en uygun olan yontemi belirlemek ve bu yontem
tizerinde ilerleyerek sonuca ulagmaktir. Asil dnemli olan husus gelistirilen yonteme
bilimsel bir hiiviyet kazandirmaktir. Bdylece uygulanan yontemin gegerliligi
kanitlanmis olur. Bunu yaparken de tiim diinyada gecerli olan validasyon

parametrelerine basvurulur.

Ilag analizlerinde, birinci temel kural analizi gerceklestirilecek analit hakkinda
cok 1yi bir literatlir taramasi yapilmasi ve daha sonra elde edilen literatiir bilgileri
1s518inda calisilacak laboratuvar olanaklar1t da goz Oniline alinarak analitik yontem
seciminin yapilmasi gerekmektedir. Analitik yontem se¢imi yapildiktan sonra yontem
gelistirme islemleriyle yontem calisma parametreleri belirlendikten sonra gelistirilen
yontemin uygulanabilirligini gostermek amaciyla yontem gegerlilik parametreleri
(validasyon) calisilmalidir. Yontem gegerlilik parametreleri; dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, segicilik, miktar tayin limiti (LOQ), Teshis limiti (LOD), spesifiklik,
hassaslik ve geri kazanimdir. Calismalarda bir diger 6nemli hususta analiz siiresinin
kisa olmasidir. Yontem gelistirme ve gecerlilik testleri bilesimi giivenilir bir sekilde

bilinen bir veya daha fazla standart numunenin analizi ile yapilir. Bu yontemin bir deger
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ifade edebilmesi i¢in, standart numunelerin hem bilesim bakimindan hem de analit

derisimi bakimindan analizi yapilacak numune ile benzer olmasi gerekir.

Kromatografi, karmasik karigimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilmasi,
taninmas1 ve tayininde ¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemler toplulugudur. Bu
yontemler toplulugundan Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik, seg¢icilik, duyarlilik ve sonuglarin hizli elde edilebilmesi gibi
diger yontemlere gore birgok iistiin yanlara sahiptir. Bir¢ok yonteme goére sahip oldugu
iistinliiklerden dolay1 ilag endiistrisinde hem farmasotik preparatlarda hem de biyolojik
stvilarda ilag etkin maddelerinin analizlerinde HPLC oldukca yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir.

HPLC c¢aligmalarinda genel olarak, sabit fazin ozellikleri ve hareketli fazin
bilesimi, buna mukabil sistemde yer alan diger maddelerin gosterdigi abundanslar
ayrilan maddenin kromatografik davranisina etki etmektedir. Bundan dolayr ayrimin
tyilestirilmesi ve kabul edilebilir sonuglarin alinabilmesi i¢in kromatografik kosullarin
optimizasyonuna gerek duyulmaktadir. Calismada, ters faz C1g kolonu (5 um, 250 x 4.6
mm), hareketli faz olarak su - metanol (91:9), kolon sicakligi degisken, hareketli faz
akis hiz1 1 mL/dak, dalga boyu 274 nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL olarak caligma
parametreleri olarak belirlendi. Bu parametreler belirlenirken oOncelikle literatiirdeki
veriler incelendi ve bu verilere gore bazi testler yapilarak en uygun araliklar tayin
edildi. 4. boliimde anlatmis oldugumuz optimizasyon kisminda ayrintili olarak yer
verdigimiz {izere mobil faz, pH gibi degerler degistirilerek rezoliisyonu en yiiksek, ali
konma zamanlar1 en uygun pikler elde edilmeye c¢alisildi. Ayrica literatiirdeki var olan

yontemlere de alternatif olabilecek yeni bir yontemin ortaya konmasi amaglandi.
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Calismamizda diger yontemlerde kullanilan trimetilamin gibi maddelere veyahut
herhangi bir tiirevlendirme girisimine ihtiya¢ duyulmadan dogrusalligi oldukga iyi bir
kalibrasyon egrisi elde edildi ve geri kazanim degerleri de baz alindiginda tatmin edici

bir ¢calisma oldugu gozlendi.

Standart ¢ozeltilerin 1-40 pg/mL derisim araliginda yontemin dogrusal oldugu
belirlendi. Stok ¢ozeltiden 1, 5, 15, 25 ve 40 pg/mL derisimlerinde bir seri tiyamin ve
piridoksin standart c¢ozeltileri hazirlanarak HPLC’de kromatogramlart alindi. Her bir
¢ozeltinin derigimine kars1 pik alanmi grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi.
Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden, regresyon dogrusunun denklemiy =31146x-
15906 (tiyamin) ve y = 30089x-6034,7 (y: pik alani, x: derisim); her iki etkin madde i¢in
korelasyon katsayist (r) 0.998 olarak belirlendi. Tiyamin ve pridoksinin saptanabildigi
en diisiik derisim olarak teshis limiti (LOD), sinyal/giiriiltii (S / G) oran1 3 olan deger
alinarak 0,5 pg/mL olarak belirlendi. Tiyamin ve piridoksinin tayin edilebildigi en
diisiik derisim miktar tayin limiti (LOQ) sinyal/giiriiltii (S / G) oram1 10 olan deger
alinarak 1 pg/mL olarak belirlendi. Yontemin kesinligi giini¢i ve giinler arasi yapilan
caligmalardan elde edilen verilerin bagil standart sapmasi (BSS) ile verildi. Giinigi ve
giinler arasi verilerin % BSS’s1 % 8’den kiiglik oldugu; dogruluk ise bagil hatayla
verildi ve % 8’den kiiciik olarak belirlendi Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan
yontemin uygulamasi olarak tiyamin ve piridoksin etkin maddelerini igeren Benol
tablette tiyamin ve piridoksin analizi gerceklestirildi.. Tabletten analitik geri kazanim
degerleri % 85 - % 120 araliginda ve geri kazanim degerlerinin bagil standart sapmasi
ise % 7’den diisiik olarak belirlendi. Mobil faz se¢iminde birka¢g mobil faz bilesimi
denendi. Bu denemelerden elde edilen kromatogramlarin reziiliisyon (RS) degerleri su-

metanol (70:30) i¢in 4,57, su-metanol (80:20) i¢in 4,74 ve su-metanol (91:9) igin 7,80
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belirlendi ve en iyi ayirim su-met (91:9) bilesiminde saglandi. Plaka yiiksekligi (H)

degeri 0,032 cm ve Ortalama plaka sayis1 (Nort) degeri de 7808 olarak tespit edildi.

Y 6ntemimizi literatiirdeki diger yontemlerle karsilastirdigimizda; Ding E ve ark. *°
HPLC c¢alismasinda 0,1 M (NH,4),COg3:su: metanol (15:5:80) mobil fazini, Monferrer-
Pons L ve ark.*® 0,1 M SDS- % 4 (v/v) pentanol/fosfat tamponu(0,1 M: pH:3) mobil
fazim, Kall MA™ % 93 HPLC tamponu-% 7 asetonitril mobil fazi kullanmislardir. Bu
calismada ise su:metanol (95:5) mobil fazi kullanildi. Her ii¢ calismada tampon
kullanilirken bu ¢alismada sadece su ve metanol kullanilmaktadir. Oldukg¢a kolay ve
daha ucuzdur. Din¢ ve ark.®* nin ¢alisma araligr 8-72 ug/mL, bu calismanin ¢alisma
araligi 1-40 pg/mL olarak belirlenmistir. Monferrer-Pons L ve ark.*”®> 45 °C’de kolon
firin1 kullanmislardir ve tiyaminin alikonma zamani 18,7 dak ve pridoksin 4,8 dak olup
toplam analiz siiresi 20 dakikadir. Calismada ise pridoksin 10,5 dak ve tiyamin 7 dak
olup toplam analiz siiresi 11 dakikadir. Bu g¢alismaya gore daha kisa siirede islem
tamamlanmaktadir. Markopoulou ve ark.*” yapmus olduklari ¢alismada iki ayr1 dalga
boyunu ayni enjeksiyonda kullanmislardir. Bu ¢alismada her iki etkin maddenin analizi
tek dalga boyu ile yapilmistir. Bu da tek dalga boylu dedektorler icin daha uygun

olacag diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak; tiyamin ve piridoksinin standart ¢ozeltilerde ve farmasotik
preparatlarda miktar analizi i¢in literaratiirdeki yontemlere alternatif olacak yeni bir
HPLC yontemi gelistirilip gecerlilik testleri yapildi. Bu yontem her iki molekiil i¢in de
hassas, duyarli, secici, dogru, kesin ve tekrarlanabilir oldugu gecerlilik testleri ile
gosterildiginden dolayr bu yontemin farmasotik preparatlarda tiyamin ve piridoksin
miktar analizi i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen

verilerin ileriki ¢aligmalara da yol gosterici olacag diisiiniilmektedir.
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