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OZET

GIDA TAKVIYESI TABLETLERINDE BULUNAN GLUKOZAMIN ETKEN
MADDESININ YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC)
YONTEMI iLE TAYINIi iICIN METOT OPTIMIZASYONU VE VALIDASYONU

Aysegiil SEMIZ
Yuksek Lisans / Kimya Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Sibel TUNC
Temmuz 2018; 39 sayfa

Bu calisma, gida takviyesi tabletlerinde bulunan glukozamin etken maddesinin
yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) cihaz1 ile metot optimizasyonunu ve
validasyonunu kapsamaktadir. Glukozaminin gida takviyesi tabletlerinden tespiti, Agilent
marka 1100 model HPLC cihaz ile diyot dizi (array) dedektorii (DAD) kullanilarak
saglanmistir. Sabit faz olarak Prodigy™ CI18 (5 pum partikiil biiytikliigiinde, 150 mm
uzunlugunda ve 3,2 mm i¢ ¢apinda) ters faz sivi kromatografi kolonu secilmistir. Gida
takviyesi tabletlerindeki glukozamin tespitinde referans standart madde olarak glukozamin
stilfat kullanilmis ve Fmoc-OSu ile tiirevlendirme islemi yapilmistir.

Glukozamin etken maddesinin metot optimizasyon calismalarinda hareketli fazin
belirlenmesi igin farkli hareketli faz bilesimleri denenmis ve asetonitril (ACN):H.O
karisimi (50:50) (pH 4’¢ trifloroasetik asit (TFA) ile ayarlanmistir) uygun hareketli faz
olarak bulunmustur. DAD dedektéri ile farkli dalga boylarinda galismalar yapilmis ve
glukozaminin maksimum absorplama yaptig1 dalga boyu 206 nm olarak belirlenmistir.
Band genisligi (bw) icin optimum deger 4 olarak sec¢ilmistir. Hareketli faz akis hizi
belirlenirken Van Deemter egrisinden yararlanilmis ve optimum akis hiz1 0,6 mL/dk olarak
tespit edilmistir. Optimum kolon sicaklik degeri 35 °C olarak saptanmis ve optimum
enjeksiyon hacmi 5 pL secilmistir. Tespit limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ)
degerleri sirastyla 0,014 mg/L ve 0,046 mg/L olarak hesaplanmigtir. Kesinligi belirlemek
igin, guin i¢i ve giinler aras1 ¢aligmalar yapilmis ve yiizde bagil standart sapma (%RSD)
degerleri hesaplanmigtir. Gergeklik parametresi igin gida takviyesi tabletlerine belirli
derisimlerde glukozamin maddesi ilave edilerek ¢alismalar yapilmis ve %85,15-%116,88
araliginda %geri kazanim degerleri elde edilmistir. Segicilik parametresi icin, deneylerde
kullanilan gida takviyesi tablet numunesinden farkli formiilasyona sahip gida takviyesi
tableti kullamilmustir. Kararlilik testleri i¢in kontrol numuneleri hazirlanmis ve oda
sicakliginda 5 giin boyunca farkli giinlerde kisa donem kararliliklar1 karsilagtirilmistir.
Glukozamin etken maddesi igin yapilan optimizasyon ve validasyon c¢alismalar1 sonuglart
degerlendirildiginde, sistemin saglam ve uygulanabilir oldugu gorilmistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Glukozamin Silfat, Turevlendirme, Yiiksek Performansl
S1vi Kromatografisi, Gida Takviyesi Tableti
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ABSTRACT

METHOD OPTIMIZATION AND VALIDATION FOR THE DETERMINATION
OF GLUCOSAMINE ACTIVE INGREDIENT IN FOOD SUPPLEMENT TABLETS
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) METHOD

Aysegiil SEMIZ

MSc. Thesis in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Sibel TUNC
July 2018; 39 pages

This study involves the method optimization and validation of the glucosamine
agent contained in dietary supplement tablets with a high-performance liquid
chromatography (HPLC) device. Detection of glucosamine from dietary supplement tablets
was performed using an Agilent brand 1100 model HPLC device with diode array detector
(DAD). Prodigy™ C18 (150 mm length, with a particle size of 5 pum and an inner diameter
of 3.2 mm) the reversed phase liquid chromatography column was used as a stationary
phase. Glucosamine sulphate was used as a reference standard substance for detecting
glucosamine in the dietary supplement tablets and derivatization process was realized with
Fmoc-OSu.

In order to determine the mobile phase in the method optimization studies of the
glucosamine agent, different mobile phase compositions were tested and the acetonitrile
(ACN):H2O mixture (50:50) (pH adjusted to 4 with trifluoroacetic acid (TFA)) was
selected as the appropriate mobile phase. Studies were carried out with the DAD dedector
at different wavelengths, and the wavelength at which glucosamine performed a maximum
absorbance was obtained at 206 nm. The optimum value for band width (bw) was selected
as 4. Van Deemter equation was used for determining the flow rate of the mobile phase
and the optimum flow rate was found to be 0,6 mL/min. The optimum column temperature
value was assigned as 35 °C and the optimum injection volume was selected as 5 uL. The
values of the limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ) were
calculated as 0,014 mg/L and 0,046 mg/L, respectively. For determination of precision,
intra-day and inter-day studies were carried out and percent relative standard deviation
(%RSD) values were calculated. Glucosamine agent was added to the dietary supplement
tablets at certain concentrations for the trueness parameter and %recovery values were
obtained between 85,15% and 116,88%. For selectivity parameter, studies were carried out
with a dietary supplement tablets with a different formulations than the dietary supplement
tablet samples used in the experiments. For stability tests, control samples were prepared
and their short-term stability values were compared at room temperature on different days
for 5 days. When the results of optimization and validation studies for the glucosamine
agent were evaluated, it was seen that the system was steady and applicable.

KEYWORDS: Derivatization, Dietary Supplements Tablet, Glucosamine Sulphate, High
Performance Liquid Chromatography
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ONSOz

Glukozamin (2-amino-2-deoksi-D-glukoz), bir amino monosakkarit olup bag
dokularinda ve mide mukoza zarlarinda bulunan dogal bir bilesendir. Bunun yani sira,
glukozamin iceren gida takviyesi tabletlerinin oral yolla alinmasiyla vicuttaki glukozamin
eksikligi giderilebilmektedir.

Glukozamin etken maddesi icerikli gida takviyesi tabletlerinde glukozamin tayini
icin literatiirde kullanilan metotlarin  disinda bir metot gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, standart referans madde olarak glukozamin siilfatin
yer aldigi gida takviyesi tabletlerinden glukozamin maddesinin tayini icin DAD
dedektoriine sahip yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi kullanilarak yeni bir
metot gelistirilmis ve bu metodun validasyon islemleri yapilmistir. Bir analizin pratikligi
ve maliyeti, laboratuvar calismalar1 agisindan ¢ok Onemlidir. Bir metot olusturulurken,
metodun laboratuvar bunyesinde kolaylikla uygulanabilir olmasi durumu da g6z 6nilinde
bulundurulmalidir. Yapilan literatiir aragtirmalarina gore; glukozamin tespitinde
kromatografik ayirma yontemlerinden yararlanildigi goriilmektedir. Sivi kromatografisi-
kitle spektrometri (LC-MS) ile yapilan tayinlerin yiiksek maliyetli olmast ve ekstra
ekstraksiyon adimlar1  igermesi  sebebiyle glukozamin tespitinde dezavantaj
olusturmaktadir. Gaz kromatografisi (GC) yontemleri yuksek hassasiyete ve segicilige
sahiptir, fakat islemleri ¢ok zaman alicidir ve yliksek analiz maliyeti gerektirir. Literatiirde
yapilan ¢aligmalarda glukozamin tayini i¢in kullanilan ekipman maliyetlerinin genellikle
yiiksek olmasi ve numune hazirlama agsamalarinin uzun zaman almasi nedeniyle gelistirilen
bu metot farmasotik alanda arge ve liretim yapan firmalar ile rutin analiz teknigi olarak
calismalarina dahil edecek gida kontrol laboratuvarlari i¢in oldukga faydali olacaktir.

Tez calismasi, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi'ne "Gida takviyesi tabletlerinde bulunan glukozamin etken maddesinin yiiksek
performanslt sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile tayini i¢in metot optimizasyonu ve
validasyonu" basligi ile sunulmus ve ayni birim tarafindan FYL-2016-1659 nolu proje ile
desteklenmistir.

Tez calismam boyunca beni yonlendiren ve destegini esirgemeyen, bilgisi,
deneyimleri ve hosgoriisii ile her konuda bana yol gosteren danigman hocam Sayin Prof.
Dr. Sibel TUNC’a (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi) ve tezimde gerekli olan HPLC
cihazmin kullanimina izin veren Prof. Dr. Erol AYRANCI’ya (Akdeniz Universitesi, Fen
Fakiiltesi), aym zamanda Prof. Dr. Osman DUMAN’a (Akdeniz Universitesi, Fen
Fakiiltesi), Dr. Tiilin GURKAN POLAT a, Ars. Gor. Bahar KANCI BOZOGLAN’a ve tez
caligmam siiresince bana inanan, destekleyen ve moral veren aileme ve arkadaslarima
tesekkiirlerimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Yuksek Lisans Tezi olarak sundugum “Gida Takviyesi Tabletlerinde Bulunan
Glukozamin Etken Maddesinin Yilksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)
Yéntemi ile Tayini igin Metot Optimizasyonu Ve Validasyonu” adli bu calismanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda
bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yuzde

oC : Santigrat derece cinsinden sicaklik birimi
bw : Band genisligi

C18 : Karbon 18

CsH13NOs : Glukozamin

CH3COOH - Asetik asit

cm : Santimetre

dk : Dakika

g : Gram

H : Plaka ytiksekligi

H20 :Su

HCI : Hidroklorik asit

L - Litre

m : Kalibrasyon dogrusunun egimi
MeOH : Metanol

mg : Miligram

mL : Mililitre

mm : Milimetre

mM : Milimolar

N : Teorik plaka sayist

n : Calisilan standart sayisi

nm : Nanometre

pH : H" iyonunun eksi logaritmasi
ppm : Milyonda bir



R? : Korelasyon katsayisi

tr - Alikonma zamani

viv : Hacim/hacim

Whp - Taban pik genisligi

Yden : Deneysel elde edilen pik alan1

Yteo . Kalibrasyon denkleminden hesaplanan pik alani
v : Mikro

ulL : Mikrolitre

um : Mikrometre, mikron

Kisaltmalar

ACN : Asetonitril

DAD : Diyot dizi (array) dedektor

DMOAD : Hastalik diizenleyici osteoartrit ilact
FLD : Floresans dedektor

Fmoc-Cl : N-(9-florenilmetoksikarboniloksi)klorir
Fmoc-OSu : N-(9-florenilmetoksikarboniloksi)suksinimid
GC : Gaz kromatografisi

HPLC . Yiiksek performansl sivi kromatografisi
LC : Stvi kromatografisi

LOD : Tespit limiti

LOQ : Kantitatif tayin limiti

MS . Kitle spektroskopi

MSM : Metilstlfonilmetan

ODS : Oktadesilsilan

OPA : Ortofitaldialdehit

PITC : Fenilizotiyosiyanat



RID
RSD
SAMe
TEA
TFA
uv

3D

: Refraktif indeks dedektoru
: Bagil standart sapma

: S-adenozil-L-metionin

: Trietilamin

: Trifloroasetik asit

: Ultraviyole

: Ug boyutlu
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GIRIS A. SEMiZ

1. GIRIS
1.1. Eklem Hastahg

Eklemler, kemikleri birbirine baglayan, kas ve iskelet sisteminde hareketi
kolaylastiran yapilardir. Eklemler insan viicudunun siirekli hareket eden kisimlarini
olusturdugu icin zaman igerisinde hasar gérmeye olduk¢a duyarlidirlar. “Artrit” olarak
bilinen eklemlerdeki rahatsizlik, “iltihapli eklem hastalig1” veya “kire¢lenme” seklinde
tanimlanmaktadir. Kire¢lenme olarak bilinen osteoartrit, eklemlerde yapisal bozulmaya
yol agmaktadir ve Ozellikle 50 yas lstii bireylerde siklikla sakatliga neden olmaktadir
(https://www.medicalpark.com.tr/kireclenme-mi-iltihapli-eklem-hastaligi- mi/hg-1586).

Osteoartrit, yaygin olarak bilinen adiyla kireglenme, eklemlerde kikirdak
dokunun yapisinda bozulma, incelme, asinma ve tahribat seklinde ortaya ¢ikan ve en sik
goriilen eklem hastaligidir (Pujalte vd. 1980; Nakamura 2011). Cogunlukla diz, kalga, el
bilegi ve omurgada goriilmektedir. En ¢ok diz eklemlerinde etkisini gosteren hastalik
genellikle agriya, sertlige, hareket kisithiligina ve sekil bozukluguna neden olmaktadir
(Felson ve Zhang 1998). Sekil 1.1°de saglikli ve osteoartritli diz eklemlerinin genel bir
goriintlisii yer almaktadir.
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Saghkh Diz Eklemi Osteoartrit'li Diz Eklemi

Sekil 1.1. Saglikli ve osteoartritli diz eklemleri (https://www.practicalpainmanagement.
com/patient/conditions/osteoarthritis/knee-osteoarthritis/knee-osteoarthritis-diagnosis)

Osteoartrit, diinya capinda bir halk sagligi problemidir. Osteoartrit, agirlikli
olarak yasl bireylerde goriilmektedir (Murray ve Lopez 1997). Bati Avrupa'da dizde
osteoartrit yayginlig1 erkeklerde %18-25, Hollanda'da kadinlarda %24-40 ve Ispanya'da
%28-34 olarak tahmin edilmektedir. Ayrica, Avrupa Birligi'nde osteoartrit olan 100
milyon kiginin bulundugu One surilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde ise
osteoartrit problemi 2001'de 69,9 milyon kiside goriilmiistiir (Reginster vd. 2007). 2005
yilinda Tiirkiye’de yapilan bir calismada ise 50 yas iistli osteoartrit yayginligi
kadinlarda %22,5 ve erkeklerde %8 olmak iizere ortalama %14,8 olarak bulunmustur
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(Bodur 2011). 2020 yilina kadar gelismis iilkelerde 65 yas ve iizeri bireylerin osteoartrit
hastaligina yakalanma sikliginin %71 diizeyine ¢ikacagi ongorilmektedir (Murray ve
Lopez 1997).

Osteoartritin, obeziteye bagli osteoartrit, mekanik orijinli osteoartrit ve yasa
bagl osteoartrit olmak Uzere farkli fenotipleri tanimlanmistir (Conaghan 2013).
Osteoartritin Onlenmesi i¢in agriyr azaltma ve hastalarin islevsel yeteneklerini
gelistirmeye yonelik gesitli tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bu amacla farmakolojik,
farmakolojik olmayan (fizyoterapi, meslek terapisi, kilo verme ve egzersiz), alternatif
terapi (homeopati, akupunktur ve fitoterapotik ilaglar) ve cerrahi gibi yontemlerden
yararlanilmaktadir (Juniora ve Inaciob 2013). Diger bir onleyici yontem ise, dogal
olarak elde edilen ya da kimyasal olarak sentezlenen takviye edici gidalardir. Bu takviye
edici gidalarin igerisinde, agriy1 azaltma potansiyeli olan farkli formiilasyonda
glukozamin yer almaktadir (Runkel ve Cupp, 1999; Felson vd. 2000).

Gegtigimiz on yilda, glukozamin kullaniminda 6nemli bir artis olmustur.
Glukozamin "tamamlayict ajanlar", "hastalik diizenleyici ajanlar" veya "hastalik
diizenleyici osteoartrit ilaglar1" (DMOAD'ler) olarak adlandirilan bir gida takviyesi
grubunun Uyesidir. Bunlar, hayvan kikirdagindan veya yenge¢ kabuklarindan
yapilmiglardir. Diz agrisim1 gidermek, eklemi olusturan hiicreleri onarmak ve hasar
gormiis kikirdagi yeniden canlandirmak igin piyasaya siriilmislerdir. DMOAD'ler
Amerika Birlesik Devletleri'nde en ¢ok satis1 yapilan takviye edici gidalar arasindadir
(Sherman vd. 2012).

1.2. Glukozamin ve Ozellikleri

Glukozamin (2-amino-2-deoksi-D-glukoz); viicutta yogun olarak kikirdakta, bag
dokularinda ve mide mukoza zarlarinda bulunan dogal bir amino monosakkarittir
(Largo vd. 2003; Pearle vd. 2005). Amino sekerlerinin temel yap1 tagi olmasi sebebiyle
hiicre duvarinin ve interstisyel proteinlerin énemli bir bilesenidir. Glukozamin, insan
hiicrelerinde yaygin olan iki hekzosamin sekerinden biridir. Yapisal olarak glukozamin,
modifiye edilmis glikoz olup, ikinci karbonu (C-2) Uzerinde bulunan -OH grubunun
yerini bir -NH3 grubunun almasiyla olusmustur (Kelly 1998).

Glukozamin; glukoprotein, glukozaminoglikan ve hiyalUronat sentezi icin
ihtiyag duyulan sinovial sivinin, ligamentlerin ve diger eklemlerin yapilarinda
bulunmaktadir (Felson vd. 2000; Richy vd. 2003; Towheed vd. 2005). Ayrica,
eklemlerde kayganlastirici veya koruyucu maddeler olarak islev goren miisin veya
mukus salgilarinin sentezine de yardimci olmaktadir (Hamerman 1989). Osteoartitli
bireylerde bolgesel eksikligi gidermek iizere substrat olarak glukozaminin goérev yaptig
diistiniilmektedir (Pavelka vd. 2002). Yapilan laboratuvar calismalari ve hayvansal
deneyler sonucunda glukozaminin iltihap dnleyici etkisinin oldugu ve eklem ve kikirdak
lezyonlarinin iyilesmesinde yarar sagladigi bilinmektedir (McCarty 1994; Bassleer vd.
1998).

Glukozamin; silfat, hidroklorir ve N-asetil-glukozamin gibi pek cok formda
bulunabilir (Sekil 1.2). Her ti¢ formda glukozamin suda ¢ozinebilir. Notr ve fizyolojik
pH'da, glukozaminde bulunan amino grubu protonlanir ve bdylece pozitif bir yiik
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olusur. Glukozaminin tuz formlari, yuki notralize etmek igin negatif anyonlar
icermektedir (Towheed vd. 2005).

OH OH
HO HO
OH s OH
HO N, HO NSO
Glukozamin Glukozamin hidrokloriir
OH .
OH HO O O o Na'Cl
I
HO OH HO HO
NH HO ¢l Na- ©
0
0= OH
CH;
OH
N-asetil-glukozamin Glukozamin siilfat

Sekil 1.2. Glukozamin ve tirevleri (Rovati vd. 2012)

Glukozaminin eksikliginde, eklem kikirdaginda bozulma ve deformasyona bagl
olarak eklem agrilari ile eklem gevresindeki hareketlilikte azalma gd6zlenmektedir
(Towheed vd. 2005). Bu gibi durumlarda besin kaynagi olarak hayvan kikirdaklari ve
kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklari kullanilmaktadir. Glukozamin, oral yolla
alindiktan sonra yaklasik %90 oraninda absorbe olur ve hizla eklem kikirdagina katilir
(Setnikar vd. 1993).

Glukozaminin silfat tuzu formu, osteoartritli hastalarda keratan siilfatin alt
initesinin  yarisin1  olusturmaktadir. Glukozamin icerikli Grunlerin  kullanildig:
calismalardan elde edilen sonuglara gore; glukozamin sulfat formilasyonu osteoartritik
agriy1 azaltirken, diger formiilasyonlar ise azaltmamaktadir. ‘Dona’ ad1 verilen 9zgiin
bir ticari glukozamin siilfat Uriintiniin kullanildig1 calismalarin bulgulari, diger
formiilasyonlardan farkli olarak bu formiilasyonun osteoartrit agriyr azalttigim
gostermektedir (Towheed vd. 2005). Cin’de yapilan bir bagka ¢alismada; glukozamin
hidrokloriiriin, glukozamin siilfatla esit diizeyde etkin oldugunu rapor etmistir (Qiu vd.
2005).

1.3. Glukozaminin Klinik Kullanimi

Glukozamin, Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan takviye edici gida olarak kabul
edilmektedir. Glukozaminin eklem ve kikirdak i¢in tibbi amagl kullanimi Asya ve
Avrupa’da 40 yili askin siiredir devam etmekte olup, son 20 yilda kazandigi
poptlerlikle glukozamin basta Amerika Birlesik Devletleri olmak iizere birgok iilkede
yaygin olarak kullanilmaktadir (Vangsness vd. 2009).
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2007'den Once yapilan en onemli zihinsel ve bedensel kontrollii ¢aligmalarin
ikisi Avrupa'da yapilmis ve bu calismalarda glukozamin silfat formilasyonu
kullanilmistir (Reginster vd. 2001; Pavelka vd. 2002). Bu ilag, birgok Avrupa ulkesinde
receteli ilag olarak satilmistir. Bununla birlikte 1994 tarihli Gida Katkis1 Saglik ve
Egitim Yasasi, Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki ve diger iilkelerdeki gida takviyeleri
piyasasindaki ¢esitli belgelenmemis glukozamin tuzlarmi (6rnegin hidrokloriir),
tirevlerini (6rnegin N-asetil-glukozamin) ve diger c¢esitli dozajlardaki formlarini
onaylamustir (Persiani 2005).

Bazi ¢alismalar glukozaminin iyilestirme belirtilerinin, daha Once yapilan
zihinsel ve bedensel kontrollii ¢aligmalardan daha etkili oldugunu ve osteoartrozda
eklem daralmasinin ilerleme hizin1 azaltabilecegini gostermistir. Yapilan klinik
denemeler, glukozamin siilfatin giinde bir kere 1500 mg ¢O6ziiniir toz formunda
kullanilmasiin yeterli oldugunu ortaya koymustur (Reginster vd. 2001; Pavelka vd.
2002; Altman vd. 2006; Rezende ve Gomes 2009).

Glukozaminin klinik olarak genis alanda kullanimi mevcuttur. Eklemlerdeki
kikirdak yapisinit olusturma ve kayganlastirict 6zelligi sayesinde spor ve atletizm
faaliyetlerinde kullanimi biiyiik ilgi géormektedir (Blockyz vd. 2010). Glukozaminin
demir iyonlari ile giiglii selatlanma etkisi sayesinde antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmustiir (Ronge vd. 2006).

Yapilan arastirmalar, kanser tedavilerinde glukozamin kullaniminin 6liim
oraninin %25’ten %13’e azalmasinda etkili oldugunu gostermektedir (Pohlig vd. 2016).
Deneysel galismalar, glukozaminin kolesterol miktarini azalttigini ve kardiyovaskiler
hastaliklara karsi olumlu bir etkisinin oldugunu gostermistir. Ayrica, Sinir sistemi
problemleri, bobrek rahatsizliklari, migren, cilt yaralanmalar1 gibi genis kapsaml
hastaliklarin tedavisinde glukozaminin yarar sagladigi one siiriilmektedir. (Russell ve
McCarty 2000; Dalirfardouei vd. 2016). Sekil 1.3’te glukozamin ve tlrevlerinin
potansiyel biyolojik aktivitelerine yer verilmektedir.
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Sekil 1.3. Glukozamin ve tirevlerinin potansiyel biyolojik aktiviteleri (Dalirfardouei
vd. 2016)

1.4. Glukozamin I¢in Analiz Yontemleri

Glukozamin tespitine yonelik yapilan literatiir tarama sonuglarmna gore; El-
Saharty ve Bary (2002), glukozamin sulfat1 ve bunun polimerik formu olan kitosani
HPLC- refraktif indeks dedektorii (RID) cihazinda amino bazli sabit faz igeren kolon
kullanarak tespit etmistir. Appuhn vd. (2004), toprak ve kok hidrolizatlarinda bulunan
glukozamini OPA (ortofitaldialdehit) ile tirevlendirmis ve HPLC-FLD cihazi ile analiz
etmistir. Shao vd. (2004), glukozamin hidrokloriir tespitini tiirevlendirme islemi
yapmaksizin amino bazli sabit faz iceren kolon kullanarak HPLC’de yapmistir. Zhou
vd. (2004), gida takviyesi tabletlerinde yer alan glukozamin hidrokloririi UV dedektori
bulunan HPLC cihazinda analiz etmistir. Zhang vd. (2006), insan plazmasindaki
glukozamin siilffatt HPLC-FLD cihaz1 ile tespit etmistir. Tekko vd. (2006),
glukozaminin insan vicuduna deri yoluyla gegisini incelemek i¢in bir metot
gelistirmistir. Uygulanan metotta glukozamin hidroklorir, PITC (fenilizotiyosiyanat)
tirevlendirme ajani kullanilarak diyot dizi (array) dedektori (DAD) ile tespit edilmistir.
Lopez-Cervantes vd. (2007) yapmis olduklari ¢alismada, glukozaminin kitindeki
miktarin1 HPLC-UV cihazi ile analiz etmistir. Magana vd. (2014), tiirevlendirme islemi
olmaksizin HPLC cihaz1 ile gida takviyesi tabletlerinde glukozamin tayinini
gerceklestirmistir.  Pesek vd. (2015) c¢alismalarinda, glukozamin tayinini sivi
kromatografisi-kitle spektrometri (LC-MS) ile yapmustir. Calisilan glukozamin
ornekleri karides kabuklarindan veya glukozamin tabletlerinden ekstrakte edilmistir.
Yapilan literatiir caligmalarinda, gida takviyesi tabletlerinde, glukozamin sulfat
formulasyonuna sahip referans standart maddenin kullanimina az rastlanmaktadr.

Bu tez calismasinda, HPLC cihaz1 ile DAD dedektoriiniin ve referans standart
madde olarak glukozamin silfatin yer aldigi gida takviyesi tabletlerinin kullanildigi,



GIRIS A. SEMiZ

pratik ve ekonomik bir metot gelistirilmistir. Daha sonra, metot validasyonu islemleri
gergeklestirilmistir.

1.5. Metot Validasyonu

Metot validasyonu; kullanilan metodun amaca uygunlugunun belirlenmesi i¢in
yapilan 6l¢iimlerdir. Metot validasyonu; dogrusallik, tespit limiti (LOD), kantitatif tayin
limiti (LOQ), kesinlik, gerceklik, secicilik ve kararlilik parametreleri ile galismalar
yapilarak gerceklestirilmektedir. Bu tez c¢alismasinda, olusturulan yeni metodun
giivenirligi validasyon parametreleri kullanilarak saglanmistir.

1.6. Calismanin Amaci

DAD dedektoriine sahip HPLC cihazi ile gida takviyesi tabletlerinde bulunan
glukozamin silfat etken maddesinin tespitine yonelik analizi i¢in kisa analiz siiresine
sahip ve pratik yeni bir metot gelistirmek ve bu metodun validasyonunu
gerceklestirmektir.
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2. KAYNAK TARAMASI

El-Saharty ve Bary (2002), glukozamin sulfati ve bunun polimerik bir formu
olan kitosan1 refraktif indeks dedektori (RID) olan HPLC’de tespit etmistir. Bu
caligmada, hareketli faz olarak ACN:H20:CH3COOH (50:50:0.02 v/viv, pH:4,0)
karisimi ve sabit faz olarak amino bazli kolon kullanilmistir. Kalibrasyon dogrusu, 20-
1000 pg/mL derisim araliginda dogrusal, korelasyon katsayis1 (R?) >0,99 bulunmustur.
Kesinlik ¢alismasinda RSD %3 ten diisiik hesaplanmustir.

Aghazadeh-Habashi vd. (2002), HPLC cihazi ile 254 nm dalga boyunda UV
dedektort kullanarak sican plazmasinda glukozamin hidroklorlr tespiti yapmustir.
Plazma, asetonitril (ACN) ile ekstraksiyon adimindan sonra 1-naftil izotiyosiyanat
kullanilarak tiirevlendirme islemine tabi tutulmustur. Sabit faz olarak C18 kolonu
kullanilmigtir.  Optimum  hareketli  faz  olarak  ACN:H20:CH3:COOH:TEA
(4,5:95,5:0,1:0,05 v/v/v) bilesimi ve optimum hareketli faz akis hiz1 olarak 0,9 mL/dk
belirlenmistir. 1,25-400 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu bulunmustur.
Metotta LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,63 pg/mL ve 1,25 pg/mL olarak
hesaplanmstir.

Zhou vd. (2004), gida takviyesi tabletlerinde glukozamin hidroklorir tespiti igin
ultraviyole (UV) dedektorinin kullanildigt HPLC cihaz1 ile metot gelistirmis ve
validasyon islemlerini yapmistir. Metotta segicilik ve spesifiklik ¢alismalari igin iKi
farkli matriks seg¢ilmistir. Kararlilik testi icin numuneler en az 5 giin oda sicakliginda
bekletilmis ve numunelerin dayanikli oldugu gozlenmistir. Kalibrasyon dogrusu 2,0-
150,0 pg/mL derisim araliginda ¢alisilmis ve korelasyon katsayisi >0,9999
bulunmustur. Metotta LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,3 pg/mL ve 1 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Geri kazanim degerleri %93,5-%102,8 araliginda bulunmustur. Tekrar
tiretilebilirlik ¢alismasi 7 farkli giinde yapilmis ve RSD %0,9’dan kiiciik olarak tespit
edilmistir.

Shao vd. (2004), glukozamin hidroklorur tespitinde tiirevlendirme islemi
yapmaksizin amino bazl sabit faz i¢eren kolon (150,0 mm X 4,6 mm, 5 pum) kullanarak
195 nm dalga boyunda HPLC-DAD cihazi ile metot gelistirmis ve validasyon
calismalarini yapmistir. Optimum hareketli faz olarak ACN-fosfat tamponu (75:25, v/v,
pH 7,50) ve optimum akis hizi olarak 1,5 mL/dk belirlenmistir. Dogrusal ¢alisma araligi
1,88-5,62 mg/mL ve korelasyon katsayis1 0,9998 olarak bulunmustur. Metotta LOD ve
LOQ degerleri sirastyla 0,037 mg/mL, 0,149 mg/mL olarak tespit edilmistir. Dogruluk
calismalar1 %98,9-%100,5 araliginda, kesinlik RSD degeri %]1,1 olarak hesaplanmistir.
Numune ve standart ¢ozeltilerin 1 hafta boyunca dayanikli oldugu gozlenmistir.

Appuhn vd. (2004), toprak ve kok hidrolizatlarindaki glukozamin tespitinde
tirevlendirme ajani olarak OPA’y1 kullanmis ve yiiksek performans sivi kromatografi
(HPLC-FLD) cihazi ile glukozamini tayin etmistir.

Zhang vd. (2006), insan plazmasindaki glukozamin stilfati, floresans dedektorii
bulunan yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC-FLD) cihaz ile tespit etmistir.
Plazma, asetonitril (ACN) ile ekstraksiyon adimindan sonra Fmoc-Cl kullanilarak
tirevlendirme islemine tabi tutulmustur. Sabit faz i¢cin C18 (150,0 mm x 4,6 mm, 5 um)
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kolonu se¢ilmistir. Optimum hareketli faz olarak Su-ACN karisiminin ve optimum akis
hiz1 olarak 1 mL/dk’nin oldugu belirlenmistir. Kalibrasyon dogrusu, 0,1-10 pg/mL
araliginda calisilmis ve korelasyon katsayist 0,9996 bulunmustur. Metotta LOD degeri
15 ng/mL olarak saptanmis ve tekrar edililebilirlik %RSD<6,28, tekrar Uretilebilirlik
%RSD:7,41 olarak rapor edilmistir. Dogruluk g¢alismalart %95,20-%104,92 araliginda
hesaplanmistir.  Ekstraksiyon geri kazamimlarinin = %90,4’iin  iizerinde oldugu
gorilmiistiir.

Tekko vd. (2006) yaptiklari ¢alismada, glukozaminin insan viicuduna deri
yoluyla ge¢isini incelemek amaciyla bir metot gelistirmistir. Glukozamin hidroklorir
tespitinde PITC tiirevlendirme ajani olarak kullanilmigtir. Glukozaminin tirevlendirme
islemi 80°C’de 30 dakikada gergeklestirilmis ve 245 nm dalga boyunda DAD dedektor
ile tespiti saglanmistir. Optimum hareketli faz olarak metanol-su-buzlu asetik asit
(10:89,96:0,04 v/vl/v, pH:3,5) bilesimi ve optimum hareketli faz akis hizi 1 mL/dk
olarak belirlenmistir. Metotta, Kkolon sicakligi 30 °C’ye ayarlanmistir. Kesinlik
caligmalarinda %RSD<12 olarak hesaplanmustir.

Lopez-Cervantes vd. (2007), karides kabuklarindan ekstrakte edilerek elde
edilen kitindeki glukozamin miktarin1 analiz etmistir. Glukozaminin, 264 nm dalga
boyunda UV dedektori ile HPLC cihazinda tespiti saglanmistir. Hareketli faz olarak; A,
30 mM amonyum fosfat (pH:6,5)-metanol (15:85 v/v), B, metanol-su (15:85 v/v) ve C,
ACN-su (90:10 v/v) kullanmilmistir. Optimum Kolon sicakligi 38 °C ve optimum
hareketli faz akis hiz1 1,2 mL/dk olarak belirlenmistir. Tirevlendirme ajan1 Fmoc-Cl
secilmistir. Kesinlik ¢alismalarinda %RSD degeri 5,8 ve geri kazanim degeri %92,7
olarak hesaplanmistir. Metotta LOD degeri 2 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Magana vd. (2014) yaptiklar ¢alismada, tiirevlendirme islemi olmaksizin DAD
bulunan HPLC cihaz1 ile gida takviyesi tabletlerinden glukozamini tespit etmislerdir.
Sabit faz olarak C18 (250,0 mm X 4,6 mm, 5um) kolonu kullanilmistir. Optimum
hareketli faz olarak sodyum perklorat (50,0 nM, pH:6,5)-ACN (99:1 v/v) ve optimum
hareketli faz akis hiz1 olarak 0,8 mL/dk belirlenmistir. Calisilan metotta kalibrasyon
dogrusu korelasyon katsayist 0,9998 bulunmustur. Kesinlik c¢aligmalarinda %RSD
degeri <1 olarak hesaplanmuistir.

Pesek vd. (2015), glukozamin tespitini ve ayrilmasini sivi kromatografi-kitle
spektrometri (LC-MS) cihaz1 ile yapmistir. Cihaz kosullarinda optimum enjeksiyon
hacmi 1ulL ve hareketli faz akis hizi 0,4 mL/dk olarak belirlenmistir. Calisilan
glukozamin oOrnekleri karides kabuklarindan veya glukozamin tabletlerinden ekstrakte
edilmistir. Kalibrasyon dogrusu, 6,0-30,0 mg/L araliginda ¢alisilmistir ve korelasyon
katsayis1 0,9945 bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Glukozamin tayini icin referans standart madde EDQM marka glukozamin
stlfat, ¢6zucl olarak Merck marka HPLC saflikta su, hareketli faz bilesimi igin Merck
marka trifloroasetik asit (TFA) ve asetonitril (ACN), tiirevlendirme ajani olarak Sigma-
Aldrich marka N-(9-florenilmetoksikarboniloksi)stiksinimid (Fmoc-OSu) ve trietilamin
(TEA) kullanilmistir.

Deneysel ¢aligmalarda, ¢ozelti 6n hazirlik islemlerinde Hanna marka manyetik
karistirici, IsoLab marka ultrasonik banyo ve vortex, pH ayarlamak icin Mettler Toledo
marka pH metre, tartim islemlerinde Mettler Toledo marka analitik terazi kullanilmustir.
Glukozaminin UV spekturumu Sekil 3.1°de yer alan Agilent marka Cary 100 model
UV-Vis cihazi ile dl¢iilmiistiir. Glukozaminin kromatografik ayrilmasi Agilent marka
1100 model HPLC cihazt ve Prodigy™ C18 (5 pum partikiil biiyiikliigiinde, 150 mm
uzunlugunda x 3,2 mm i¢ ¢apinda) ters faz sivi kromatografi kolonu ile saglanmistir.
HPLC sistemi Gzerinde, G1311A model pompa, G1313A ALS model oto drnekleyici,
G1379A model gaz giderici, G1316A model termostatli kolon kompartmani ve G1315B
model diyot dizi (array) dedektori mevcuttur. Calismalarda kullanilan HPLC cihazi
Sekil 3.2’de yer almaktadir.

Sekil 3.1. Agilent marka Cary 100 model UV-Vis cihazi
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Sekil 3.2. Calismalarda kullanilan Agilent marka 1100 model HPLC cihazi

3.2. Metot

3.2.1. Kullamlan standart madde ve tirevlendirme ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
3.2.1.1. Glukozamin ana stok ve ara stok standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Glukozamin siilfat standardi kullanilarak 1000 mg/L’lik ana stok c¢ozelti
hazirlamak i¢in Mettler Toledo marka analitik terazide 0,0001 g hassasiyetle uygun
miktarda glukozamin siilfat tartilmis ve 10 mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Bir miktar
su ile glukozamin sulfat ¢ozuldikten sonra ¢ozeltinin toplam hacmi 10 mL’ye su ile
tamamlanmigtir. 1000 mg/L’lik glukozamin siilfat ana stok standart ¢ozeltisinden 2,5
mL alinarak 5 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve Uzerine 31,3 uL TEA ilave edildikten
sonra SmL’ye su ile tamamlanarak 500 mg/L'lik glukozamin ara stok standart ¢ozeltisi
hazirlanmustir.

3.2.1.2. Fmoc-OSu cozeltisinin hazirlanmasi
Glukozamin molekiilii, kromofor grup icermemesi sebebiyle diisiik dalga
boylarinda UV absorpsiyonu yapmaktadir. HPLC cihazinda glukozamin analiz

metodunun hassasiyetini ve seciciligini artirmak ig¢in tiirevlendirmeye ihtiyag
duyulmaktadir. Tiirevlendirme ajan1 olan Fmoc-OSu’dan (Sekil 3.3), 50 mg tartilmis ve
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10 mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Daha sonra; madde asetonitrilde ¢oziilmiis ve 10
mL’ye ACN ile tamamlanarak Fmoc-OSu ¢6zeltisi hazirlanmustir.

5L
W

Sekil 3.3. Fmoc-OSu kimyasal yapis1

3.2.1.3.Glukozamin  standardimin ve glukozamin icerikli  numunelerin
tarevlendirilmesi

Tim c¢alismada, glukozamin standardi ve glukozamin igerikli numuneler
tirevlendirildikten sonra kalibrasyon ve analiz islemlerinde kullanilmistir. Glukozamin
tayin edilecek gida takviyesi tabletleri 100 mL’lik balon jojede suda ¢oziilerek 750 pL
TEA ile noétralizasyon islemi gerceklestirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0,45 pm’lik
filtreden gegirilmistir. TUrevlendirme igin filtre edilmis numune miktarina ve
glukozamin sulfat ara stok standart ¢0zelti miktarina karsilik olarak 1:3 oraninda
tirevlendirme c¢ozeltisi eklenerek 50 °C’de 30 dk’da tlrevlendirme islemi
tamamlanmistir. Benzer tiirevlendirme islemleri glukozamin standardi igin de
yapilmustir.

3.2.2. Metot optimizasyon ¢alismalari

Glukozamin sulfat icerikli gida takviyesi tabletlerinde glukozamin tayini icin
seciciligi yiiksek, pratik ve ekonomik bir metot gelistirebilmesi i¢in HPLC cihazinda
metot optimizasyonu galismalari gerceklestirilmistir.

3.2.2.1. Hareketli faz bilesiminin belirlenmesi

Kromatografik c¢alismalarda hareketli faz bilesiminin pH degerine baglilig
oldukca 6nemlidir. Hareketli faz bilesiminin pH degeri 5,5'in altina diistiigii zaman
amino gruplarindaki giiglii etkilesimler nedeniyle pik kuyruklanmalarinin azaldigi ve
pik sekillerinde diizelme sagladig: bilgisi literatiirde yer almaktadir (Berthod ve Garcia-
Alvarez-Coque 2000). Calisilan hareketli faz bilesimleri sirasiyla sunlardir; hareketli faz
sistem 1: MeOH:H>O (10:90) (pH 4’c asetik asit ile ayarlanmistir), sistem 2:
MeOH:H-0 (80:20) (pH 4’e asetik asit ile ayarlanmistir), sistem 3: ACN:H20 (10:90)
(pH 4’e asetik asit ile ayarlanmistir), sistem 4: ACN:H20 (50:50) (pH 4’e asetik asit ile
ayarlanmistir), sistem 5: ACN:H20 (10:90) (pH 4’e TFA ile ayarlanmistir), sistem 6:
ACN:H20 (20:80) (pH 4’e TFA ile ayarlanmistir), sistem 7: ACN:H20 (50:50) (pH 4’e
TFA ile ayarlanmistir), sistem 8: ACN:H20 (60:40) (pH 4’e TFA ile ayarlanmistir) ve
sistem 9: ACN:H-0 (70:30) (pH 4’e TFA ile ayarlanmistir).

11
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3.2.2.2. Glukozaminin UV spektrumu

Tiirevlendirilmis glukozaminin absorbsiyon dalga boyunun belirlenmesi amaci
ile 0,2 mg/L ve 0,4 mg/L olmak iizere iki farkli derisimde glukozamin standart ¢ozeltisi
hazirlanmis ve tiirevlendirilmistir. Tiirevlendirilmemis ve tiirevlendirilmis glukozamin
standart cozeltilerinin  190-390 nm araliginda UV  spektrumu alinmustir.
Tiirevlendirilmemis glukozamin i¢in elde edilen UV spektrumu Sekil 3.4’te ve
tiirevlendirilmis glukozamin icin elde edilen UV spektrumu Sekil 3.5’te verilmistir.

1.0
08 | = (,2 mg/L
e (0,4 mg/L
C 06
0
[
o
2 04
<
0.2 1
0.0 M} :
190 240 290 340
Dalga Boyu (nm)
Sekil 3.4. Turevlendirilmemis glukozaminin UV spektrumu
1
08 206 nm —0.2mg/L
' \— 0,4 mg/L
2 0.6 1
98]
O
| .
2 04 -
Q0
<
0.2 1
O 1 1 1
190 240 290 340
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.5. Tiirevlendirilmis glukozaminin UV spektrumu
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Sekil 3.5’te bulunan UV spektrumlarina bakildiginda tiirevlendirilmis
glukozamin standardinin 3 farkli dalga boyunda absorbans verdigi goriillmektedir.

3.2.2.3. Band genisliginin belirlenmesi
Calismada band genisligi olarak 4, 6, 8 ve 10 degerleri denenmistir.
3.2.2.4. Akis hizinin belirlenmesi

Optimum hareketli faz akis hizin1 belirlemek i¢in 0,1 mL/dk, 0,2 mL/dk, 0,4
mL/dk, 0,6 mL/dk, 0,8 mL/dk ve 1 mL/dk olmak (zere 6 farkli akis hizi denemesi
yapilmistir. Van Deemter egrisinden yararlanilarak optimum akis hizi belirlenmistir.

3.2.2.5. Kolon sicakhiginin belirlenmesi

Optimum kolon sicakligini belirlemek amaciyla 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C ve 45
°C olmak tizere 5 farkli kolon sicakligi test edilmistir. Pik kuyruklanma faktorii ve
teorik plaka sayis1 degerleri g6z oniine alinarak optimum kolon sicakligi belirlenmistir.

3.2.2.6. Enjeksiyon hacminin belirlenmesi

Enjeksiyon hacmini belirlemek icin 1 uL, 2,5 uL, 5 pul, 10 puL, 20 pL ve 30 pL
olmak iizere 6 farkli enjeksiyon hacim denemesi yapilmistir. Pik kuyruklanma faktori
g0z Oniine alinarak optimum enjeksiyon hacmi tespit edilmistir.

3.2.3. Metot validasyonu ¢alismalar:

Gida takviyesi tabletlerinde glukozamin tespiti i¢in metot optimizasyonu
caligmalart ile birlikte metot validasyonu yapmak icin dogrusallik, tespit limiti (LOD),
kantitatif tayin limiti (LOQ), kesinlik, gerceklik, secicilik ve kararlilik parametrelerinin
caligmalar1 gergeklestirilmistir.

3.2.3.1. Dogrusallik parametresinin belirlenmesi

Glukozaminin dogrusallik parametresinin belirlenmesi i¢in 0,05 mg/L, 0,1 mg/L,
0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L ve 2,5 mg/L olmak lzere 6 farkli derisimde 3 kez tekrar
edilerek analiz yapilmistir. Elde edilen pik alani degerlerine karsi derisim verilerinin
grafige gecirilmesiyle kalibrasyon dogrusu olusturulmustur.

3.2.3.2. LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi

Tespit limiti (LOD), metodun laboratuvar kosullarinda 6rnekteki varligini tespit
edebildigi, ancak kesin miktarini 6lgemedigi en diisiik analit derisimi olarak tanimlanir.
Kantitatif tayin limiti (LOQ), miktarsal olarak tespit edilebilen en diisiik analit derisimi
olarak ifade edilmektedir (Acar vd. 2013; Magnusson ve Ornemark 2014). Gelistirilen
metot icin LOD ve LOQ degerleri, kalibrasyon dogrusundan yararlanilarak
hesaplanmustir.
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3.2.3.3. Kesinlik parametresinin belirlenmesi

Kesinligi belirlemek i¢in, giin i¢i ve giinler arasi ¢alismalar yapilmistir. Tekrar
edilebilirlik igin olgtimler ayni giin igerisinde 5 kez ¢alisilmis ve tekrar Uretilebilirlik
Olctimleri 5 farkli giinde gerceklestirilmistir.

3.2.3.4. Gerg¢eklik parametresinin belirlenmesi

Gergeklik tespiti icin gida takviyesi tabletlerine diisiik, orta ve yiiksek seviyede
olmak tizere 3 farkli derisimde (diisiik=0,1 mg/L; orta=0,5 mg/L ve ylksek=2,5 mg/L)
standart ilavesi yapilmis ve 6 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Gergeklik parametresi, %geri
kazanim miktar1 ile degerlendirilmistir. %Geri kazanim miktari, Esitlik 3.2 ile
hesaplanmustir.

%Geri Kazanim Miktar1 = (C2/C1)x100 (3.2

Cy, Bilinen ya da standart ¢alisma sonucunda ilave edilen derisim
C», Calisma sonucunda bulunan derisim

3.2.3.5. Segicilik parametresinin belirlenmesi

Secicilik i¢cin g¢aligmada kullanilan tablet formundaki gida takviyesi
numunesinden farkli formiilasyona sahip gida takviyesi tableti secilmis ve calisma
gerceklestirilmistir.
3.2.3.6. Kararhhik parametresinin belirlenmesi

Kararlilik testleri i¢in kontrol numuneleri hazirlanmis ve oda sicakliginda 1, 2, 3,

4 ve 5 gun boyunca bekletildikten sonra farkli giinlerde kisa dénem kararliliklari
karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Hareketli Faz Bilesiminin Belirlenmesi

Gida takviyesi tabletlerinde glukozamin tespitine yonelik hareketli faz
bilesiminin belirlenmesi i¢in birbirinden farkli hareketli faz bilesimleri ile ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Caligilan hareketli faz bilesimleri sirasiyla; hareketli faz sistem 1:
MeOH:H20 (10:90) (pH 4’e asetik asit ile ayarlanmustir), sistem 2: MeOH:H20 (80:20)
(pH 4’¢ asetik asit ile ayarlanmistir), sistem 3: ACN:H20 (10:90) (pH 4’e asetik asit ile
ayarlanmustir), sistem 4: ACN:H20 (50:50) (pH 4’¢ asetik asit ile ayarlanmustir), sistem
5: ACN:H20 (10:90) (pH 4’e TFA ile ayarlanmistir), sistem 6: ACN:H>O (20:80) (pH
4’e TFA ile ayarlanmistir), sistem 7: ACN:H20 (50:50) (pH 4’e TFA ile ayarlanmistir),
sistem 8: ACN:H>O (60:40) (pH 4’¢ TFA ile ayarlanmistir) ve sistem 9: ACN:H2O
(70:30) (pH 4’¢ TFA ile ayarlanmistir). 9 adet hareketli faz sistemine ait HPLC
kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da gosterilmektedir.

| DAD A, Sig=206,4 Ref=off (G LUKOZ 10180820~ 45A_10P~1.00

mAl - o
- L}

1500 -
1000 -

500

H
. s;( ¥
-500 -
T T e e [ T T e e [ T e e e [ e e e e e T e e e e e e
0 g 10 15 20 i min

Sekil 4.1. 1 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

15



BULGULAR VE TARTISMA

A. SEMiZ

DADT A, Sig=206 4 Ref=off (GLUKDZ 14190520~ 1y3A_10P~Z2 [
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Sekil 4.2. 2 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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| DADT A, 5ig=206 .4 Ref=off (GLUKDZ~14B0520~ 14GA_10P~3.0
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Sekil 4.3. 3 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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[ owiaspaRdRefGLKIZAROR-ROANOPAY

Sekil 4.4. 4 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

Sekil 4.5. 5 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.6. 6 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

Sekil 4.7. 7 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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DADA A, Sig=2064 Ref=off (G LUKOZ~ 1260520~ WG AF 1 481,01
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Sekil 4.8. 8 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

DADT A, Sig=206 4 Ref=off (GLUKDZ~1\2E0520~ 14GAF 185~ 1.0)
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Sekil 4.9. 9 nolu hareketli faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

Optimum hareketli fazin belirlenmesi igin yapilan ¢alismalar sonucunda 1, 2, 3

ve 4 nolu sistemlerde glukozamin piki tespit edilememistir (Bkz. Sekil 4.1, Sekil 4.2,
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). 2 ve 4 nolu hareketli faz sistemlerinde sabit bir temel hat ¢izgisi
elde edilememistir. 5 ve 6 nolu sistemlerde pikler birbirine ¢ok yakin oldugu iyi bir pik

ayrimi

yapilamamustir (Bkz. Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). 7 nolu sistemde glukozamin piki

9,426 dakikada tespit edilmistir. 8 ve 9 nolu sistemlerde glukozamin piki 19,186 ve

19,220
oldugu

dakikada saptanmig, fakat 7 nolu sisteme gore alikonma siirelerinin daha uzun
goriilmiistiir. (Bkz. Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Sonug olarak analiz suresi

kisa, pik sekli diizgiin ve pik siddeti yiiksek oldugu i¢in 7 nolu sistem, ACN:H>O
(50:50) (pH 4’¢ TFA ile ayarlanmistir), optimum hareketli faz bilesimi olarak
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belirlenmistir. Hareketli faz sistemlerinin tamami, 206 nm dalga boyunda analiz
edilmistir.

4.2. Optimum Metot Parametreleri
4.2.1. Dalga boyunun belirlenmesi

Glukozamin tayini icin dedektor olarak diyot array dedektér (DAD)
kullanilmistir. Optimum dalga boyunun belirlenmesinde 206 nm, 256 nm ve 265 nm
olmak (zere U¢ farkli dalga boyunda c¢alismalar yapilmistir. Kromatogramlarin
karsilastirilmast Sekil 4.10°da ve Sekil 4.11°de yer almaktadir.

FDADD A, S5ig=206 4 Ref=off (O01-0101.00
FoADRD A, S5ig=286 4 Ref=off (011-0101.0)
FhADRD A, Sig=2654 Ref=off (021-0101.0]
mal
206 nm
2000 —
1500 —|
265 hm
1000 —
256 hm
S00 —
a
I 1) I} I} I} I}
6.8 r Tz 7.4 TG 7.8 min

Sekil 4.10. Glukozamin i¢in 206 nm, 256 nm ve 265 nm dalga boylarinda kaydedilen
kromatogramlar
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Sekil 4.11. Glukozamin i¢in 206 nm, 256 nm ve 265 nm dalga boylarinda kaydedilen (¢
boyutlu kromatogramlar

Sekil 4.10’da ve Sekil 4.11°de goriildiigli gibi calisilan dalga boylarinin
kromatogramlart karsilastirildiginda, glukozaminin maksimum absorplama yaptigi
dalga boyu 206 nm’dir.

Glukozamin tespitine yonelik yapilan literatiir ¢aligmalarinda glukozaminin
farkli dalga boylar ile tayin edildigi gozlenmistir. Zhou vd. (2004), gida takviyesi
tabletlerinde glukozamin hidroklordr tayinini 265 nm dalga boyu ile HPLC-UV cihazini
kullanarak tespit etmistir. Zhang vd. (2006), insan plazmasindaki glukozamin siilfati
HPLC-FLD cihazinda 263 nm dalga boyunda analiz etmistir. Tekko vd. (2006), HPLC-
DAD cihaz1 ile glukozaminin insan viicuduna deri yoluyla gecisini 245 nm dalga
boyunda incelemistir. Lopez-Cervantes vd. (2007), glukozaminin kitindeki miktarini
HPLC-UV cihazinda 264 nm dalga boyunda tayin etmistir. Shao vd. (2004) ve Magana
vd. (2014), glukozamin tayinini tlrevlendirme yapmadan HPLC-DAD cihazin
kullanarak sirasiyla 195 nm ve 193 nm dalga boylarinda gerceklestirmislerdir.

4.2.2. Optimum band genisliginin belirlenmesi

Glukozamin tayini i¢in yapilan ¢alismalarda band genisligi (bw) olarak 4, 6, 8
ve 10 degerleri denenmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.12'de gosterilmektedir.
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DAD A, Sig=206 4 Ref=off (001-0101.00
DAD1 A, Sig=206,6 Ref=off (031-0101.0)
DAD1 A, Sig=206,3 Ref=off (0=H-0101.0)
DADA A, Sig=206,10 Ref=off (351-0101.0)
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Sekil 4.12. Glukozamin i¢in farkli band genisliklerinde elde edilen kromatogramlarin
karsilastirilmasi

Sekil 4.12’de goriildiigii gibi, 206 nm dalga boyunda glukozamin igin
kromatogramlar arasinda herhangi bir fark gozlenmedigi i¢in band genisligi 4 nm olarak
belirlenmistir.

4.2.3. Optimum akis hizinin belirlenmesi

Gida takviyesi tabletlerinde glukozamin tespitinde optimum hareketli faz akis
hizinin belirlenmesi igin 0,1 mL/dk, 0,2 mL/dk, 0,4 mL/dk, 0,6 mL/dk, 0,8 mL/dk ve 1
mL/dk olmak iizere 6 farkli akis hiz1 denenmistir.

Plaka ytiksekligi (H), Esitlik 4.1 kullanilarak hesaplanmustir.
H=— (4.1)

H, plaka ytiksekligi
L, kullanilan kolonun uzunlugu
N, teorik plaka sayis1

Teorik plaka sayist (N), Esitlik 4.2 kullanilarak hesaplanmustir.

N = 16 (Vtv—b)2 (4.2)

tr, alikonma zamani
Wh, pik taban genisligi
N, teorik plaka sayis1
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Plaka yukseklikleri (H), kolon uzunlugun farkli akis hizlarindaki teorik plaka
sayilarina boliinmesi ile hesaplanmistir. Akis hizlarma karsilik gelen teorik plaka
sayilar1 ve plaka yilikseklikleri Cizelge 4.1'de verilmektedir. Akis hizina karst plaka
yuksekligi verileri ile Van Deemter egrisi olusturulmustur (Sekil 4.13). Sekil 4.13’teki
Van Deemter grafiginin minimum noktasina karsilik gelen akis hizi, optimum akis hizi
olarak belirlenmektedir.

Cizelge 4.1. Farkli akis hizlar1 i¢in elde edilen teorik plaka sayilar1 ve plaka
yukseklikleri

Akis iz (mL/dKk) N (Teorik plaka sayisi) H (Plaka yiiksekligi)
(10% (mm) (10%)
0,1 2,313 6,486
0,2 2,887 5,196
0,4 2,964 5,061
0,6 2,779 5,398
0,8 2,498 6,006
1,0 2,303 6,514
0.009

T

g

= 0.006 - M

=P

=

2

=

>~ 0.003 -

5]

=<

=

&

=0 . . . . .
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Akis Hiz1 (mL/dk)

Sekil 4.13. Akis hiz1 optimizasyonu ¢aligmalari igin elde edilen Van Deemter egrisi

Sekil 4.13’teki egriye bakildiginda optimum akis hizi, 0,4 mL/dk'dir. 0,4 mL/dk
akis hizinda glukozaminin alikonma zamani 0,6 mL/dk’da gozlenen alikonma zamanina
gore daha uzundur. 0,4 mL/dk ile 0,6 mL/dk akis hizlarinda elde edilen plaka
yiikseklikleri ve teorik plaka sayilar karsilastirildiginda birbirine ¢ok yakin degerler
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bulunmustur (Cizelge 4.1). Gelistirilen yeni metotta analiz siiresinin kisa olmasi
amaglandigindan hareketli faz akis hiz1 0,6 mL/dk olarak belirlenmistir.

4.2.4. Optimum kolon sicakhiginin belirlenmesi

Gida takviyesi tabletlerinde glukozamin tespitinde optimum kolon sicakligini
belirlemek icin 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C ve 45 °C olmak tizere 5 farkli kolon
sicakliginda analiz gergeklestirilmistir. Farkli kolon sicakliklarinda elde edilen
kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18de
yer almaktadir. Bu sicakliklar i¢in elde edilen pik alani, USP kuyruklanma faktorii ve
teorik plaka sayisi1 (N) degerleri Cizelge 4.2'de verilmektedir.

| DADT A, Sig=206,4 Ref=off (GLUKODZ~1WB0G2017S I CAKLIKIO41-0101.0)

mal
aooé
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400-
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25 a a5 10 105 11 11.8 min

Sekil 4.14. 25 °C kolon sicakliginda kaydedilen HPLC kromatogrami

| DADT A, Sig=206 4 Ref=off (GLUKOZ 1MB0E20 TSI CAKLIKOAZ-0101.0)

mAl—
700 —
600 —
500 —
400 —
200 —
200 —

100

o

3 85 g 9.5 10 105 11 115 min

Sekil 4.15. 30 °C kolon sicakliginda kaydedilen HPLC kromatogrami
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Sekil 4.16. 35 °C kolon sicakliginda kaydedilen HPLC kromatogrami

[ omfAsiFmesReeEUkIzMOOmeCKIROBOOt)

Sekil 4.17. 40 °C kolon sicakliginda kaydedilen HPLC kromatogrami
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DADT A, Sig=206 4 Ref=off (GLUKDZ~1WB0E2017 S CAKLIKIOAS-0101.0)

mAl
soo{
BUU{
400{

200

7 75 g 25 ] min

Sekil 4.18. 45 °C kolon sicakliginda kaydedilen HPLC kromatogrami

Cizelge 4.2. Kolon sicakliginin optimizasyonunda kullanilan sicaklik degerlerinin
karsilastirilmasi

Sicaklik (°C) Pik alant USP ?:li/{éjrulanma Teorik pl?i(SA)saylsl (N)
25 113925 1,192 2,639
30 11506,6 1,148 3,020
35 11356,1 1,073 3,514
40 11289,9 1,108 3,215
45 11212,7 1,162 3,463

Cizelge 4.2'de goriildugi gibi pik USP kuyruklanma faktoriiniin en az oldugu ve
teorik plaka sayisinin en fazla oldugu 35 °C optimum kolon sicakligi olarak
belirlenmistir.

Glukozamin tespitinde literatiir tarama sonuglarina gére ¢aligmalarda kullanilan
kolon sicakliklarinin genellikle 30 °C olarak belirlendigi gozlenmektedir. Appuhn vd.
(2004), toprak ve kok hidrolizatlarinda glukozaminin tespitini 35 °C kolon sicaklig ile
yapmisgtir. Zhang vd. (2006), glukozamin sulfat ve Shao vd. (2004), glukozamin
hidroklorir tayinini 30 °C’lik kolon sicakliginda gergeklestirmislerdir. Baska bir
caligmada Tekko vd. (2006), glukozaminin insan viicuduna deri yoluyla gecisini 30
°C’lik kolon sicakhiginda incelemislerdir. Lopez-Cervantes vd. (2007), kitindeki
glukozamin miktarin1 38 °C’lik kolon sicakliginda yapmustir. Elde edilen literatur
taramasi verilerine gore tespit edilen kolon sicakliginin uyumlu oldugu ortaya ¢ikmistir.
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4.2.5. Optimum enjeksiyon hacminin belirlenmesi

Glukozamin tespitinde enjeksiyon hacminin belirlenmesi igin 1 uL, 2,5 puL, 5
puL, 10 pL, 20 puL ve 30 pL olmak {izere 6 farkli hacim denemesi gerceklestirilmistir.
Farkli enjeksiyon hacimlerinin kullanilmasiyla elde edilen kromatogramlar Sekil 4.19'da
yer almaktadir.

DADT A, Sig=206,4 Ref=off (031-0101.0)
DADT A, Sig=206.4 Ref=off (032-0101.0)
LAD1 A, Sig=206,4 Ref=off (033-0101.0)
DADT A, Sig=206.4 Ref=off (034-0101.0)
LAl A, Sig=206,4 Ref=off (025-0101.0)
DADT A, Sig=206.4 Ref=off (036-0101.0)

Norm.

2500 —_
2000 —:
1500 —:
1000 {

500 —

T T
oz 104 min

Sekil 4.19. Farkli enjeksiyon hacimlerinde elde edilen glukozamin kromatogramlari

Sekil 4.19°daki kromatogramlarda goriildiigii gibi, enjeksiyon hacimlerinin
artmast ile piklerde bozulmalar meydana geldigi icin optimum enjeksiyon hacmi 5 pL
secilmistir.

4.3. Metot Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Metot validasyonu; dogrusallik, tespit limiti (LOD), kantitatif tayin limiti
(LOQ), kesinlik, gerceklik, secicilik ve kararlilik parametreleri ile ¢alismalar yapilarak
gergeklestirilmistir.

4.3.1. Dogrusallik

Glukozaminin dogrusallik parametresinin belirlenmesi i¢in 0,05 mg/L, 0,10
mg/L, 0,25 mg/L, 0,50 mg/L, 1,00 mg/L, 2,50 mg/L olmak tizere 6 farkli glukozamin
derisminde 3 kez tekrar edilerek olglimler gergeklestirilmistir. Elde edilen pik alan
verilerine kars1t derisim degerleri ile olusturulan kalibrasyon dogrusu Sekil 4.20’te
gosterilmektedir.
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2.50E+04

2 00E+04 - y =8135,82x + 5,11
' R2=0,9999

1.50E+04 -

1.00E+04 A

Alan (mAU)

5.00E+03 -

0.00E+00 . . . . . : ; . .
0.00 0.60 1.20 1.80 2.40 3.00
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.20. Glukozamin analizinde kullanilan kalibrasyon dogrusu

4.3.2. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi

Optimize edilen metodun LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda
kalibrasyon  dogrusu  denkleminden  yararlanilmistir.  Oncelikle  kalibrasyon
denkleminden calisilan derisimlere karsilik gelen ytwo degerleri hesaplanmistir. Daha
sonra, hesaplanan yiwo degerleri Esitlik 4.3’te yerine yazilarak standart sapma degeri
37,49 olarak bulunmustur. Esitlik 4.4 ve Esitlik 4.5 kullanilarak LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 0,014 mg/L ve 0,046 mg/L olarak elde edilmistir.

— 2
Standart Sapma (SD) = \/Z(ydes_;tw) (4.3)
3xSD
LOD = (4.4)
m
oo = 108D 45
Q=—1 (4.5)

Yden, deneysel elde edilen pik alan

Yteo, kalibrasyon denkleminden hesaplanan pik alan:
n, calisilan standart sayisi

m, kalibrasyon dogrusunun egimi

Glukozamin tespitine yonelik gelistirilen metotta elde edilen LOD ve LOQ
degerleri literatiir sonuglar1 ile karsilastirildiginda; Aghazadeh-Habashi vd. (2002),
glukozamin hidrokloriir tespitinde LOD ve LOQ degerlerini sirasiyla 0,63 pg/mL ve
1,25 pg/mL olarak saptamistir. Zhou vd. (2004), gida takviyesi tabletlerinde glukozamin
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hidroklorir tespitinde LOD ve LOQ degerlerini 0,3 pg/mL ve 1,0 pg/mL bulmustur.
Shao vd. (2004), glukozamin hidroklorir tespitini tiirevlendirme islemi yapmaksizin
amino bazli sabit faz kolon kullanarak gergeklestirmis ve LOD ve LOQ degerlerini
sirasiyla 0,037 mg/mL ve 0,149 mg/mL olarak tespit etmistir. Zhang vd. (2006),
glukozamin siilfat tespitinde LOD ve LOQ degerlerini, 15 ng/mL ve 100 ng/mL
bulmustur. Tekko vd. (2006), glukozaminin insan vicuduna deri yoluyla gegisini
incelemek i¢in yaptiklari ¢alismada LOD ve LOQ degerlerini sirasiyla 0,3 pg/mL ve 1,0
pug/mL olarak saptamistir. Lopez-Cervantes vd. (2007), kitindeki glukozamin miktar
tayininde LOD degerini 2 pg/mL olarak belirlemistir. Gelistirilen bu yeni metotta,
Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi glukozaminin LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,014
mg/L ve 0,046 mg/L olarak tespit edilmistir. Gelistirilen metodun LOD ve LOQ
degerlerinin, literatiirde yer alan c¢alismalarda elde edilen LOD ve LOQ degerlerinden
daha dusiik oldugu sonucuna varilmstir.

4.3.3. Kesinlik

Kesinlik, gelistirilen metodun tekrarlanabilirliginin = bir  Olgiisiidiir ve
calismalarda elde edilen sonuglarin ayni sartlar altinda birbirine yakinligim
gostermektedir. Elde edilen sonuclardaki bagil standart sapmanin kii¢iik olmast,
metodun kesinliginin yiiksek oldugunun bir gostergesidir (NMKL 2009). Kesinlik
parametresinin uygunlugu, HorRat (Horwitz) kuralina gore kiyaslanabilmektedir.
HorRat, bircok kimyasal analiz yontemleri icin gecerli olup, calisilan metotlarin kabul
edilebilirligini gosteren bir performans parametresidir (Horwitz ve Albert 20006).
HorRat degeri Esitlik 4.6 ve Esitlik 4.7 kullanilarak hesaplanmaktadir.

RSDéngériiten = 2(1-0:5l0gC) (4.6)
%RSD i

HorRat= 0 elde edilen (47)
%RSDﬁngﬁriilen

Burada, C derisimi ifade etmektedir.
4.3.3.1. Tekrar edilebilirlik

Tekrar edilebilirlik, ayn1 giin igerisinde, ayn1 metot ile gida takviyesi tabletlerine
belirlenen disiik (0,1 mg/L), orta (0,5 mg/L) ve vyiksek (2,5 mg/L) derisim

seviyelerinde standart madde ilavesi yapilarak c¢alismalar gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuclar Cizelge 4.3'te yer almaktadir.
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Cizelge 4.3. Tekrar edilebilirlik ¢alismasi sonuglari
Diisiik Orta Y uksek
Tekrar glukozamin Tekrar glukozamin Tekrar glukozamin
sayis1 derisimi sayisi derisimi sayisi derisimi
(0,1 mg/L) (0,5 mg/L) (2,5mg/L)
1 0,138 1 0,514 1 2,452
2 0,140 2 0,513 2 2,454
3 0,136 3 0,512 3 2,470
4 0,134 4 0,522 4 2,579
5 0,133 5 0,531 5 2,437
Ortalama 0,136 Ortalama 0,518 Ortalama 2,478
Standart Standart Standart
Sapma 0,003 Sapma 0,008 Sapma 0,057
RSDr 0,022 RSDr 0,015 RSDr 0,023
%RSD 2,244 %RSD 1,540 %RSD 2,317

Cizelge 4.3’¢ gore her bir derisim icin elde edilen %RSD degerleri ile Esitlik 4.6
ve Esitlik 4.7 kullanilarak hesaplama yapilmis ve HorRat degerleri ile sonuglarin

uygunlugu kontrol
gosterilmektedir.

edilmistir.

Flde

edilen HorRat

degerleri

Cizelge 4.4'te

Cizelge 4.4. Tekrar edilebilirlik icin elde edilen HorRat degerlerinin karsilastirilmasi.

Glukozamin derisimi

96RSDelde edilen

%RSangérUIen

HorRat

Disiik glukozamin
derisimi

(0,1 mg/L)

2,244

5,656

0,397

Orta glukozamin
derisimi
(0,5 mg/L)

1,540

4,438

0,347

Yiksek glukozamin
derisimi
(2,5 mg/L)

2,317

3,482

0,665

Cizelge 4.4’te goriildiigi gibi her bir derisim i¢in ayr1 hesaplanan HorRat degeri

<2 oldugu i¢in sonuglarin uygunlugu tespit edilmistir (NMKL 2009).
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4.3.3.2. Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar uretilebilirlik igin farkli gilinlerde, aym1 metot ile gida takviyesi
tabletlerine, diisiik, orta ve yiiksek seviyede olmak tizere 3 farkli derismde standart
madde ilavesi yapilarak ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5'te yer almaktadir.

Cizelge 4.5. Tekrar uretilebilirlik caligmasi sonuglari.

Diisiik Orta Yuksek
Calisilan glukozamin Calisilan glukozamin Cahsilan | glukozamin
gdn derisimi gin derisimi gun derisimi
(0,1 mg/L) (0,5 mg/L) (2,5mg/L)
1.Gun 0,123 1.Gin 0,559 1.Gin 2,489
2.Giin 0,122 2.Gin 0,568 2.Giin 2,466
3.Giin 0,121 3.Gin 0,558 3.Giin 2,452
4.Gln 0,118 4.Gin 0,583 4.Gin 2,452
5.Gin 0,122 5.Giin 0,577 5.Giin 2,445
Ortalama 0,121 Ortalama 0,569 Ortalama 2,461
Standart 0,002 Standart 0,011 Standart 0,018
sapma sapma sapma
RSDr 0,016 RSDr 0,019 RSDr 0,007
%RSD 1,626 %RSD 1,892 %RSD 0,721

Cizelge 4.5°deki her bir derigsim igin elde edilen %RSD degerleri ile Esitlik 4.6
ve Esitlik 4.7 kullanilarak hesaplama yapilmig ve HorRat degerleri ile sonuglarin
uygunlugu kontrol edilmistir. Elde edilen HorRat degerleri Cizelge 4.6°da
gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. Tekrar Uretilebilirlik icin elde edilen HorRat degerlerinin karsilagtirilmasi

Glukozamin derisimi %RSDelde edilen | Y0RSDongsriilen HorRat

Diisiik glukozamin
derisimi
(0,1 mg/L)
Orta glukozamin
derisimi
(0,5 mg/L)
Yuksek glukozamin
derisimi
(2,5 mg/L)

1,626 5,656 0,288

1,892 4,438 0,426

0,721 3,482 0,207

Cizelge 4.6’da goriildiigi gibi her bir derisim igin ayr1 hesaplanan HorRat degeri
< 2 oldugu i¢in sonuglarin uygunlugu tespit edilmistir (NMKL 2009).
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4.3.4. Gergeklik

Gergeklik parametresi, c¢alisilan numuneye en az iki farkli derisim standart
madde ilavesi yapilarak en az bes tekrarli geri kazanim ¢alismalari ile gergeklestirilir
(Pihlstrom 2011).

Bu ¢alismada, gerceklik tespiti igin gida takviyesi tabletlerine diisiik (0,1 mg/L),
orta (0,5 mg/L) ve yuksek (2,5 mg/L) seviyede olmak Uzere 3 farkli derisimde standart
glukozamin ilavesi yapilmis ve 6 tekrarli olacak sekilde %geri kazanim g¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.7'de yer almaktadir.

Cizelge 4.7. Geri kazanim ¢alismas1 sonuglari

= ilave edilen = ilave edilen = ilave edilen
5; diisiik glukozamin derisimi 5’ orta glukozamin derisimi % yuiksek glukozamin derisimi
@ (0,1 mg/L) @ (0,5 mg/L) @ (2,5 mg/L)
g Bulunan S Bulunan g Bulunan
x - %Geri | % - %Geri | < - %Geri
i glukozamin K P glukozamin K fa glukozamin K
derisimi (mg/L) azamm derisimi (mg/L) azamm derisim (mg/L) azanm
1 0,117 116,88 1 0,426 85,15 1 2,346 93,83
2 0,119 118,86 2 0,466 93,21 2 2,408 96,33
3 0,113 112,94 | 3 0,470 93,98 3 2,370 94,81
4 0,116 116,21 | 4 0,451 90,12 4 2,449 97,94
5 0,111 110,82 5 0,453 90,57 5 2,354 94,14
6 0,112 112,13 6 0,456 91,25 6 2,427 97,07
ort 114,64 ort 90,71 ort 95,69
sd 3,133 sd 3,112 sd 1,673
sdivn 0,013 sdih/n 0,013 sdivn 0,007
RSDr 0,027 RSDr 0,034 RSDr 0,017
%RSD 2,733 %RSD 3,431 %RSD 1,748

Cizelge 4.7°ye gore, calisilan gida takviyesi tabletlerinin %geri kazanim
degerleri %80,0-%120,0 araliginda oldugu i¢in uygun bulunmustur (Magnusson ve
Ornemark 2014).

4.3.5. Secicilik

Secicilik, analitik metodun analiti 6rnekte bulunan diger maddelerden ayirt etme
yetenegi olarak tarif edilebilir. Se¢icilik i¢in, kullanilan gida takviyesi tabletinden farkl
formilasyona sahip gida takviyesi tableti se¢ilmis ve 0,5 mg/L ve 1 mg/L derisiminde
standart glukozamin maddesi ilave edilmistir. Calismalar sonucu, hesaplanan %geri
kazanim degerleri ve pik alanlart kiyaslanmistir. Sonuglar Cizelge 4.8°de
gosterilmektedir.
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Cizelge 4.8. Segicilik testi sonuglart

Parametre Numune 1 Numune 2

Pik alam 7681,85 7639,33

Derisim (mg/L) 0,9440 0,9388
Ilave edilen 0,5 mg/L

Pik alam 12078,8 11354,4
Derisim (mg/L) 1,4844 1,3954
%Geri kazamim 108,08 91,32

Ilave edilen 1 mg/L

Pik alam 14170 14116
Derisim (mg/L) 1,7414 1,7348
% Geri Kazanim 79,74 79,60

Cizelge 4.8'de goriildigi gibi, ¢alisilan her iki farkli formiilasyona sahip kontrol
numunesinin pik alanlarinda énemli bir degisim gozlenmemistir. Gelistirilen metodun
numunedeki diger maddelerden etkilenmedigi %geri kazanim sonuglar1 ile ortaya

konmustur.

4.3.6. Kararhhk

Kararlilik icin calisilan numune oda sicakliginda 1, 2, 3, 4 ve 5 giin boyunca
bekletildikten sonra farkli giinlerdeki kararlilik testleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.9’da yer almaktadir.

Cizelge 4.9. Kararlilik testi sonuglari.

Cahisilan giin Derisim (mg/L) Pik alam
1. Gin 1,022 8317,50
2. Giin 1,024 8329,72
3. Giin 1,011 8230,01
4. Giin 1,002 8155,85
5. Giin 1,000 8140,14

Ortalama 8234,644
Standart sapma 88,128
%RSD 1,070
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Cizelge 4.9'da goriildiigi gibi numunenin oda sicakliginda 5 farkli giinde yapilan
caligmalar1 sonucu pik alanlarinda hemen hemen higbir degisim gozlenmemistir. %RSD

degerinin ¢ok diisiik olmasi, glukozaminin 5 giin boyunca kararli oldugunu
gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, gida takviyesi tabletlerinde glukozamin etken
maddesinin  analizi, yiikksek performansli sivi  kromatografisi  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Caligma sonucunda elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir.

e Optimum hareketli faz bilesimi olarak ACN:H>O (50:50) (pH 4’¢ TFA ile
ayarlanmustir) bilesimi hareketli faz olarak belirlenmistir.

e Glukozamin analizi igin dedektor olarak DAD kullanilmistir. Glukozaminin
maksimum absorbans verdigi optimum dalga boyu 206 nm olarak tespit
edilmistir.

¢ Band genisligi (bw) degeri 4 nm se¢ilmistir.

e Optimum hareketli faz akis hiz1 0,6 mL/dk olarak, optimum kolon sicakligt 35
°C olarak ve optimum enjeksiyon hacmi 5 puL olarak belirlenmistir.

e Dogrusallik parametresinin belirlenmesi igin 0,05 mg/L ile 2,5 mg/L derisim
araliginda glukozamin kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve bu dogrunun
korelasyon katsayisi 0,9999 olarak bulunmustur.

e Glukozamin analizinde tespit limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ)
degerleri sirasiyla 0,014 mg/L ve 0,046 mg/L olarak hesaplanmistir.

e Kesinligi belirlemek amaciyla tekrar edilebilirlik ve tekrar Uretilebilirlik
caligmalart yapilmigs ve %RSD degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan sonuglar
HorRat<2 oldugu i¢in metodun uygun oldugu anlasilmistir.

e Gergeklik ¢alismasi sonucunda %geri kazanim degerleri %85,15-%116,88
araliginda saptanmaistir.

o Secicilik igin ¢alisgmada kullanilan gida takviyesi tableti numunesinden farkli
formulasyona sahip gida takviyesi tableti ile ¢alisma yapilmistir. Metodun
numunedeki diger maddelerden etkilenmedigi %geri kazanim sonuglari ile
ortaya konulmustur.

e Kararhilik testleri icin oda sicakliginda 5 giin boyunca farkli giinlerde
numunelerin kisa donem kararliliklar1 karsilastirilmistir. %RSD degeri 1,070

olarak hesaplanmustir.

e (Glukozamin i¢in yapilan optimizasyon ve validasyon c¢alismalar1 sonuglari
degerlendirildiginde sistemin saglam ve uygulanabilir oldugu goriilmiistiir.
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