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OZET

Anahtar kelimeler: Sibutramin, UV-Vis. Spektroskopi, Tiirev Spektroskopisi,
Yiiksek Basingh S1vi Kromatografisi

Bu c¢alisma ile literatiirde mevcut bulunan bazi Sibutramin miktar tayini
yontemlerine alternatif olarak yeni yoOntemler gelistirilmistir. Bu maksatla,
Sibutramin etken maddesini igeren ticari bir ilacin (Reductil kapsiil, 15 mg), farkli
¢oziicii ortamlarinda (metanol ve su), farmasoétik preparatlarda (kapsiil dozaj
seklinde) ve in-vitro olarak (canli disinda) insan plazmasindaki miktar tayini igin
basit, hizli, spesifik, kesin, tekrarlanabilir ve hassas UV-Vis. Spektrofotometri, Tiirev
Spektrofotometrisi, DAD dedektorlii HPLC (Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi)
yontemleri gelistirilmistir.

Geligstirilen analitiksel yontemlerin hem farmasotik preparatlara hem de biyolojik
stvilara  kolaylikla ve basarili bir sekilde uygulanmasi saglanmistir. Ayrica
gelistirilen yontemlerin hem farmasotik preparatlarda hem de canli disindaki plazma
diizeylerinin istatistiksel olarak karsilastirilarak degerlendirmesi igin biyoanalitik
yontem validasyonu da yapilmistir.
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QUANTITATIVE DETERMINATION IN PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS AND BIOLOGICAL FLUIDS WITH
SPECTROPHOTOMETRIC AND CHROMATOGRAPHIC
METHODS OF AN ANTI-OBESITY DRUG

SUMMARY

Key  Words: Sibutramine, UV-Vis. Spectrophotometry, Derivative
Spectrophotometry, High Performance Liquid Chromatography

With this study, some new methods were developed as an alternative to
quantification methods of sibutramine presented in the literature. For this purpose,
the simple, rapid, specific, accurate, reproducible and sensitive UV-Vis.
Spectrophotometry, Derivative Spectrophotometry, HPLC with DAD detector (High
Performance Liquid Chromatography) methods were developed in different solvent
media (methanol and water), in pharmaceutical preparations (capsule dosage forms)
and in human plasma as in-vitro (live outside) for quantitative determination of a
commercial drug (Reductil capsules, 15 mg) containing the active ingredient
Sibutramine.

Developed analytical methods were applied easily and successfully both to
pharmaceutical preparations and to biological fluids. Also bioanalytical method
validation was achieved for comparison as statistical of developed methods both in
pharmaceutical preparations and plasma levels in live outside.

Xiv



BOLUM 1. GIRIS

Obezite (sismanlik), yasam kalitesini ve siliresini olumsuz yonde etkileyen kronik bir
hastalik olup, gelisen diinyanin en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir [1]. Yapilan
aragtirmalara gore, obezite 6zellikle son 20 yilda, biitiin diinyada siiratle artmakta ve
bir salgin hastalik gibi yayilmaktadir. Bu salgindan iilkemiz de olduk¢a fazla
etkilenmektedir. Saglik Bakanligi Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirligii'niin
verilerine gore, Tiirkiye'de sismanligin goriilme sikliginin son 10 yilda, kadinlarda %

65, erkeklerde ise % 30 oraninda artis gosterdigi bildirilmistir [2].

Obezite, kan basincini ve kolesterolil yiikselterek, kalp damar hastaliklari, felg, seker
hastaligi, bazi kanser tirleri, solunum yetersizlikleri ile kemik ve eklem
hastaliklarinin ortaya ¢ikis hizini arttirmaktadir. Yasam siiresini kisaltan ve son
yillarin en popiiler saglik sorunu olan bu hastaligin 6nlenemedigi siirece, saglik
iizerindeki etkilerinin ciddi boyutlara ulasabildigi de agiktir. Obeziteyle bas etmek
olduk¢a zor ve zahmetlidir. Fakat ilerleyici ve tekrarlayict olmasi acisindan da
mutlaka tedavi edilmelidir. Bazen tedavinin uzun yillar hatta Omiir boyu
stirdiiriilmesi gerekebilmektedir. Bu nedenlerle hastalar i¢in sayllamayacak kadar ¢ok
zayiflama yOntemi, ilag ve bitkisel {irlinler ortaya ¢ikmakta ve cerrahi miidahaleler
onerilmektedir. Fazla kilolarin tedavisinde kisiler, uzman tavsiyesi, egzersiz ya da
diisiik kalorili diyet ile yeterince kilo verememislerse, zayiflamanin en kolay yolunu
arayanlarin en ¢ok bagvurdugu ortak bir secenek olarak, istah azaltici etkilerinden
dolay1 antiobezite ilaglarina yonelmektedirler. Bunun sonucu olarak da, zayiflama
amacl bilingsiz ilag¢ kullanimi, son yillarda endise verici boyutta giderek artmistir.
Maksimum terapdtik etki saglandigr zaman kilo kaybi durur ve ilag kesildiginde ise
tekrar kilo alinir. Kilo kaybini saglamak icin kisinin aldig1 enerji harcadigindan az
olmalidir. Oysa tipta, yasam bigimini degistirmenin yeterli olmadig1 baz1 hastalarda

obezite i¢in ila¢ tedavisi 6nerilmektedir [3].



Glinlimiizde, obeziteyi dnlemeye yonelik cesitli ilag arastirmalar1 yapilmaya devam
etmektedir. Ancak bu calismalar, yan etkilerinin fazlaligt ve uzun doénemdeki
etkilerinin bilinememesi nedeniyle sinirlandirilmis bulunmaktadir. Ote yandan, bu
konuda cesitli etkilere sahip ilaglar da gelistiriimeye devam etmektedir. Ancak bu
ilaclarin  klinik kullanima uygun hale gelebilmesi i¢in uzun yillara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu caligmalardaki ana hedef, sadece kilo kayb1 degil, ayn1 zamanda

saglikli bir yasam i¢in olabilecek en ideal kiloya ulasmak ve bu kiloyu korumaktir

[4].

Piyasada, uzun donem kullanim i¢in lisans almig bazi obezite ilaglari mevcuttur.
Bugiin igin piyasada FDA (Amerikan Gida ve ilag Dairesi) tarafindan onaylanmis
sadece iki ila¢ (Orlistat ve Sibutramin igeren preparatlar) bulunmaktadir. Bunlar
kesinlikle bir doktor tarafindan ve regeteli olarak verilmelidir [5]. Tlaglarin, diyet ve
egzersiz yardimi olmadan kendi baslarina ise yaramayacaklarini da hatirlatmak
gerekir. Ancak burada iki dnemli sorun vardir; ki, ila¢ kullanim1 kesildiginde dikkat
edilmez ise, verilen kilolar rahatlikla geri alinmaktadir. Ikincisi ise ila¢ kullaniminin
bazi yan etkilerinin olmasidir. Ancak bilinmesi gereken, % 5-10"luk bir kilo

kaybinin bile, kisinin saglhigini iyilestirebilecegi ve riskleri azaltacagidir [3].

1.1. Obezitede ilac¢ Tedavisi

Tim diinyada, degisik hastaliklarin tedavi protokollerine ek olarak, giinliik kilo
kontroliinii desteklemek amaciyla, obezite hastaligina yakalanma riskinin azaltilmasi
icin cesitli ilaglarin kullanimiyla birlikte, antiobezite ilaglariyla ilgili arastirmalar da

giderek yogunluk kazanmaktadir.

Obezite ilaglarindan beklenen, alinan gidayr azaltmasi veya enerji harcanmasini
arttirmasidir. Giiniimiizde enerji harcamasini arttiran ilag mevcut degildir. Enerji
alimini azaltan ilaglar ise kabaca iki gruba ayrilabilir: santral etkili ve periferik etkili.
Santral etkili olanlar sibutramin, rimonobant ve fentermindir. Periferik etkili olan ise
orlistattir. Santral sinir sistemine etki ederek gida alimini azaltan ilaclar; periferik

metabolizmaya etkili olan ilaglardir [6].



Gecmise nazaran glinlimiizde yaygin olarak karsilastigimiz saglik sorunlarindan biri
haline gelen obezite hastalig1 yiiziinden kisiler bilingli veya bilingsiz olarak, meydana
gelebilecek yan etkilerini diisiinmeksizin Sibutramin gibi antiobezite ilaglarini
kullanmaktadirlar. Onay almis Sibutramin gibi ilaglarin son yillarda diinyada oldugu
gibi iilkemizde de kullaniminda ciddi artiglar oldugu bilinmektedir. Ancak,
Sibutramin doktor regetesi ile tibbi kontrol altinda kullanilmas1 gereken bir ilagtir.
Ciinkii uygun olmayan bir kullanim sonucu kalp ve damar sisteminde, gastro-
intestinal sistemde, merkezi sinir sisteminde, deride, duyusal organlarda agir yan
etkilere yol agabilmektedir. Kullanim1 kontrol altinda tutulan bir madde olan
Sibutramin, ozellikle baska ilaglarla birlikte (bazi anti depresanlar, bazi migren
ilaglar1, Oksiiriik, nezle tedavisinde kullanilan bazi ilaglar v.s.) alindiginda dikkatli ve
hassas kullanilmas1 gerekmektedir. Diger ilaglarda oldugu gibi, bu ilacin da kendine
O0zgli birtakim oOzelliklerinden dolayi, emilimi kisiler arasinda farkliliklar
gostermektedir [7]. Bu sebeplerle hastalarin kan seviyelerinin dogru analiz

yontemleri yoluyla belirlenmeleri gerekmektedir.
1.2. Obezite Tedavisinde Sibutramin

Sibutramin, aglik duygusunu azaltmak iizere merkezi sinir sistemine etki eden
kimyasal molekiillerden olusmus, kilo vermede, verilen kilonun korunmasinda ve
obezite tedavisinde kullanilan bir ilacin etken maddesidir. ilaglarda, sibutramin
hidrokloriir monohidrat seklinde kullanilmaktadir [8]. A¢lig1 ve enerji harcanmasini
arttiran, seratonin ve norepinefrin inhibitoriidiir. Ticari adi Amerika'da Meridia,
Avrupa'da ve diger ililkelerde ise Reductil’dir. Abbott Laboratuarlari tarafindan
uiretilmektedir. Diisiik kalorili bir diyetle birlikte kullanilmalidir. Obezite tanis1 i¢in
sikca kullanilan beden kiitle indeksi (BK1I), yani kilonuzun boyunuza orani oldukca
pratik bir yontemdir (1825 aras1 normal, 25-30 arasi kilolu, 30 ve {izeri ise obez).
Beden kiitle indeksi (BK1), 30 kg/m?nin iizerinde olan hastalarda hipertansiyon,

diyabet, dislipidemi gibi ek risk faktorlerinin varliginda Sibutramin 6nerilmektedir.

Tokluk hissini artirarak, gida alimii azaltan Sibutramin, selektif serotonin ve
noradrenalin reuptake inhibitorii olup sinaps boslugunda bu iki norotransmitter

diizeylerinin artigina yol agar. Artan serotonin ile tokluk hissini uyarir. Diger yandan
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artan noradrenalin ile termogenezde artisa ve gida aliminda azalmaya yol agar.
Yapilan calismalarda termogenez iizerine olan etkisi ile kilo kaybma bagli olarak
ortaya ¢ikan 24 saatlik enerji harcanmasindaki azalmay1 sinirlandirdigi gosterilmistir.
Gastrointestinal sistemden 1yi emilir (>% 85). Karacigerden ilk geciste Sitokrom P
450 3A4 enzimi ile biiyiik oranda metabolize olur ve farmakolojik etkisini gosteren

iki metabolitine déniisiir. idrarda inaktif glukoronidler olarak atilir.

Sibutramin, enerji aliminda azalma ve enerji tiiketiminde artis yoluyla anlamli kilo
kaybina yol acar ve etkisi doza baglidir. Giinde bir kez sabah alinan 10 veya 15
mg'lik dozlari, beraberinde uygulanacak diisiik kalorili zayiflama diyeti ile efektif
olur. Yapilan cesitli ¢calismalara gore, bir yillik kilo kayb1 ortalama % 6-10 arasinda
degismektedir. Tedavideki bireylerin uyguladiklar1 diisiik kalorili diyete uyumu daha
kolaylasmaktadir. Diger anorektik ajanlardan farkli olarak yemege baslamayi
etkilemez, yani istah1 azaltmaz, doygunluk hissini one alarak alinan gida miktarini ve
Oglin sonrasi atigtirmay1 azaltir. Sabah alinan tek doz tiim giin boyunca 6glinlerde ve
Oglin aralarinda alinan kalori miktarint plaseboya gore anlamli olarak daha fazla

diistirmektedir [7].

Plasebo, farmakolojik olarak etkisiz, fakat telkine dayali ve ‘plasebo etkisi’ olarak da
bilinen tedavi etkisini ortaya ¢ikaran bir tiir ilagtir. Viicuda agiz, burun veya
enjeksiyon yolu ile verilebilir. Aslinda plasebonun fiziksel anlamda tedaviye yonelik
bir giici yoktur. Sahip oldugu tedavi giiciinii tamamen hastanin verilen ilacin "ise
yarayacak" ila¢ oldugunu diisiinmesinden alir. Plasebo tibbin bilimsel olarak
agiklayamadig bir yone, ‘insanlarin istemeleri halinde kendi kendilerini iyilestirme

glicii’ne yoneliktir [9].

Sibutramin ile 24 haftada plaseboya gére 6nemli Gl¢iide kilo azalmasi olmaktadir.
Baslangica gore, % 5 kilo veren hasta orami plasebo ile % 19,5 iken 10 mg
sibutramin ile % 60, 15 mg sibutramin ile % 67,3 olmustur. Sibutramin inilen kiloda
kalmay1 da saglamaktadir. Storm calismasinda, ilk 6 ayda kilo veren grup ikiye
ayrilmistir. Takip eden 18 ayda sibutramin olmaksizin diyettegzersiz verilen grup,
belirgin olarak geri kilo alirken, sibutramin+diyett+egzersiz verilen grupta bu oran

diisiik kalmstir.
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[lacin kullanimma bagl yan etkiler % 3’den daha az olarak bildirilmistir. Bunlardan
agiz kurulugu, konstipasyon ve uykusuzluk klinik kullanimda hekime en c¢ok
bildirilenlerdir ve yukaridaki yan etkilerin c¢ogunlugu ilac1 birakmaya neden
olmazlar. Parestezi, hemoroid agrevasyonu, terleme, anksiyete ve bas agrisi

yukaridakilere ek olarak rastlanabilecek yan etkilerdir [10].
1.2.1. Sibutramin hidrokloriir
®)1-(4) Klorofenil-N,N-dimetil-a (2-metilpropil)-siklo biitan metanamin hidrokloriir

monohidrat’in kimyasal formiilii C17H29CI,NO, molekiiler agirlig: ise 334,33 g dir.

Sibutramin hidrokloriiriin yapisal formiilii ise Sekil 1.1.’de gosterilmistir [11].

Sekil 1.1. Sibutramin Hidrokloriiriin molekiil formiilii

1.2.2. Sibutramin’in farmokokinetik ozellikleri

Sibutramin gastrointestinal sistemden hizli emilir (tmax 1,2 saat) ve karacigerde
kapsamli bir ilk gegis metabolizmasindan gecerek, farmakolojik olarak aktif
metabolitleri olan M1 (mono-desmetil) ve M2’yi (di-desmetil) olusturur. Doruk
plazma diizeylerine (Cmax) tek bir oral 20 mg sibutramin hidrokloriir monohidrat
dozundan 1,2 saat sonra ulasir. Ana bilesigin yarilanma émrii ise, sirasiyla 14 ve 16

saattir.

Sibutramin, M1 ve M2 metabolitlerinin plazma proteinine baglanmasi oranlar

sirastyla; yaklasik % 97, % 94 ve % 94 tiir.

Sibutramin, sitokrom P450 (3A4) izoenzimi ile esas olarak karacigerde desmetil

metabolitleri olan M1 ve M2’e metabolize olmaktadir. Bu aktif metabolitler,



hidroksilasyon ve konjugasyon ile metabolize olarak farmakolojik inaktif
metabolitlere (M5 ve M6) doniismektedirler. Lineer Kkinetikleri 10 ile 30 mg doz
aralifinda gosterilmis olup eliminasyon yarilanma dmiirlerinde doza bagli degisimler
yoktur. Ancak plazma konsantrasyonlarinda doza bagli artis goriiliir. Tekrarlanan
dozlar verildiginde, M1 ve M2 metabolitlerinin kararli-durum Konsantrasyonlarina,

yaklagik 2 kat1 bir birikmeyle 4 giinde ulagilir.

Sibutramin ve metabolitlerinin obez kisilerdeki farmakokinetigi normal kilolu
kisilerdekine benzerdir. Simdiye kadar elde edilen olduk¢a sinirli veriler,
erkeklerdeki ve kadinlardaki farmakokinetik bulgular arasinda klinik 6nemi olan bir
fark bulunduguna dair kanit saglamamigtir. Saglikli yash kisilerde (ortalama 70 yas)
gozlemlenen farmakokinetik profil, saglikli genglerde goriilene benzemektedir. Orta
dereceli hepatik yetmezligi olan hastalarda, tek doz Sibutraminden sonra aktif

metabolitlerin biyoyararlanimi1 % 24 daha yiiksektir.

Hepatik metabolizma, Sibutramin ve aktif M1 ve M2 metabolitlerinin major

eliminasyon yoludur. Diger (inaktif) metabolitler primer olarak idrar yoluyla atilir.
1.2.3. Endikasyonlari

Sibutramin, kilo verme ve verilen kilonun korunmasini igeren obezite tedavisi igin
endikedir ve diisiik kalorili bir diyetle birlikte kullanilmalidir. Beden kitle indeksi
(BKI) >30 kg/m? olan veya beden kitle endeks >27 kg/m® olan hastalarda, ek risk
faktorlerinin varhiginda (6rn. hipertansiyon, diyabet, dislipdemi gibi) 6nerilmektedir.
1.2.4. Kontrendikasyonlari

Sibutramin asagidaki durumlarda kontrendikedir:

Sibutramin hidrokloriir monohidrat veya tirliniin bilesimindeki diger bir maddeye

kars1 bilinen asir1 duyarlilikta,

- Major bir yeme bozuklugu hikayesi veya varliginda,



- Es zamanli Monoamin oksidaz inhibitorlerinin (MAOI) kullaniminda, (Sibutramin
tedavisine baglamadan en az iki hafta 6nce MAOI kesilmis olmalidir.)
- Merkezi etkili diger zayiflama ilaglarinin es zamanli kullaniminda,

- Anoreksiya nervosa mevcudiyeti olan hastalarda [10].

1.3. Biyoyararlamim ve Biyoesdegerlik

Biyoyararlanim ¢alismalari, ilacin ne kadarinin dolasima gegtiginin, dolagima gegcme
hiz1 ve derecesi dlgiilerek deneysel olarak verilmesi ile saglanir [12]. ila¢ endiistrisi,
ilag liretme faktorlerini kontrol etmeye calisarak, ayni ilacin ayni formiilasyonunda
her zaman ayn1 biyoyararlanim oranlar1 vermesini saglamak zorundadir.
Formiilasyon degisikliklerinde ise yeni ilacin etkin ve giivenilir oldugunun
ispatlanmasi gerekmektedir. Bir ticari preparatin i¢indeki maddelerin 6zelliklerinin
tam olarak belirtilmesi preparatlarin uniform olmalarin1 saglar. Bu ilaglarin diizgiin
yapilmasi, farkli firmalarin ayni dirlinleri arasindaki farklhiliklar1 ve bir firmanin
iiriintinde bulunan kutular arasindaki farkliliklar1 en aza indirir. Biyoyararlanim
caligmalarinda genellikle hedef, aktif maddenin etki bdlgesine ulagma zamani ve
miktarini, kan diizeyini lgerek tespit etmektedir. imal edilmis gesitli dozaj sekli
iiriinlerinin in vivo ortamda izlenerek, amacina uygun biyolojik etki gosterdiklerinin
kanitlamas1 gerekmektedir. Aslinda hasta kimyasal madde kullanamaz, mutlaka bir
dozaj sekli kullanir. Dolayisiyla, etkin maddelerin degil, ancak dozaj sekillerinin
biyoyararlanimindan s6z edilebilir. Etkin maddelerin belirli yardimer maddelerle
karigtirilmasi islemi, belirli formiillere gére yapilmaktadir. Boylece etkin maddelerin
uygun formiilasyonlarla hastalara kolayca uygulanabilen 6zel sunum sekillerine de
dozaj sekli denilmektedir. Bunlara 6rnek olarak; tablet, kapsiil, surup, merhem,

transdermal yama vb verilebilir [13, 14].

Bazen yeni piyasaya ¢ikan iiriinlerin kan diizeyleri eskilerine gore farkli olabilir. Bu
ilaglarin etkilerinin beklentilere uygun olmasi1 i¢in, yeniden formiile edilip
icerisindeki etken madde miktarinin degistirilmesi gerekir. Baz1 durumlarda da iki
kapsiil yerine ayn1 miktarda etken madde iceren tek tablet gibi degisiklikler olabilir.
Bu durumlarda da biyoesdegerlik calismasi yapilmasi gerekmektedir. Ilag

tirtinlerindeki kiiclik degisiklikler istatistiki agidan onemlidir ve iyilestirici cevapta



kiigiik farkliliklar dogurabilirler. ilacin icindeki bir boya ya da katki maddesi
degistirilmis de olabilir. Bunun igin de bir in-vitro testi yeterli olacaktir. Bazi
ilaglarda da yeni wverilis yollar1 gelistirildiginde, yeni formiilasyonun klinik
etkinliginin gosterilmesi gerekmektedir. Ayni1 zamanda ilaglarda ruhsatlandirma
yapilirken, etkinlik ve giivenirligin kanitlanabilmesi i¢in klinik 6ncesi ve klinik
caligmalarin da tamamlanmis olmasi istenir. Boylelikle bu klinik g¢alismalar ile
hastane ve poliklinik gibi topluma saglik hizmeti veren yerlerde, hizmet kalitesi ve
hastalarin tedavi sans1 artarak, sonugta yan etkilerin sikligi da minimuma indirilmis

olur.

Teknoloji ve bilimdeki gelismelere bagl olarak ilag arastirmalar1 kapsaminda, tibbi
ve biyolojik numunelerde bulunan eser diizeydeki maddelerin tayin edilebilmeleri ve
yeni ila¢ etken maddeleri gelistirmenin yani sira yeni tayin yontemlerinin de
gelistirilmesine de ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna bagli olarak, yeni ila¢ miktar analizi
yontemlerinin de gelistirilmesi, analitik kimyadaki son arastirma konular1 arasinda
yer almaktadir. Bu yOntemlerin genel amaci, Onerilen ilaci alan bir hastanin
gercekten Onerilen ilaci, Onerilen dozda ve Onerilen sinirlar igerisinde aldigindan
emin olmaktir. Aktif ilag bileseninin viicut sivilarinda veya ¢ikis triinlerindeki
konsantrasyonunu, uygun kesinlige sahip olarak ve yeterli duyarlilikta 6l¢tiiglinlin de
deneysel olarak gosterilmesi gerekmektedir. Uygulanan analitik yontemlerle ilag,
yeterli duyarlhilik, 0Ozgilinliik, dogrusallik, geri kazanim, dogruluk ve kesinlik
bakimlarindan tam olarak valide edilmis uygun bir yontem kullanilarak valide

edilmelidir [15].

1.4. Validasyon

Validasyon, bir iirliniin veya analitik yOntemin, arzu edilen {irlin veya analitik
yontemine uygun sonu¢ alma siireci ya da triinleri degerlendirme prosesi veya
triinleri garantiye almak icin analitik yontem veya yontem gereksinimi olarak
tamimlanabilir. Islemden emin olmak igin cihaz veya analitik yOntemin
diizglinliigiinli, dogrulugunu ve kesinligini tasarlamak i¢in validasyon yapilir. Valide
edilmis yontemin hedefi, bu yontemle yapilmis sonuclara giivenilirlik saglamaktir.

Kullanilan yontemin rutin kullanimina gegmeden 6nce, valide edilmis bir yontemde



degisiklik yapilacaksa veya orijinal yontemin disina ¢ikip degisiklikler yapilacaksa,

mutlaka yontem validasyonu yapilmalidir [16].

Bir ticari preparatin i¢indekilerin 6zelliklerinin belirtilmesi, preparatlarin tiniform
olmalarmi saglar. Bu islemin diizglin yapilmasi, farkli firmalarin ayni dirtinleri
arasindaki farkliklari1 ve bir firmanin iiriiniinde kutular arasindaki farkliliklar1 en aza
indirmektir. Ayrica test edilen bir preparattaki katki maddesi, o ilacin jenerik
formunu kullanan bir hastada teorik olarak bir problem olusturabilir. Bu bakimlardan

da validasyon islemi yapmak faydali olmaktadir [15].

Bir biyoyararlanim ve biyoesdegerlik calismasi, iyi laboratuar uygulamalarina bagl
kalinarak yapilmahdir. lyi laboratuar uygulamalari; laboratuar calismalarinin
planlanmasi, yiiriitiilmesi, izlenmesi, kaydedilmesi, rapor edilmesinde uygulanan
organizasyonla ilgili yontemleri, islemleri ve kosullar1 belirleyen standartlardir. Iyi
laboratuar uygulamalarina bagl kalinarak yapilan biyoyararlanim ve biyoesdegerlik
caligmalarinda, analitik yontemin kabul edilebilirligini saglayan ve validasyon

parametreleri denilen asagidaki kabul kriterlerine de titizlikle uyulmalidir [17]:

1. Kararlilik

2. Dogrusallik

3. Dogruluk

4. Kesinlik

5. Duyarlilik

6. Ozgiinliik, belirleyicilik
7. Tutarlilik

Kararlilik; Analitin biyolojik matriks i¢inde, amaglanan saklama 1sisindaki dondurma
veya c¢ozme donemlerinin etkisinde, oda 1sisinda ve diger cevresel faktorlerin

etkisindeki stabilitesidir.

Dogrusallik; Ortaya konulan analitik islemin dogrusalligi, belirli smirlar iginde
numunedeki analit miktar1 (konsantrasyon) ile deneysel cevap arasinda dogrusal

sonuglarin alinma 6zelligidir [16].
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Uygun konsantrasyon araligi segilerek, cihaz cevabinin (y), analitik
konsantrasyonuna karsi (x) grafige gegilmesiyle dogrusal bir iligki elde edilir [17].
Boylece hazirlanan standart kalibrasyon egrisi iizerinde, gosterilen dogrusal iliskiyi
bulmanin en yaygin yolu, en kiiglik kareler yontemidir (regresyon denklemi).
y=mx+b ile verilen bu dogru denkleminden m ile dogrunun egimi, b ile de kesim
noktast bulunabilir [18]. En kiiciik kareler yontemiyle elde edilen regresyon katsayisi
> 0,95 olmalidir. Standart egri, 5-8 standart nokta i¢ermeli ve tekrarlanabilir
olmalidir. Analiz yontemi ile geri kazanilmis ilag miktarinin, 6rnekte bulunan gercek

ila¢ miktarina orani da dogrusal olmalidir [15].

Dogruluk; Sonuglarin gergek degere yakinligini gosteren analitik islemdir. Mutlak
hata veya bagil hata terimleriyle aciklanir. Gergek degerden sapma, dogrulugun
Olgtimii olarak verilir. Az sayida tekrar analiziyle elde edilen veri takiminin

ortalamasinin (veya orta deger, Xot) mutlak hatast:
Ea = Xort - Xl (11)

esitligi ile gosterilir. Numune ortalamasi Xy olan sinirl bir veri takiminin aritmetik
ortalamasidir. Orta deger, gercek degerin % 15’1 iginde olmalidir. X;, 6l¢im sonucu
elde edilen biiylikliiglin kabul edilen degeridir. Mutlak veya bagil hatalarin 6niine
yazilan isaret eger pozitifse, onun gercek degerinden biiyiikk oldugunu, isaret
negatifse de bunun tersi oldugunu gosterir. Genellikle dogruluk, asagidaki
denklemde oldugu gibi, bagil hata ile gosterilir [18].

X, — X
B. Hata = tx—l .%100 (1.2)

1

Kesinlik; Bir yontemin birbirini takip eden dl¢timleri arasindaki yakinligin derecesini
ifade eder [15]. Aym sartlarda ve ayn1 yontemle elde edilen sonuglarin yakinligini,
diger bir degisle Ol¢limlerin tekrarlanabilirligini gostermek i¢in kullanilir. Kesinlik;
tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve kopyalanabilirlik olmak {izere 3 basamakta

incelenmektedir.
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Analitik bir islemin veya dl¢limiin kesinligi ise yaygin olarak ii¢ farkli terimle ifade
edilmektedir. Mutlak Standart Sapma (SD), Bagil Standart Sapma (RSD) ve Varyans
veya Varyasyon Katsayist (CV). Bu terimlerin hepsi ortalamadan sapmanin bir

fonksiyonudur ve:

1. Kisa bir zaman araliginda ve ayni sartlarda yapilan igslemdeki dogrulugu,
2. Degisik giin, operator ve cihazda yapilan deneyin sonuglarinin kesinligi,

3. Laboratuar aras1 yapilan deneylerin kesinligi gostermektedir [16].

Bir analitik yontemin kesinligi, Ol¢imlerin tekrarlanmasi suretiyle kolaylikla
bulunabilir. Tekrarlanabilirlik, ayn1 yontem, ayn1 analist, ayn1 alet, ayn1 laboratuar ve
kisa siirede saglanabilir. Kesinlik tayininde de homojen ve orijinal bir numune
kullanilmalidir. Sistemin kesinligi, ayni1 konsantrasyonda standart ¢ézeltiden alinan 6
ornek ile arka arkaya Olglim yapilarak bulunur. Okunan cevaplar i¢in Xy, SD ve
RSD (CV) degerleri hesaplanir [19].

Numune Standart Sapmast olan SD:

2

N
Z «i o ><ort :
SD — i=1 (13)
N-1
bagintisi ile Bagil Standart Sapma, RSD:
D
RSD = 22 1o’ (1.4)

ort

Bagintis1 ile verilir. z=2 oldugunda RSD % olarak verilir ve bu da Varyasyon

Katsayisi, CV olarak adlandirilir [18]:

D
CV:S

%100 (1.5)

ort
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Biyolojik matriks icinde, uygun konsantrasyon aralifinda hazirlanan standartlar
birka¢ deneyde, bir giin i¢inde veya farkli giinlerde analiz edilir ve her giin i¢in ayri
regresyon denklemi ¢ikarilir. Glin-i¢i i¢in uygun konsantrasyon araliginda hazirlanan
standartlar, tek bir deney i¢indeki 6rnek halinde tayin edilir. Giinler-aras1 kesinlik
icin de uygun konsantrasyon araliginda hazirlanan standartlarin birka¢ deneyde
(farkl1 giinlerde), tek bir defa analizi ile tayin edilir. Gilin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik,

tiim deney ve her bir konsantrasyon i¢in SD ve RSD (CV) < %15 olmalidir [19].

Duyarlilik; Bir cihazin veya bir yontemin duyarligi, bir analit derisimindeki kiiciik
farklar1 ayirt edebilme kabiliyetinin bir Ol¢iistidiir. Ya da analitik yontemin diisiik
konsantrasyonlar1 saptayabilme yetenegi de denilen standart egrinin egimidir. Bir
analitik yontemde, Miktar tayin limiti (Limit of Quantitation, LOQ), numune
icindeki analitin uygun kesinlik ve dogruluk ile miktar tayini yapilabilecek en diisiik
miktaridir [16]. Kalibrasyon egrisi lizerinde, kabul edilebilir dogruluk (£ % 20),
kesinlik (RSD < % 20) ve degiskenlik ve ol¢iilebilecek en kiiclik konsantrasyon
olarak tespit edilmektedir. Standartlardan en az 5 6rnek kullanilarak tayin edilir.
Teshis limiti (Limit of Detection, LOD) ise korden % 95 olasilikla ayirt edilebilecek
en kii¢iik konsantrasyondur [15]. Ya da belirli bir analitik islemin teshis limitine,
numune ic¢indeki analitin teshis edildigi miktaridir da denilebilir. Burada bilesigin
teshisi yapilabilir, ancak bu miktar kantitatif analiz i¢in yeterli olmayabilir. LOD ig¢in
tipik olarak kabul edilebilen deger, giiriiltii seviyesinin 3 katidir. S/G orani, analit ile
ilgili bilgiyi tasiyan sinyal S ve cihazdan gelen elektronik giiriilti G’y1 mukayese
eder. LOD, S/G orani, 3’e yaklasan kadar seri olarak seyreltilmis numuneler test

edilerek belirlenebilir [16].
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n LOQ

Signal/Gurulta = 10:1

_ o LOD
Signal/Guralta = 3:1

 curuitia

Sekil 1.2. Miktar tayin limiti (Limit of Quantitation, LOQ) ve Teshis limiti (Limit of Detection,
LOD)

Kalibrasyon egrisine dayanarak bu egriye karsilik gelen standart sapma ve egimi
kullanilarak Miktar Teshis limiti ve Miktar tayin limiti hesaplanabilir [20]:

o = Kalibrasyon egrisine dayanan standart sapma

S = Kalibrasyon egrisine dayanan egim

Lop= 2 1.6
Log= 192 (1.7)
S

Ozgiinliik; Analitik yontemin sadece amaglanan bilesen veya bilesenleri tayin
edebilme yetenegidir [15]. Sadece tek bir analite cevap verecek bir yontem igin
belirleyicilik, birden fazla analite cevap verecek bir yontem i¢in ise segicilik olarak
tanimlanir. Analitik teshisin yapildigindan, analitik yOntemin analitin tasidig
safsizliklar1 tam olarak belirlendiginden, ortaya konulan analitik yontemin numune
icinde bulunan analitin durumunu ve miktarin1 belirleyici oldugundan tam olarak

emin olunmalidir [16].

Tutarlilik; Yontemin farkli deney sartlarinda (farkli alet, farkli analist ve farkli

laboratuvar gibi) tekrarlanmasi ile kabul edilebilen sonu¢ elde edilebilmesidir.
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Kesinlik deneyleri, bagka bir analist, bagska bir alet ile baska bir laboratuarda
tekrarlanarak, SD ve RSD degerleri ile tekrar uygulanabilirlik kontrol edilmelidir
[15].

Bir analitik yontemde, geri kazanim ve ekstraksiyon verimliligi ise numune
islemlerindeki kayiplar1 vermektedir. Geri kazamim, bir analitiksel ydntemin
ekstraksiyon verimiyle yakindan ilgilidir. Gaz kromatografisi (GC) veya yliksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi yontemlerde, ilacin her bir standart
konsantrasyonunda, ekstrakte edilmemis numunelerde ekstrakte edilen numunelerin
pik yiikseklikleri veya alanlart mukayese edilerek mutlak iyilesme bulunur. Bu
iyilesmenin tercihen % 75 civarinda olmasi kabul edilebilir, fakat % 60 veya daha
diisiikse, ekstraksiyon iglemi tekrarlanmalidir.

Bulunan Miktar

Analitiksel Iyilesme = - : : .%100 (1.8)
Ilave Edilen Miktar

Plazma ekstraksiyonu gibi bir temizleme adimziyla da, test ilacinin beklenen alikonma
zamaninda go6zlemlenen ila¢ piki hari¢, baska istenmeyen pikler ortadan
kaldirilabilir. Biyolojik numuneler i¢in yapilan ekstraksiyon islemi, diger ilaglarin
varligi, biyoakigkanlarin yapitaglari, katki maddeleri, safsizliklar ya da bozunma
iriinleri gibi potansiyel olarak girisim yapabilen maddelerin varliginda, sadece ilgili

bilesigi belirlemek i¢in uygulanan biitiin iglemleri kapsamaktadir [21].

Aktif ila¢ bilesenlerinin viicut sivilarindaki konsantrasyonunu o6l¢gmede kullanilan
analitik yontemin dogrulugunun ve bu aktif bilesenlerin viicutta eristigi gergek
konsantrasyonu uygun kesinlige sahip olarak ve yeterli duyarlilikta Ol¢tiigliniin
deneysel olarak gosterilmesi gerekmektedir.

Rutin ilag imalatinda seriler arasindaki kalite kontrolii ¢alismalarinda, in-vitro tayin
yontemleri kullanilmakta ve bodylece seriler arasinda farkliliklar olup olmadig:
arastirtlmaktadir. Bu kalite kontrol testlerinin o6zenle ve dikkatli yapilmasi
gerekmektedir. Aksi halde iyi hazirlanmayan formiilasyonlar ortaya ¢ikabilir. in-vitro
(canli disinda) testler, in-vivo (canlida) testlere model olusturmak icin
yapilmaktadirlar. Ilag formiillerinde bir degisiklik yapilmadigi siirece, in-Vitro

bulgular kalite kontrolii galismalari i¢in yeterlidir.



15

Literatiirde biyolojik numunelerde ve farmasdtik preparatlarda Sibutraminin kalite
kontrolii maksadiyla yapilmis, spektrofotometrik ve kromatografik cesitli miktar

tayini ¢calismalarina rastlanilmistir.

Bunlardan ilki; Maluf et al. tarafindan yapilmis olan, Sibutramin Hidrokloriir
monohidrat kapsiillerinde UV-Vis. Spektrofotometresi ile bir miktar tayini
caligmasidir. 5-30 pg ml? analitiksel aralikta calisilmis, 0,9997 korelasyon
katsayisiyla bir lineerlik elde edilmis ve 1,4359 RSD ile tekrarlanabilirligi
gosterilmistir. Dogruluk % 102,2-99,1 araliginda bulunmus ve yontem iizerinde

validasyon ¢alismasi da yapilmistir [22].

Diefenbach et al. tarafindan, Sibutramin kapsiillerinde 223 nm‘de metanol ve su
¢oziicii ortamlarinda bir UV Spektrofotometresi calismasi yapilmistir. 6-16 pg ml™

konsantrasyon araliginda ¢alisilmis ve yontem valide edilmistir [23].

Bir GC-MS c¢alismasinda ise, 10 mg Sibutramin Hidrokloriir igeren tek bir Reductil
ticari tableti goniilliilere tatbik edildikten sonra Sibutraminin idrar metabolitleri

analiz edilmistir [24].

Rossi et al. tarafindan, iginde Sibutramininde bulundugu 19 farkli antidoping ilaci ve
bunlarin metabolitleri, idrar ve tiikiiriikte GC-MS ile analiz edilmistir. 1-200 ng ml™

araliginda ¢alisilmis ve yontem validasyonlar1 gergeklestirilmistir [25].

Ding et al. tarafindan, Sivi Kromatografisi-Elektrosprey Iyonizasyonu-Mass
Spektrometre ile insan plazmasinda Sibutraminin ve onun N-desmetil
metabolitlerinin miktar tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Ters faz Cig
kolonda, 10 mM amonyum asetat tamponu (pH: 3,5)- metanol (25:75) karisimini
iceren mobil fazda analiz edilmis, saglikli goniillilerde bu yontemin klinik

uygulamalari basari ile saglanmistir [26].

Chen et al. tarafindan, Sibutraminin aktif metabolitinin Sivi Kromatografisi-

Elektrosprey Iyonizasyonu-Tandem Mass Spektrometresi ile belirlenmesi icin bir
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ODS MS kolonu kullanarak, 0,3 ml dk* akis hizinda, asetonitril-triflorasetikasit

(55:45) mobil faz1 igerisinde yeni bir yontem gelistirmislerdir [27].

Segall et al. tarafindan, ters faz Cig kolonda, pH 4,5°da metanol:su:trictilamin
(80:20:0,3) mobil faziyla, 1,1 ml dk* akis hizinda ve 225 nm’de HPLC-UV
belirlemesi ile yeni bir yontem gelistirilmistir. 30-96 pg ml™ araliginda ¢alisilmis ve
eksternal standart yontemi kullanilmistir. Yontem, asit, baz, su, oksidatif, termal ve
fotokimyasal ortamlarda Sibutramin Hidrokloriirlin zorunlu bozunmasiyla kararlilik

gostererek valide edilmistir [28].

Jain et al. tarafindan, insan plazmasinda Sibutramin ve onun primer ve seconder
amin metabolitlerinin S1vi Kromatografisi-Elektrosprey Iyonizasyonu-Tandem Mass

Spektrofotometresi ile yeni bir yontem gelistirilmis ve valide edilmistir [29].

Bhatt et al. tarafindan, insan plazmasinda Sibutraminin aktif metabolitlerinin
belirlenmesi igin Ters-faz Sivi Kromatografisi- Tandem Mass Spektrofotometresi ile
yeni bir yontem gelistirilmistir. Cg ters-faz kolonu kullanilmis, alikonma zamani 1,51
dk olarak tespit edilmistir. M1 ve M2 igin regresyon katsayilari ise > 0,9990 olarak
bulunmustur. Geri kazanimlarina bakildiginda, M1 i¢in % 93,5 ve M2 i¢in ise % 77,9
ve kantitatif alt tayin limitleri de M1 i¢in 0,1 ng/mL ve M2 i¢in 0,2 ng/mL olarak
kaydedilmistir [30].

Yine yapilmis bir baska ¢alismada, izokratik HPLC-UV sisteminde sodyum di
hidrojen fosfat ve asetonitril mobil faz karigimi ile 1 ml dk™ akis hizinda 230 nm’de

sibutramin miktar tayini yapilmistir. RSD degerleri % 2 nin altinda bulunulmustur.
[31]

Huang et al. tarafindan, kilo kontroliinde diyet tamamlayici olarak Sibutramin ve N-
di-desmetil Sibutraminin es zamanli belirlenmesi HPLC-UV-ESI-MS ile yapilmistir.
Mobil faz olarak asetonitril ve 20 mM amonyum asetat iceren sulu % 0,2’lik formik
asit tampon c¢ozeltisi ile gradiyent modda calisilmistir. UV belirlenmesi 223 nm’de

yapilmus, 0,025-1,00 mg ml™*<de kalibrasyon grafikleri olusturulmustur [32].
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Um et al. tarafindan, Sibutraminin fare serumunda miktar analizi ger¢eklestirilmistir.
Mobil faz olarak metanol:asetonitril:amonyum fosfat (8,3:4,5:87,2) (pH:6,0) tampon
cozelti karisimi kullanilarak, 223 nm‘de yeni bir column-switching HPLC yontemi
gelistirilmistir. Sibutraminin M1 ve M2 aktif metabolitleri ise ayni kolonda

kolaylikla ayrilmistir [33].

Yapilmis bir bagska HPLC ters faz yontemi c¢alismasinda da, kapsiil dozaj
formlarindaki Sibutramin Hidroklorliriin miktar tayini i¢in yeni bir yoOntem
gelistirilmis, alikonma zamani 6,18 dk ve akis hiz1 1 ml dk* olarak tespit edilmistir.

LOD degeri, 0,09 pg ml™ ve LOQ degeri ise 0,26 pg ml™ olarak bulunmustur [34].

Radhakrishna et al. tarafindan, Sibutramin hidrokloriiriin safligini ve onun
enantiyomerlerini ayirmak i¢in kiral kromatografi ile ters faz HPLC yontemi
kullanilmistir. 4-kloro anilin ve lovastatin internal standartlar1 kullanilarak, oldukca
iyi kesinlikler elde edilmistir. Iki izokratik s1vi kromatografisi yontemi, F testi ile
karsilagtirilmigtir. % 1,3’den daha kii¢iik RSD degerleri elde edilmistir [35].

Bu c¢alisma ile literatiirde mevcut bulunan bazi Sibutramin miktar tayini
yontemlerine [22-35] alternatif olarak yeni yontemler gelistirilmistir. Bu maksatla,
Sibutramin iceren ticari bir ilacin (Reductil kapsiil, 15 mg), farkli iki ¢oziicii
ortaminda (metanol ve su) standart stok ¢Ozeltileri olusturularak, bu stok
cozeltilerden bir seri standartlar hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri c¢izilmistir.
Farmasotik preparatlarda (kapsiil dozaj sekillerinde) ve in-vitro olarak (canli disinda)
insan plazmasi numunelerinde iizerlerine spike edilerek (siringa ile lizerine katarak)
yapilan Sibutraminin bu yeni miktar tayini ¢alismalar1 i¢in basit, ekonomik, hizli,
kesin, spesifik, tekrarlanabilir ve hassas UV ve Tiirev Spektroskopisi ve ayrica DAD
dedektorlii Ters faz-HPLC (Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi) yontemleri
gelistirilmigtir. Daha sonra gelistirilen yontemlerin plazma diizeylerinin istatistiksel
olarak karsilagtirilarak degerlendirmesi i¢in de, biyoanalitik yontem validasyonu
yapilmistir. Gelistirilen yontemlerden Tiirev Spektroskopisi yontemi literatiirdeki ilk
caligmadir. Ayrica bugiine kadar literatiirde, HPLC ile hem internal standart hem de

DAD dedektorii kullanilarak yapilmis bir ¢alismaya da rastlanilmamaistir.



BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyaller

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Sertifikali saf Sibutramin standardi, tiim testleri yapilmis olarak (saflik, erime
noktasi, ¢oziiniirliik v.s.) Tiirkiye’deki Fargem A.S.’den ve Sibutramin igeren 15
mg’lik ticari Reductil kapsiilleri ise Abbott Ila¢ firmasinin Tiirkiye distribiitériinden
temin edilmistir. Spektroskopik yontem igin; Analitik grade-Merck metanol,
deiyonize su kullanilmistir. Kromatografik yontem i¢in de ise; HPLC grade-Merck
metanol, asetonitril ve deiyonize su kullanilmistir. Plazma ¢alismalarinda kullanilan

insan plazmasi numunesi ise saglikli bir goniilliiden temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

UV spektroskopik ¢alismalar igin; bir LG Computer’e ve HP Deskjet yaziciya ve
Momentum SVC-1000 regiilatére bagli, 10 mm’lik kuartz hiicrelere sahip, Shimadzu
marka UV-2401 PC model UV-Vis. Recording Spektrofotometre kullanilmstir.

HPLC caligmalari i¢in de; bir Samsung Computer’e, FCM gili¢ kaynagina bagl, SIL-
20A HT Prominence Auto Sampler, SPD-M20A Prominence DAD dedektor, LC-20
AD Prominence Liquid Chromatography, DGU-20 As Prominence degaser, CTO-
10AS VP Column Oven’dan ve LC Solution programindan olusan SHIMADZU

marka HPLC sistemi kullanilmustir.

Biitiin bu cihazlarin yani sira, buzdolab1 (Argelik), hassas terazi (AND GR-200),
vorteks karistrict (Votex 2 GENIE), vakum pompasi (Rocker 300) , 0,45 pum seliiloz
nitrat membran filtre (Sartorius Stedim Biotech), pH metre (HANNA), santrifiij



19

(nlive-NF200, ROTINA 420-Hettich), otomatik pipet (BIOHIT PROLINE), etiiv
(ntive-FN 120), Ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex) 12x32 mm 2 ml silikon septum
kapakl1 autosampler cam vial kiti (National Scientific CERT4000), Inertsil ODS-2
GL Sciences Inc. 5 um (4,6x150 mm) ;5C-ters-faz kolonu ve plastik vial filtreleri
(CHROMACOL) kullanilmistir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Spektroskopik yontem

Spektroskopi, bir ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1s1manin

Ol¢iilmesi ve yorumlanmasidir.

Elektromanyetik 1s1ma, uzayda c¢ok biiyiikk hizla hareket eden bir enerji tiiriidiir.
Elektromanyetik 1s1manin en ¢ok karsilasilan tiirleri, gozle algiladigimiz goriiniir 151k

ve 151 seklinde algiladigimiz infrared 1sinlaridir.

Elektromanyetik 1s1ma, hem dalga hem tanecik ozelligine sahiptir. Interferans
(girisim) ve difraksiyon (kirinim) davranislar1 dalga 6zelligiyle agiklanir. Bir metal
yiizeyinden 1s1ma ile elektronlarin koparilmasi (fotoelektrik olay), 1s1ma enerjisinin
bir madde tarafindan absorpsiyonu (sogurulmasi) ve emisyonu (yayilmasi) olaylar

1s1manin tanecik 6zelligi (foton) ile agiklanir.

2.2.1.1. Elektromanyetik 1s1ma-madde etkilesmeleri

- Istmanin kirilmasi ve yansimasi
- Istmanin sagilmasi
- Istmanin polarizasyonu

- Isimanin absorbsiyonu ve emisyonu
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2.2.1.1.a. Istmamin Kirilmasi ve yansimasi

Istma bir ortamdan ikinci bir ortama gegtiginde kismen yansir, kismen de ikinci
ortama gecer. Ikinci ortamda ilerleyen 1s1manin frekansi degismez, ilerleme yonii ve
hiz1 degisir. Isik demetinin bir ortamdan yogunlugu farkli bagka bir ortama gegerken
yon degistirmesine kirtlma (refraksiyon) adi verilir. Kritik a¢inin 6lgiilmesiyle her

madde i¢in farkli kirilma indisi belirlenmistir.

Sekil 2.1. Isigin kirtlmasi ve yansimasi

2.2.1.1.b. Istmanin Sa¢ilmasi

Fotonun Ornekteki parcaciklara g¢arparak yon degistirmesine sagilma adi verilir.
Gorilinlir bolge 1s1mast kullanildiginda, kolloidal ve bulanik ¢ozeltilerde gdzlenen
sacilma, Tyndall sagilmasidir. Coziinmiis molekiiller veya ¢ok atomlu iyonlardan
sacilmas1 Rayleigh sagilmasidir. Parcaciklarla etkilesen dalga boyunun, 15181 sacan
molekiillerin titresim enerji diizeylerine gore degistigi sagilma tiirii Raman

sagilmasidir.

2.2.1.1.c. Isstmamin polarizasyonu

Isik dalgasi, genellikle her diizlemde ilerleyen dalgalarin karigtmidir. Tek bir

diizlemde ilerleyen 151k dalgasina diizlemsel polarize 151k denir.
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Sekil 2.2. Isimanin polarizasyonu

Diizlemsel polarize 151k ile asimetrik ve 15181 absorplamayan maddeler etkilestigi

zaman, polarize 151g1n diizlemi saga (+) veya sola (-) a1 degistirir.

2.2.1.1.d. Istmanin absorpsiyonu ve emisyonu

Kuantum kuramma gore atomlar, ancak elektron konfiglirasyonuna ve dis
elektronlarinin belirli enerji diizeyleri arasindaki gegislerine bagli belirli potansiyel
enerji dilizeylerinde bulunabilirler. Elektronlarin bir enerji diizeyinden digerine
gecisleri ile ilgili atomik spektrumlar belirlenmistir. Atomlar, elektromanyetik
1s1may1 absorbe ederek en diisiik enerji diizeyinden (temel diizey) uyarilmis
diizeylere gegerler; bu gecislerle ilgili olarak s6z konusu atomun absorpsiyon

spektrumlari da belirlenmistir.

—e—
P 2
oround excited
state state

Sekil 2.3. Isimanin Absorbsiyonu ve Emisyonu



22

h — Plank sabiti (6,63x10™%*) v — frekans (2.1)

Elektromanyetik 1s1may1 absorbe ederek en diisiik enerji diizeyinden (temel diizey)
uyarilmig diizeylere ge¢mis olan atomlar, temel diizeye doniis sirasinda ultraviyole
veya goriliniir bolge sinirlari iginde 151ma enerjisi yayarlar (emisyon). Boylelikle her

atom icin emisyon spektrumu belirlenir.

Molekiiller de atomlarda oldugu gibi uygun enerjideki fotonlarla etkilestiklerinde, bu
fotonlar1 absorplayarak uyarilmig hale gegerler. Uyarilmig molekiiller, bu kararsiz
durumdan fazla enerjilerini yayarak kurtulurlar (molekiiler emisyon). Atom

spektrumlarindan daha karmasik olan molekiiler spektrumlar da boylelikle belirlenir.

Absorplanan fotonlarin sayisi, ortamdaki absorpsiyon yapan tiirlerin sayisi ile
orantilidir. Monokromatik ve Ig siddetinde 1s1ma, ortami daha kiiciik olan I siddetinde

terk eder.

Sekil 2.4. Iy siddetinde 1s1manin, ortamu daha kii¢iik olan I siddetinde terk etmesi

2.2.1.2. Lambert-beer kanunu

Bir ¢ozeltiden gegen 1sik miktar, 15181in ¢ozelti icinde kat ettigi yol ve ¢ozelti
konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters orantili, emilen 11k miktari ise dogru

orantilidir.

Transmittans (T) = I/lp (2.2)
% Transmittans (% T) =100 T (2.3)
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Absorbans (optik dansite, O.D.) = -log;o T (2.4)
Absorbans (A) =¢.c .| (2.5)

c: ¢ozelti konsantrasyonu (mol L™), I: 15151 ¢ozelti icinde kattetigi yol (cm), & molar

absorpsiyon katsayist (L mol™em™)
2.2.1.3. Ultraviyole-goriiniir bolge absorpsiyon spektroskopisi

Cozelti icindeki madde miktarim1 ¢ozeltiden gecen veya cozeltinin tuttugu 151k
miktarindan faydalanarak Olgme islemine fotometri, bu tip 6l¢limde kullanilan
cihazlara da fotometre denir. Fotometrik oOl¢iimde, renksiz ¢Ozeltilerin
konsantrasyonu da dlgiilebilir. Analiz edilen 6rnek iizerine 151k demetinin bir kismin
filtreler kullanarak ayiran ve gonderen aletler kolorimetre veya fotometre olarak
adlandirilirken, yariklar ya da prizmalar araciligi ile bu seciciligi yapan aletler
spektrofotometre olarak adlandirilirlar. Maddenin 15181 absorplamasini incelemek
icin  kullanilan  diizenege absorpsiyon spektrometresi veya absorpsiyon
spektrofotometresi adi verilir. Bir spektrofotometre diizenegi, baslica 151k kaynagi,
dalga boyu segicisi (monokromatdr), dedektorden olusur; dedektdrde elektrik

sinyaline gevrilen optik sinyal bir kaydedici veya bir galvanometre ile lgiiliir.

ISIK DALGABOYY BRNEK DEERTER 4@
KAYNAGH SECICI KABI

Sekil 2.5. Absorpsiyon spektrofotometresinin baslica diizenegi

Ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrede 15181 toplamak, odaklamak, yansitmak,
iki demete bolmek ve ornek {izerine belli bir siddette gondermek amaciyla mercekler,
aynalar, 151k béliiciileri, giris ve c¢ikis araliklar1 vardir. Ornek, kullanilan dalga boyu
bolgesinde 15181 geciren maddeden yapilmis 6rnek kaplarina (kiivet) konularak 1s1k
yoluna yerlestirilir. UV-goriiniir bolgede D,, W, Hj, Xe, civa buhar lambasi gibi

stirekli 151k kaynaklar1 kullanilir.
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Tungsten flaman lambasi, gorilinlir ve yakin IR bolgede (320-3000 nm) 151k yayar.
Tungsten lambasinin i¢inde bir miktar iyot veya brom buhari bulunursa lambanin

omrii artar ve bu lamba tungsten-halojen lambasi olarak adlandirilir.

Ultraviyole bolgede en c¢ok kullanilan lambalar, hidrojen ve doteryum elektriksel
bosalim lambalari’dir. Bu lambalar 180-380 nm arasinda 151k yayar. Daha pahali ve

daha uzun 6miirlii olan D, lambasinin yaydigi 1s181in siddeti H, lambasina gore ¢ok

daha fazladir.

Xe ark lambasi, UV-goriiniir bolgenin tiimiinde (150-700 nm) kullanilabilecek
siddetli ve siirekli 151k kaynagidir.

Civa buhar lambasi, her iki bolgede 1s1ma yapabilen bir 151k kaynagidir; stirekli

spektruma ek olarak kesikli hatlar da igerir.

Dalga boyu segicileri (monokromatorler), 1sik kaynagindan gelen polikromatik
isiktan tek bir dalga boyunda monokromatik 1sik elde edilmesini gergeklestiren

diizeneklerdir.

|-—7\1 // Al ayna
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Sekil 2.6. Dalga boyu segicileri (monokromatdrler)
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Monokromator, filtreli fotometrelerdeki 1sik filtresidir; spektrofotometrelerde ise 151k
prizmasidir. Ornek iizerine génderilen 15181n daha monokromatik olmasini saglamak

icin baz1 pektrofotometrelerde ¢ift monokromator kullanilir.

Isik filtreleri, camdan yapilmis ve uygun boyalarla boyanmis filtrelerdir. Portatif
olup kullanici istedigi zaman uygun dalga boyundaki filtreyi cihaza takar. Filtrelerin
iizerinde gecirdikleri dalga boyu yazilidir. Filtrenin rengi, 6l¢iim yapilacak ¢ozeltinin
rengine gore segilir; 6rnegin, mavi 15181 tutan (sar1) bir maddenin dl¢limiinde sadece

mavi 15181 gegiren filtre kullanilir.

Isik prizmalari, cam veya kuartz olabilir. Ozellikle diisik UV ismlarn iyi
gecirmediginden cam prizma goriiniir bolge i¢in uygundur. Kuartz prizmalar ise hem
UV isinlarini iyi gecirir, hem de goriiniir 151k ve IR’e yakin bolgelerde ¢alismaya

elveriglidir. Kuartz prizmalar pahali spektrofotometrelerde bulunur.

Spektrofotometrelerde dedektdr, maddenin 15181 absorplayp absorplamadigini
anlamak i¢in 151k kaynagindan gelen 1s1g1in siddetinin 6lgiilmesi amaciyla kullanilan

diizenektir. UV-goriiniir bolgede kullanilabilen ti¢ tiir dedektdr vardir.

- Fotovoltaik dedektorler
- Fototiip
- Fotogogaltici tiip [36].

En basit spektrofotometrede kaynaktan c¢ikan 1s1k, bir mercek ile toplanarak
monokromatore gonderilir ve dalga boyu seciminden sonra bir araliktan gegirilerek
ornek lizerine diisiiriiliir. Ornegin 15181 absorplama miktar1 uygun bir dedektérle
Olgiiliir, bu sinyal elektronik olarak cogaltilir ve bir galvanometrede okunur. Bu
bilegenlerin tiimiiniin ayni 151k yoluna yerlestirildigi boyle bir spektrofotometreye tek

151k yollu spektrofotometre adi1 verilir [37].
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Sekil 2.7. Tek 151k yollu spektrofotometre diizenegi

Bu aletin baslica ii¢ ayar diigmesi vardir: Bunlardan biri, alette kullanilan optik ag
veya prizmayl mekanik olarak dondiirmeyi saglayan diigmedir. Ikinci diigme, 151k
yolunu tamamen kapatarak galvanometre “sifir” gegirgenlik ayarini yapmak i¢indir.

Ugiincii diigme, 151310 gegtigi aralifin enini degistirir.

Olgiimiin yapilacag1 dalga boyu birinci diigme ile ayarlandiktan sonra 1sik yolu
kapatilarak ikinci diigme ile “sifir” ayar1 yapilir. Daha sonra {i¢iincii diigme ile 15181n
gectigi araligin eni degistirilerek ve Ornek kabinda sadece ¢oziicii kullanilarak
galvanometre 100 degerine getirilir. Sifir ve 100 ayarlar1 her dalga boyunda yeniden

yapilmalidir [36].

Ormek ¢ozeltisinin diisiik ve yiiksek gecirgenlik gosterdigi, yani 15181 ¢ok ve az
absorpladig1 durumlarda, 6l¢timdeki bagil hata yiiksektir. Bu bagil hatayr azaltmak
igin ‘sifir’ ve ‘yiliz’ ayarlar1 degisik bigimde yapilir ve okunan gecirgenlik degeri
‘To'm % 20-70 arasinda okunmasi saglanir. Daha sonra bu degerler kullanilarak
gercek gecirgenlik degerleri Ty, hesaplanir. Diisiik gecirgenlik yani biiyiik absorbans
okumalariin s6z konusu olabilecegi derisik ¢ozeltiler kullanilirken aletin ‘sifir’ ayari
yine 151k yolu kapatilarak yapilir. Ancak ‘yiiz’ ayari, saf ¢oziicli yerine ayni drnegi
iceren ve derigimi 6rnek derisiminden biraz daha diisiik olan bir ¢ozelti ile yapilir. Bu

referans ¢ozeltisinin gegirgenligi T, olarak tanimlanirsa;

T=To.T: (2.6)

esitliginden 6rnegin gergek gecirgenlik degeri Tg hesaplanir.
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Yiiksek gegirgenlik yani diisiikk absorbans degerlerinin o6l¢iilmesine yol agacak
seyreltik ¢ozeltiler icin ise, aletin ‘yiiz’ ayar yine saf ¢oziicli olarak kullanilarak
yapilir. Bu kez ‘sifir’ ayari, 151k yolu kapatilarak degil, 1sik yoluna ornegi igeren ve
derisimi O6rnek derisiminden daha biiyiikk olan bir ¢ozelti ile yapilir. Bu ¢6zeltinin

gecirgenlik degeri Ty olarak tanimlanirsa, 6rnegin gercek gegirgenligi T

To=(Tg-Ti)/(1-Ty) (2.7)
Tg=To(1-Ti)+Tk (2.8)

esitligi ile hesaplanir. [37].

Her dalga boyunda ‘sifir’ ve 6zellikle ‘yiiz’ ayarlarinin yapilmasi, olduk¢a zaman
alic1 bir iglemdir. Spektrofotometrede, monokromatorden ¢ikan 1s181n esit siddette iki
demete boliinerek birinin 6rnege, digerinin ise sadece ¢oziiciiniin bulundugu kaba
gonderilmesi ile bu isleme gerek kalmaz. Boylece Ornekteki gecirgenlik degeri
siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile karsilastirilmis olur. ikiye ayrilan 1sik, iki ayri
dedektorle algilanir ve dedektorlerde olusan sinyallerin orani Olgiiliir. Bu tiir aletlere
cift 151k yollu spektrofotometreler denir. Burada iki dedektoriin tam uyumlu olmasi,

yani esit siddetteki 151k ile ayni sinyali olusturmasi gerekir [36].

¢0z0co KAYDEDICI

ISIK KAYNAGI MONOKROMATOR |—#4— ORNEK DEDEKTOR

Sekil 2.8. Cift 151k yollu spektrofotometre diizenegi

Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, tek dedektor kullanilarak da dlglim yapmak
miimkiindiir. Bunun i¢in ornekten ve coziiciiden gegen 151k demetleri dedektor
iizerine, dedektor Oniine yerlestirilmis donen bir 151k boliicii yardimiyla ve ardi ardina
gonderilir. Ardarda gelen bu 151k demetlerinin olusturduklar1 sinyal ise, alternatif

yani periyodik tiirden olur. Isik boéliiciiniin frekansina ayarli bir elektronik ¢ogaltic
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yardimi ile bu alternatif sinyal kaydedilir. Her iki 1s1k yolundan birbiri pesine gelen
151810 siddetleri esit ise, dedektorde herhangi bir sinyal olusmaz. Ornek bdlmesinden
gecen 1518In absorpsiyon nedeniyle azaldigi zaman ise, dedektore gelen sinyal
alternatif sinyal olarak algilanir. Cift 1s1k yollu aletlerde, 1s1k kaynaginin siddetindeki

degismelerden dogan hatalar ortadan kalkar.
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Sekil 2.9. Tek dedektor kullanimli ¢ift 151k yollu spektrofotometre

Spektrofotometrelerde, iki ayri monokromatoér kullanilarak, iki farkli dalga
boyundaki 151k, donen bir 151k boliicli yardimi ile 6rnekle ardi ardina etkilestirilir. Bu
tir ¢ift 151k yollu spektrofotometrelere ¢ift dalga boylu spektrofotometre adi verilir.
Ornekteki iki dalga boyunu absorplayacak iki bilesen varsa, bunlarin
absorbanslarinda zamanla olusan degismeler, dalga boyu taramasi yapilmaksizin
izlenebilir. Cift dalga boylu spektrofotometrede, her iki monokromatdor aralarinda bir
AM degeri olacak sekilde beraberce taranirsa, absorbans farki AA, spektrumu
Olciilmiis olur. Cift dalga boylu 6l¢iimiin uygulandig bir bagka 6rnek tiirii de bulanik
cozeltilerdir. Dalga boylarindan biri ¢dzeltideki maddenin absorplayacagi, digeri ise
absorplamayacagi degerlere ayarlanir. Bulanikliktan dolayr her iki dalga boyunda
ayn1 miktarda 151k kaybi olacagindan iki dalga boyunda yapilan Gl¢timlerin farki,

sadece Ornegin absorbansi ile iligkili olur [37].

Spektrofotometre ile bir maddenin nicel analizinin yapilacagi dalga boyunu

kararlastirmak icin, 6rnegin absorpsiyon spektrumunu bilmek gerekir. Bunun ig¢in,
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maddenin 1 molar ¢ozeltisinin ¢esitli dalga boylarindaki absorbans degerleri olgiiliir.
(Coziiclinliin ve ¢ozeltide bulunan baska tiirlerin 15181 absorplamadigi, Lambert-Beer
esitligine uyuldugu ve nicel analizin en duyarl bir bigimde yapilabilecegi dalga boyu
degeri saptandiktan sonra analizi yapilacak maddeyi iceren ve derigimleri bilinen bir
dizi standart ¢ozelti ile bu dalga boyundaki absorbans (A) degerleri Olgiiliir. A

degerleri, standart ¢ozeltilerin bilinen derisimlerine kars1 grafige gegirilir.

Sekil 2.10. Bir maddenin ¢esitli dalga boylarindaki absorbans degerlerinin grafikte gosterilimi

Standart g¢ozeltilerin bilinen derisimlerine karst A degerlerini grafige gecgirmek

suretiyle elde edilen dogruya kalibrasyon dogrusu denir.

c

Sekil 2.11. Standart ¢dzeltilerin bilinen derisimlerine kars1 absorbans degerlerinin grafikte gosterilimi
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Nicel analiz, kalibrasyon dogrusunun dogrusal oldugu bolgede yapilir. Derisimi
bilinmeyen 6rnegin A degeri Ol¢iiliir ve kalibrasyon dogrusunda bu degere karsilik

gelen derisim saptanir.

Molar absorpsiyon katsayisinin degerinin bilindigi durumlarda, Lambert-Beer

esitliginin analizde dogrudan kullanilmas1 da miimkiindiir.

Spektrofotometrelerde 6rnegin konuldugu 6rnek kaplar (kiivet), yuvarlak bir tiip
veya dort kose olabilir. Kiivetler, soft veya borosilikat camdan, kuartz veya
plastikten yapilir. Soft camlar asidik ¢ozeltiler, borosilikat camlar kuvvetli alkali
cozeltiler i¢in uygundur. Corex gibi baz1 camlar 340 nm’de kullanilabilse de, kisa
UV dalgalar i¢in uygun degildir. Kuartz kiivetler hem UV hem goriiniir dalga boylar1
icin uygundur. Plastik kiivetler 6zel iiretilmis ise 200-700 nm arasinda rahatlikla

kullanilabilir.

Sekil 2.12. Spektrofotometrelerde 6rnegin konuldugu 6rnek kap

Spektrofotometrik 6l¢iimlerde kor, standart ve numune olmak iizere ii¢ tiip hazirlanir;
Kor, cihazin optik ayarlarmin (sifir ve 100 ayar1) yapilmasi amaciyla kullanilan
cozeltidir. Kor cozeltisi olarak distile su veya reaktifin kendisi kullanilir. Bazi
Ol¢timlerde numune koriide kullanilabilir. Distile su kori, en sik kullanilan kordiir;
okuma kiivetine distile su konularak hazirlanir. Daima absorbans degerinin
sifirlanmast i¢in kullanilir. Reaktif korii, deneyde kullanilan reaktif ile hazirlanan
kordiir. Deneyde birden fazla reaktif varsa birden fazla reaktif korii de olabilir. Bazen
absorbans degerinin sifirlanmasi i¢in, bazen de distile su koriine karsi numune gibi

kullanilir. Numune korii, deneyde kullanilan reaktif/numune oranina uygun olarak



31

distile su veya serum fizyolojik ile numune karistirilarak hazirlanir. Daima distile su
veya reaktif korlyle sifirlanmig cihazda numune gibi okutulur. Numune gibi
okutulan reaktif veya numune korii degerleri numune degerinden ¢ikarilir. Standart,
aranan maddenin bilinen konsantrasyondaki ¢ozeltisidir. Numune, i¢indeki madde

miktarini tayin etmek istedigimiz ¢ozeltidir [36].
2.2.1.4. Standartlarin hazirlanmasi

Sibutramin stok ¢ozeltileri, saf Sibutramin hidrokloriir monohidrat standardindan
metanol ve deiyonize su igerisinde 100 pg ml™ olacak sekilde hazirlanarak,
kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir. 5-50 ng mllik
konsantrasyon araligindaki calisma standart ¢ozeltileri, metanol ve su ile stok
cozeltilerin sabit bir hacme seyreltilmesi ile elde edilmistir. Kalibrasyon egrileri igin
5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50 ug ml™Vlik 8 farkh konsantrasyonda standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Yine ana stoktan hazirlanan 15, 30 ve 45 pg ml™lik calisma
standartlar: ile giin-i¢i ve giinler-arasi olglimler alinmustir. Biitiin 6lgtimlerde, UV

spektrumlari i¢in referans olarak metanol ve deiyonize su kullanilmustir.
2.2.1.5. Ticari numunelerin hazirlanmasi

15 mg Sibutramin hidrokloriir etken maddesini iceren ticari Reductil kapsiillerinden
numuneler hazirlamak igin, iki farkli ¢6ziicii ortaminda (metanol ve su igerisinde)
100 ml’lik balon jojelerde kapsiiller iyice ¢oziiliinceye kadar 5-10 dakika siire ile
vorteks yardimiyla karigtirllmis ve 150 pg ml™lik ana stok ¢ozeltileri hazirlanmustir.
Daha sonra, bu stoklardan 15, 30 ve 45 ug ml™ olacak sekilde kisimlar aliarak, yine

iki fakli ¢oziiciide seyreltilmistir.
2.2.2. Tiirev Spektroskopisi

UV spektrumu, madde iizerine gonderilen 15181in dalga boylarina karsi absorbans
degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilir. Orijinal spektrum veya sifirinci derece
spektrum A=f(A) fonksiyonudur. Bir fonksiyonu gdsteren egrinin herhangi bir

noktasindaki tegetinim egimi, fonksiyonun bu noktadaki tlirevidir. Bu fonksiyonun
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her noktasindaki tiirevi (dA/dA) hesaplanabilir. Eger bu tiirev degerleri grafige
gegirilecek olursa "tiirev spektrumu" elde edilir. 1’den n’e kadar derecede olabilir.
Sekil 2.13°de goriildiigii gibi bir c¢an egrisinin 1. derece tiirev egrisi orijinal
spektrumdaki egrinin tegetlerinin egimini gostermektedir. Boylece tiirevlendirme ile

spektrum daha ayrintili ve net bir goriiniim kazanmaktadir.

Sekil 2.13. 1. ve 4. dereceden tiirev spektrumlan (A:Ozgiin Spektrum, A;:1.Tiirev Spektrumu,
A,:2.Turev Spektrumu, Az:3.Tirev Spektrumu, A4:4.Tiirev Spektrumuy)

Tiirev almanin bir diger avantaji da tiirev derecesi artik¢a genis bantlarin dar bantlara
gore daha fazla baskilanmasidir. Bu 6zellikten faydalanilarak numune matriksinden
ileri gelen ve bozucu etki gosteren bantlar elimine edilebilir. Bu da ikinci ve
dordinci tirevde teshis ve tayine imkan saglar. Maksimum dalga boylar: farkli, esit
olmayan iki Gauss egrisinin tek tek ve karisim halindeki spektrumlar: ise Sekil
2.14°de goriilmektedir. Bu tiir spektrumlarin maksimum dalga boylar:1 farkli yani
merkezleri ayn1 olmadigindan karisim halinde alinan spektrumlar: bir omuz verir. Bu

bantlarin tirevleri alinarak omuzlar diiz noktalar haline dontstiriilir. Orijinal Gauss
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egrisi tipindeki bir pike Kkarsilik n. tirevde n+1 tane maksimum ve minimuma
rastlanmaktadir. Yani birinci derece tiirev egrisinde iki, ikinci derece tiirev egrisinde
i¢, ugiinci derece tiirev egrisinde ise dort tane maksimum ve minimum nokta
goriilmektedir. Ozellikle biyokimyasal analizlerde bu islem saflik kriteri olarak iki

dalga boyundaki absorbsiyon oranin olusmasi agisindan onemli olup tanima ve

saflastirma islerinde tistiinliik saglar.
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Sekil 2.14. a) Gauss egrisinin 1. tek tek ve 2. karisim halindeki spektrumlari,
karisim halindeki 1.- 4.tiirev egrileri

b) Gauss egrisinin
Direkt spetrofotometride derisim ile absorbans arasinda olusturulan kalibrasyon
egrileri, tiirev spektrofotometrisinde standart ¢ozeltilerin derisimi (C) ile bunlara

karsilik olan tiirev absorbans degerleri (A,) arasinda gizilir. Tiirev absorbans

degerlerinin dlgiilmesinde ¢esitli teknikler uygulanmaktadir:

Pik-Pik Teknigi; Birbirini izleyen iki ekstremum arasindaki uzaklik, ordinata paralel

olarak Olciiliir. Bu teknik genellikle zemin absorbansinin giderilmesinde, c¢ok

bilesenli karisimlarin kantitatif analizinde kullanilmaktadir.
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Pik-Sifir Teknigi; Peak-zero ya da zero-crossing teknigi olarak adlandirilan bu teknik
ise pik tepesinin absise olan uzaklignin ordinata paralel olarak 6l¢iilmesidir. Cok
bilesenli karigimlarin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Zemin etkisinin

giderilmesinde yarar1 olmaz.

Pik-Pik Orani Teknigi; Birbirine komsu iki pikin orami alinir. Bu teknik ikili

karisimlarin kantitatif analizinde kullanilmaktadir.

Tanjant teknigi; Birbirini izleyen iki maksimum ya da iki minimuma ortak teget
cizilir. Bu tegetin aradaki ekstremuma olan uzaklig1 ordinata paralel olarak olgiiliir.
Bu teknik, dogrusal bir zemin oldugu zaman daha tatminkar sonuglar verir ve
zeminin spesifik olmayan etkilerinin elimine edilmesinde ya da azaltilmasinda
yararhidir (Sekil 2.15) [38].

Sekil 2.15. Tiirev spektrumlarimin degerlendirilmesi a) Pik-pik teknigi, b) Pik-sifir teknigi, c) Tanjant
teknigi

2.2.2.1. UV-tiirev spektrofotometrisinin avantajlari ve kullanim alanlari

Maksimum absorpsiyon dalga boyunun kesin olarak belirlenmesi; Ozellikle genis

absorpsiyon bantlarinin  bulundugu absorpsiyon spektrumlarinda absorpsiyonun
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maksimum oldugu dalga boyunun kesin bir sekilde saptanmasinda, 1. tiirev
spektrumu ¢ok yararlidir. Orijinal spektrumda Ama’un bulundugu dalga boyunda 1.
tirev egrisi sifirdan gegecegi icin, bu dalga boyu ¢ok daha kesin bir sekilde kolayca

saptanabilir.

Rezoliisyonda artis; Tiirev spektrumlarinin ikinci avantaji da orjinal spektrumda zor
goriilebilen spektral ayrintilarin ortaya ¢ikmasi yani ayiriciligin artmasidir. Bunun
icin ¢ift sayili tiirev spektrumlar1 daha avantajlidir. Ciinkii orjinal spektrumda
bulunan maksimum ve minimumlar bu spektrumlarda yine ayn1 dalga boylarinda

birer ekstremum halinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu sekilde tiirev spektrumlarinin
alinmas1 ile spektral ayrintilarin netlestirilmesi, tanima, saflik testleri ve eser

analizlerde ¢ok yararli olmaktadir.

Teshis; Ozellikle absorpsiyonu gériiniir bolgede olan renkli maddelerin absorpsiyon
spektrumlarinin genis bantlar halinde oldugu i¢in bu spektrumlar maddenin
karakterizasyonu ve saptanmasinda onem tasimaz. Buna karsin orijinal spektrumdaki
omuzlarin tiirev spektrumlarinda, o6zellikle yiiksek dereceli olanlarda ekstremum
haline dontlismesi, piklerin sayisinin artmasi ve keskinlesmesi ile spektral ayrintilar
ortaya cikar ve infrared parmak izi spektrumlarina benzeyen spesifik spektrumlar
elde edilir. Bu sekilde absorpsiyon spektrumlari birbirine benzer kimyasal yapidaki

bilesiklerin tiirev spektrumlarinin alinmasi, bunlarin farklandirilmasina olanak saglar.

Saflik kontrolii; Tiirev spektrumlarindaki spektral ayrintilar maddelerin saflik
testlerinde de avantaj saglamaktadir. Eser miktardaki safsizliklara ait kiiclik
absorpsiyon pikleri tiirev spektrumlarinda daha kolay saptanabilen pikler haline
dontislir. Test edilen numune spektrumlarnin, saf maddenin ayn1 kosullarda
kaydedilen tiirev spektrumlariyla karsilastirilmasiyla ham madde, ara iirlin ve nihai
iriinlerde saflik kontrolii yapilir.

Eser analiz; Ilac maddeleri, besinler vb. maddelerde bulunabilen eser miktardaki
safsizliklarin ~ saptanmas1  ve  miktarlarinin  tayin  edilmesi de tiirev

spektrofotometrisinin bir bagka uygulama alanidir.
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Karigimlarin bir arada analizi; Tiirev Spektrofotometrisinin olduk¢a yaygin bir
kullanim alan1 da absorpsiyon bantlar1 ¢akisan ve bu sebeple bir 6n ayirma
yapmaksizin dogrudan tayin edilemeyen karisimlarin es zamanli analizidir. Bu
analizlerde pik-sifir, pik-pik ve pik-pik orami teknikleri kullanilmaktadir. Her {i¢
teknikte de kalibrasyon egrileri, derisim ile bu parametrelerden biri arasinda
hazirlanir. Burada 6nemli nokta, standart ve bilinmeyen ¢ozeltilerin spektrumlarinin
ayn1 enstriimantal parametrelerle alinmasidir.

Bulanik ¢ozeltilerde nicel analiz; Bulanik ¢ozeltiler ve siispansiyon veya emiilsiyon
seklindeki ¢ozeltilerde spektrofotometrik o6lgiimlerin yapilmasi zordur. Ozellikle
ultraviyole alanda 151n sagilmasi sebebiyle analitin spektrumu kuvvetli ya da zayif bir
zemin absorpsiyonu ile Ortiisiir. Bulanikligin sebep oldugu genis bantli zemin
absorpsiyonu dalga boyu ile hafif bir degisim gosterir. Tiirev spektrumlarindaki
karakteristik pik-pik mesafeleri degerlendirilerek bulanikligin spektrum iizerindeki

bu olumsuz etkisi yok edilebilir.

Matriks etkisinin giderilmesi; Tiirev spektrumlar1 alinmasi ile orjinal spektrumdaki
keskin spektral 6zellikler kuvvetlenmekte, buna karsin genis ve yaygin bantlar daha
da basiklagsmaktadir. Bu 0Ozellik, analit piki ile c¢akisan degisken zemin
absorpsiyonunun diizeltilmesine ve bu sekilde matriks etkisinin giderilmesine olanak

saglar [39].
2.2.2.2. Standartlarin hazirlanmasi

Sibutramin stok c¢ozeltileri, saf Sibutramin hidrokloriir monohidrat standardindan
metanol ve deiyonize su igerisinde 100 pg ml™ olacak sekilde hazirlanarak,
kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir. 5-50 pg ml™lik
konsantrasyon araligindaki calisma standart ¢ozeltileri, metanol ve su ile stok
cozeltilerin sabit bir hacme seyreltilmesi ile elde edilmistir. Kalibrasyon egrileri i¢in
5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50 pg ml™Vlik 8 farkl konsantrasyonda standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Yine ana stoktan hazirlanan 15, 30 ve 45 pug ml™ ik calisma
standartlar1 ile giin-i¢i ve gilinler-aras1 dlgiimler alinmistir. Biitiin 6lgiimlerde, UV

spektrumlari i¢in referans olarak metanol ve deiyonize su kullanilmistir.
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2.2.2.3. Ticari numunelerin hazirlanmasi

15 mg Sibutramin hidrokloriir etken maddesini igeren ticari Reductil kapsiillerinden
numuneler hazirlamak igin, iki farkli ¢6ziicii ortaminda (metanol ve su igerisinde)
100 mI’lik balon jojelerde kapsiiller iyice ¢oziiliinceye kadar 5-10 dakika siire ile
vorteks yardimiyla karigtirllmis ve 150 pg ml™lik ana stok ¢ozeltileri hazirlanmustir.
Daha sonra, bu stoklardan 15, 30 ve 45 ug ml™ olacak sekilde kisimlar alinarak, yine

iki fakli ¢oziiciide seyreltilmistir.
2.2.3. Kromatografik Yontem

Kimyasal maddeler, sabit bir ortama ilave edilip, bunlarin belirli bir ¢6ziiciiyle ylizey
adsorpsiyonu, dagilma, iyon degistirme ve eleme Ozelliklerine bagli olarak, sabit

ortamdan ayrilma yontemlerine kromatografi denilmektedir.
Kromatografi tiirleri genel olarak asagidaki sekilde siniflandirilir:

1. Teorik Siniflandirma

a. Paylasim Kromatorafisi

b. Adsorpsiyon Kromatorafisi

c. Boyut Eleme (Jel Filtrasyon ve Jel Gegirgenlik) Kromatografisi
d. Iyon Degistirme Kromatografisi

N

. Pratik Siniflandirma
. Kagit Kormatografisi

a
b. Ince Tabaka Kromatografisi

(@]

. Kolon Kromatografisi

o

. Gaz Kromatografisi

e. S1vi Kromatografisi

Kromatografik yontemler fiziksel olarak da iki sekilde smiflandirilir. Kolon
kromatografisinde, sabit faz ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz da basing altinda

bu sabit faz arasindan ge¢meye zorlanir. Diizlemsel kromatografi de ise sabit faz diiz
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bir plaka iizerinde veya bir kagidin gozenekleri arasinda tutturulur. Ve bu durumda
hareketli faz, sabit faz arasindan kapiler veya yer ¢ekimi etkisiyle hareket eder.
Kolon kromatografik yontemlerde; sivi, gaz ve siiper kritik akiskanli olmak tizere {i¢
kisimda siniflandirilabilir. Boyle bir simiflandirma hareketli ve sabi fazlarin cinsine
ve bilesenlerin iki faz arasindaki dengesine dayanir. Birinci kromatografi tiiriinde

hareketli faz sivi, ikincisinde gaz ve li¢linciisiindeyse bir siiper kritik akiskandir [18].

Kromatografide hareketli faz olarak, su dahil biitiin organik ¢oziiciiler ve bu
coziliciilerin ¢esitli oranlardaki karisimlari, gaz veya siiper kritik c¢oziiciiler
kullanilabilmektedir. Hareketli fazda hi¢ ¢ozlinmeyen sabit faz olarak da, silikajel,
alimina, komiir, florisil, kizelgur, poliamit, nisasta, talk vb c¢esitli gozenekli
maddeler kullanilmaktadir [40]. Numune hareketli fazda ya da polaritesi daha zayif
olan bir ¢6ziiciide ¢oOziilmesi oldukc¢a avantajlidir. Hareketli fazlarda degisiklik
yaparak daha iyi bir ayirim saglanabilmektedir [16].

2.2.3.1. Kromatografik Parametreler

Bir kolondan siirekli taze ¢oziicii gecirilerek ¢oziinmiis bilesenin yikanmasi islemine
eliisyon iglemi denir. A ve B gibi iki bilesenin bulundugu hareketli faz iginde
¢Oziinmiis olan numune, baslangicta kolon girisine verilir. A ve B bilesenleri iki faz
arasinda dagitilir. Hareketli fazin sisteme verilmesiyle numunenin ¢ézlinmiis kismi
kolonda asag1 taginir. Boylece tasinan hareketli faz ile yeni sabit faz arasinda tekrar
dagilma olusur. Ayni anda, baslangigtaki numune bilesenlerini igeren sabit faz ile
taze hareketli faz arasinda da dagilma meydana gelir. Coziicliniin siirekli kolona
verilmesiyle, iki faz arasinda siirekli aktarimlar sonunda ¢6ziinen molekiiller kolonda
asag1 tasiir. Cozlinen madde kolonda sadece hareketli faz tasindigindan, ortama gog
hizi, Cozlinen maddelerin hareketli fazda gec¢irdigi zamanin sabit fazda gecirdigi
zamana oranina baghdir. Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan tiirler i¢in bu oran
kiigiik, hareketli fazda tutulma biiyiikk ise aym oranda biiyiiktiir. Ideal olarak
bilesenlerin hizlarinin farkli olmasi, karsisindaki bilesenlerin kolon boyunca bantlar
veya bolgeler halinde ayrilmasina sebep olur. Yeterli miktarda hareketli fazin
kolondan gegirilmesiyle, her bant kolonun sonuna ulasir ve burada ayrilarak

toplanabilir.
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Kromatogram; Coziinen madde derisimlerine cevap veren bir dedektor kolon ¢ikisina
yerlestirilirse ve dedektdr sinyali zamanin veya kullanilan hareketli faz hacminin bir
fonksiyonu olarak kaydedilirse, bir seri pik elde edilir. Sekil 2.16°da goriildigii gibi,
kromatogram olarak adlandirilan bu grafikler, hem kalitatif hem de kantitatif analiz

icin kullanilmaktadir [18].

06
05
04

03

Dedektdr Sinyali

02

Zaman

Sekil 2.16. Kolondan ayrilan A ve B gibi iki maddenin kromatogramlar1

Bir kromatogramdaki pik sayisi, numunedeki bilesen sayist kadardir.
Kromatogramdaki zaman ekseni lizerindeki pikin yeri, onun hangi maddeye ait
oldugun, numune miktar1 ile orantili pikin alani da, o bilesenin kantitatif 6l¢iisiinii
vermektedir. Bir kromatografik kolonun iki ¢6ziineni ayirmadaki verimliligi, iki
tiirlin eliisyon sirasindaki bagil hizlarina baghdir. Bu hizlar ise ¢oziinenlerin iki faz

arasindaki partisyon oranlari tarafindan belirlenmektedir.

Partisyon Orani; Biitlin kromatografik ayirmalar, ¢oziinenlerin hareketli ve sabit faz
arasindaki partisyonun derecesini temel almaktadir. A ¢oziicilisii i¢in s6z konusu
denge, asagidaki esitlikle gosterilebilir.

4—
A hareketli  —» A sabit (2.9)

Bu reaksiyonun denge sabiti K’ya partisyon orani veya partisyon kat sayisi denir.
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K=o (2.10)

Seklinde gosterilir. Burada Cs, ¢ozilinenin sabit fazdaki analitik konsantrasyonu ve

Cw ise hareketli fazdaki analitik konsantrasyonudur.

Alan numunenin miktar
1le orantilidar.

mAU

Zaman

Enjeksiyon

Sekil 2.17. Bir tiiriin kolonda alikonma zamani

Alikonma zamani; Sekil 2.17°de soldaki kiiciik pik, sabit fazda hi¢ tutulmayan bir
tiirti gostermektedir. Numunenin enjeksiyonundan sonra gelen bu pik i¢in pik siiresi
0lii zaman olarak adlandirilir ve tp ile gosterilir. Olii zaman, hareketli fazin ortalama
gd¢ hizin1 verir ve analit piklerinin tanmmmasinda 6nemli rol oynar. Sekilde sag
taraftaki pik ise bir analit tiiriine aittir. Numunenin enjeksiyonu ile bu pikin

dedektore ulagsmasi arasinda gegen siireye alikonma zamani denir ve tg ile gosterilir.

(Coziinenin ortalama go¢ hizi v,

i) 2.11)
tR

olarak verilir; L kolon dolgusunun uzunlugudur. Benzer sekilde, hareketli faz

molekiillerinin ortalama dogrusal hiz1 u, su sekilde verilir:

L (2.12)
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(Coziinen bir maddenin go¢ hiziyla partisyon orani arasindaki iliskiyi bulmak i¢in hiz1

hareketli faz hizinin bir orani1 seklinde yazabiliriz

V = u. ¢bziinenin hareketli fazda gecirdigi zaman kesri (2.13)

Bu kesir, ayn1 zamanda herhangi bir anda hareketli fazda bulunan ¢6ziinen maddenin
ortalama mol sayisinin kolondaki toplam ¢6zlinen maddenin mol sayisina

boliinmesiyle de elde edilir.

hareketli fazda ¢6ziinenin mol sayisi
" ¢oziinenin toplam mol sayist

V=u

(2.14)

Hareketli fazdaki ¢6ziinen maddenin toplam mol sayisi, molar konsantrasyon Cy ile
hacmi Vv nin carpimina esittir. Benzer sekilde, sabit fazdaki ¢6ziinen madenin mol
sayist da, ¢Oziinenin sabit fazdaki konsantrasyonu Cs ile hacmi Vs’nin ¢arpimiyla

elde edilir:

CuVm 1
" Cy Vi +CgVs 1+ CgVg/CyVy

v=u

(2.15)

Esitlik 2.10°’nun bu esitlikte yerine konulmasiyla, hem partisyon orani, hem de sabit
ve hareketli faz hacimlerine bagl olarak ¢6ziinen maddenin go¢ hizini veren bir

bagint1 bulunur.

Kapasite Faktorii; Onemli bir deneysel parametre olup, ¢oziinen A maddesinin
kolonda gocli sirasindaki hizi seklinde tamimlanir. Bir A ¢dzlineni icin pikin

alikonma fonksiyonu olan kapasite faktorii k'a olursa,

2KV (2.16)
Y

M

dir. Ka, A tiirii igin partisyon oranidir. Esitlik 2.16’nin esitlik 2.15’de yerine konmasi
ile
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Veu, b (2.17)
1+ KV /'Vy

bulunur. Kromatogramdan k'a ‘nin nasil bulundugunu gostermek igin esitlik 2.11°de

ve 2.12, esitlik 2.17°¢ konulursa:

L L
— == ! , (2.18)
tr to  1+ky
esitligi elde edilir. Bu esitlik de diizenlenerek asagidaki esitlik bulunur.
' tp —
k), = Rt (2.19)

to

Sekil 2.17°de goriildiigii gibi, tg Ve to degerleri kromatogramdan kolayca bulunur. Bir
¢oziinen madde i¢in kapasite faktorii birden ¢ok kiiciik ise eliisyon o kadar hizli olur
ki alikonma zamaninin dogru tayini zorlasir. Yani k'= 0 oldugunda herhangi bir
ayirma islemi gerceklesemez. Ote yandan kapasite faktorii 20-30 gibi bir sayidan
daha biiyiik ise eliisyon siireleri gereksiz sekilde uzar. Karsimdaki ¢oziinenler icin
kapasite faktorlerinin 1-5 arasinda olmasini saglayan sartlarda, ayirmalar en ideal

sekilde yapilabilir.

Secicilik Katsayisi; Bir kolondaki iki analit i¢in secicilik katsayisi a, bu kolonun s6z
konusu iki maddeyi ne kadar iyi ayiracaginin bir dl¢iisiidiir. Kolonda A ve B gibi iki

tiir ¢oziinen varsa, bu iki tiir i¢in segicilik katsayisi asagidaki esitlik ile verilir.

a=—= (2.20)

Buradaki esitlik, daha kuvvetli tutulan B ¢oziineni igin partisyon oraninin Kg, daha
az kuvvetli tutulan veya daha hizli olarak kolondan eliie edilen A ¢oziineninin

partisyon orant Ka’ya boliimii seklinde tanimlanir. Bu tanima gore o, daima birden



43

biiyiiktiir. Zaten iyi bir kromatografik ayirim i¢in o > 1 olmali, o=1 oldugunda ise iki

bilesik ayrilmaz.

Esitlik 2.16 ve ¢oziinen B tiirii i¢in benzer esitligin esitlik 2.20’de yerine konmas1 ve
diizenlenmesi ile her iki ¢dzlinen madde icin k'a ve K'g olan kapasite faktorleriyle

bunlarin segicilik katsayisi arasinda yeni bir iliski elde edilir:

o= XB (2:21)

Bu iki ¢oziinen madde i¢in esitlik 2.19’un esitlik 2.21°de yerine konmasiyla o

degerinin deneysel kromatogramdan bulunmasina olanak veren bagka bir bagintida
elde edilebilir:

o= st (2.22)
(tr)a —to
Kolon Verimliligi; Bir bilesigin kolondan gecisi srasinda meydana gelen piklerin
bant genisliginin derecesi tarafindan etkilenir. Kromatogramlar incelenirse, eliisyon
piklerinin bant genisliginin derecesi tarafindan etkilenir. Kromatogramlar incelenirse,
eliisyon piklerinin Gauss veya normal hata egrilerine ¢ok benzedigi goriiliir. Bir
kromatografik bandin tipik Gauss sekli de, kolondan gecisleri sirasinda rastgele
hareketleriyle bir bant olusturan molekiillerin varligiyla agiklanabilir. Kromatografik
kolon verimliliklerinin kantitatif 6l¢iimiinde, birbiriyle bagintili iki terim kullanilir:

Tabaka yiiksekligi H ve teorik tabaka sayist N. Bu iki terim arasindaki bagint1 da

asagidaki gibidir.
N b (2.23)
H

Buradaki L, genellikle cm olarak kolon dolgusunun uzunlugudur. Tabaka yiiksekligi,
teorik tabakanin esdeger yiiksekligi TTEY, olarak da bilinmektedir. Ayn1 zamanda,
bir kolonda tabakalarin sayisinin artmasi ve tabaka yiiksekliginin azalmasiyla da

verim artmaktadir.
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Bir pik ic¢in alikonma zamani tg ve pikin taban genisligi W zaman birimiyle

Ol¢iilmektedi. Buna gore, tabaka sayis1 asagidaki basit iliskiyle hesaplanabilir:

N =16 (%)2 (2.24)

Sekil 2.19°daki gibi W’nin bulunmasi i¢in standardin pik yiiksekligi ve taban

genisliginin ayni sartlarda bulunmasi gerekmektedir.

Sekil 2.18. Bir kromatogramda pik yiiksekligi (h) ve taban genisligi (W) bulunmasi

Kolonun Ayirma Giicii; Kolonun ayirma giicii (rezollisyon) Rs degeri, kolonun A ve
B gibi iki analiti ayirma giiciiniin kantitatif dl¢iistidiir. Buna gore, kolonun ayirma

glct,

2A _
RS: R — 2[(tR)B (tR)A] (224)

seklinde verilir. Rezoliisyon 1,5 veya daha biiylik degerde olursa, pikler iyi ayrilir.
Bir kolonun ayirma giicii ile kolonda bulunan iki ¢oziinen bilesen i¢in kapasite ve
secicilik faktorleri ve ayrica tabaka sayisi arasindaki iligkiyi veren bir esitlik

tiiretilmistir.
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Rszﬂ(a_-lj o

4 a \1+Ks

]

Verimlilik Segicilik Kapasite

(2.25)

Burada, k's daha yavas ilerleyen tiir igin kapasite faktorii, o ise segicilik faktoriidiir.
Bu esitlik diizenlenerek, arzulanan bir ayirim igin gereken tabaka sayisini verecek

sekilde diizenlenirse agagidaki baginti elde edilir.

2 i 2
N =16 RSZ(“_I) [”kBj (2.26)

o k'B
2.2.3.2. Yiiksek basinch sivi kromatografisi

Sivi kromatografisi (LC) yoOntemleri arasinda genis bir uygulama alanina sahip
oldugu i¢in en fazla kullanilan1 Yiksek Basingli (Performansli) Sivi
Kromatografisidir (High Performance Liquid Chromatography) [41]. Klasik sivi
kromatografisinde, numune ve hareketli faz kolonun tstiinden ilave edilir. Hareketli
fazin kolondan asagiya inmesi esnasinda, numunedeki bilesenlerin bantlar halinde
ayrilmalar1 saglanir. Bantlarin iyi ayrilmamalari durumunda, daha uzun kolonlar
kullanilir. Fakat boyle durumlarda da saatlerce beklemek gerekir. Alternatif olarak
kolondaki dolgu maddesi inceltilse bile yine ¢ok uzun siire beklemek gerekmektedir.
Bunlar1 goren bilim adamlari, baska yollar arastirmiglar ve sonunda kolonu uygun
biiyiikliikte dolgu maddesiyle doldurarak kolonun iistiinden yiiksek basing
uygulayarak c¢ok daha iyi sonuglar almiglardir. Boylece kiiciik dolgu maddeleriyle
doldurulmus yiiksek basing altindaki bir kolonda yapilan kromatografi tiiriine,

yiiksek basingli s1vi kromatografisi yontemi denilmistir.

Yontem son derece hassas olmasi, sicakliga karst hassas olan maddelere bile
uygulanabilmesi, dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiliksek sonucglar vermesi

bakimindan en ¢ok kullanilan analitik ayirma yontemleri arasinda bulunmaktadir.
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Gaz kromatografisi yontemi, sadece ugucu bilesiklere uygulanabildigi halde, HPLC
yontemi uygun ¢oziicii, kolon ve dedektor kullanilmasit durumunda biitiin bilesiklere

uygulanabilmektedir.

Ayirma islemi, sabit faz ile hareketli (mobil) faz arasindaki goce bagl oldugundan,
uygun bir hareketli ve sabit faz segimi yapilarak, yiiksek basingli sivi kromatografisi
teknigi ile hem kalitatif hem kantitatif analizler yapmak miimkiin olmaktadir.
Kalitatif analizde amag¢, numune karisimi i¢indeki bir bilesigin teshisini yapmak
oldugundan, maddelerin bilinen alikonma zamanlari ile karsilastirma yapilarak analiz
yapilabilir. Kantitatif analizde ise, kromatografik sonuglardan hareketle madde
miktarmin bulunmasi i¢in bilinmeyen derisimdeki bir bilesigin, bilinen bir ¢ozelti

icinde tanimlanmasi yapilmaktadir.

Bu amagla kullanilan iki farkli yontemden birisi olan eksternal standart analiz
yonteminde, bilinen konsantrasyonlarda standart cozeltiler hazirlanarak, alinan
cevap, pik yiiksekligi veya pik alanina gore tayin edilir. Bilinen miktarlarin cevabina
karst numunenin cevabi ¢izilerek tayin gergeklestirilir. Piklerin zaman eksenindeki
konumlar1 numunedeki bilesikleri tanimak i¢in piklerin altindaki alanlar ise her tiiriin

kantitatif tayini i¢in kullanilir.

Internal standart analiz yénteminde ise numune ic¢inde olmayan, iyi karakterize
edilmis, saf ve kararli olan bir bilesik, standart ¢ozelti ve numune i¢ine katilir. Daha
sonra, internal standart ve analitin cevap orani bulunarak, miktar oranina gore grafik
edilir. Kullanilan internal standardin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, tayin edilecek
bilesige yakin olmali ve bu bilesik, diger bilesiklerin piklerinden tamamen ayr1 bir

pik vermelidir [16].

Yaygin olarak kullanilan bes tiir yiiksek basingli sivi kromatografi yontemi vardir: 1)
Dagilma veya sivi-sivi kromatografi; 2) Adsorpsiyon veya sivi-kati kromatografi; 3)
Iyon degistirici kromatografi; 4) Jel gecirgenlik kromatografi 5) Jel siizme
kromatografisidir. Bu yontemlerden son ikisi Boyut ayirici kromatografi olarak da
bilinir. Stvi kromatografi tiplerinin aslinda uygulamalarda birbirini tamamlayan

teknikler oldugu bilinmektedir. Ornegin; mol kiitlesi 1000’den biiyiik olan
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maddelerin analizinde, iki boyut ayric1 yonteminden biri olan jel gegirgenlik yontemi
apolar maddeler igin; jel siizme yontemi ise, polar ve iyonik maddeler igin
kullanilmaktadir. Mol kiitlesi daha diisiik olan iyonik tiirlerin analizinde ise, iyon
degistirici kromatografi genellikle tercih edilen ydntemdir. Iyonik olmayan kiigiik
polar tiirler ise en iyi sekilde dagilma yontemleri ile analiz edilir. Genis bir uygulama
alanma sahip oldugu igin, yiiksek basing¢li sivi kromatografisi, ayirma teknikleri

igerisinde en ¢ok kullanilanidir.

Biitiin sivi kromatografi teknikleri arasinda en yaygin olarak kullanilan dagilma
kromatografisidir. Bu teknik sivi-sivi kromatografi sivi bagl faz kromatografi olmak
lizere iki alt sinifa ayrilabilir. Iki teknik arasindaki fark, kat1 parcaciklar yiizeyine
durgun fazin tutturulmasindaki metot farkindan kaynaklanir. Sivi-sivi tekniginde
durgun faz kat1 ylizeyine fiziksel adsorbsiyonla; bagl faz tekniginde ise, kovalent

baglarla tutturulur.

Bagli faz dolgu maddelerinin ¢ogu bir organoklorosilanin, sicak seyreltik hidroklorik
asit ¢cozeltisinde hidrolizlenerek yiizeyine -OH grubu baglanmis silisyum dioksit ile
reaksiyona sokulmasiyla hazirlanir. Bu reaksiyon sonucunda olusan firiin bir
organosiloksandir. Bagli faz dolgu maddeleri, fiziksel olarak yiizeye tutturulmus

dolgulara gore daha kararli olma gibi bir iistlinliige sahiptir.

Normal faz kromatografide, polar sabit faz ve apolar veya diisiik polariteye sahip
hareketli faz kullanilir. Normal faz kromatografide polarligi en az olan bilesen
kolondan ilk once ¢ikar; hareketli fazin polarligi arttik¢a eliisyon zamani da azalir.
Ters faz kromatografide ise, sabit faz apolar, hareketli faz ise polardir. Ters-faz
tekniginde, aksine polarlig1 en ¢ok olan bilesen kolondan ilk 6nce ¢ikar ve hareketli
fazin polarligi arttikga eliisyon zamani da artar. Normal faz kromatografide, sivi
fazin kontrolii ¢ok dnemli ve kritiktir. Hareketli faz bilesimindeki kiiciik degisiklikler
kromatogramda belirgin farkliliklara neden olabilir. Normal faz kromatografide
dengeye ulasma ve polar maddelerin eliisyonu ¢ok yavastir ve yayvan piklere sebep

olur. Apolar ¢oziiciiler cok pahalidir ve ayrica nemden uzak tutmak zordur.
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Yiiksek performansli adsorpsiyon kromatografisindeki ¢aligsmalar, analitin bir kati
yiizeyinde adsorpsiyonuna dayanir. Bu durumda durgun faz, ¢ok ince toz haline
getirilmis polar kat1 yiizeyidir. Bu tiir dolgularda analit, dolgu maddesinin yiizeyinde
hareketli faz ile adsorpsiyon yarigsina girer. Kolondaki tutulma zamani, analitin
yiizeydeki adsorpsiyon kuvvetlerine bagldir. Adsorpsiyon kromatografisinde durgun
faz olarak genellikle ince toz haline getirilmis silis ve aliimina kullanilir.
Adsorpsiyon kromatografisinin uygulamalar1 sivi-katt HPLC, daha ¢ok mol kiitleleri
5000’den daha az, nispeten apolar ve suda c¢oOziinmeyen organik maddelerin

ayirmalarinda kullanilmaktadir.

Iyon kromatografisinde durgun faz olarak iyon degistirici regineler kullanilir. Bu
teknikle, ¢cok ince bir sekilde ogiitiilerek toz haline getirilmis recineyle doldurulan
kolonlarda eliisyonla ayn1 yiiklii iyonlar birbirinden ayrilabilmektedir. Sentetik iyon
degistirici recineler, molekiillerinde ¢ok c¢esitli iyonik fonksiyonlu gruplar
bulunduran ve molekiil agirhigi yiiksek olan polimerik maddelerdir. Iyon
kromatografisinde analit iyonlari, uygun bir iyon degistirici re¢ine ile doldurulmus
bir kolonun istiinden ilave edilir. Sonra regine yiizeyindeki yiiklii gruplara
baglanmak icin analit iyonlar1 ile yarisan bir iyon iceren ¢ozelti ile eliisyon yapilir.
Ornegin kloriir, tiyosiyanat, siilfat ve fosfat gibi anyonlar, bazik formdaki bir anyon
degistirici regine lizerinde ayrilabilirler. Bu ayirma isleminde kolonun {ist kismina
once numune konur. Kolondaki anyonlar, regine tarafindan tutulurlar. Daha sonra bir
seyreltik baz ¢ozeltisi ile eliisyon islemi yapilarak anyonlar serbest hale getirilir. Iyon
kromatografisinin ¢ekici yonlerinden biri, iletkenlik 6l¢timlerinin, eliisyon ile ayrilan
tirlerin taninma ve konsantrasyonlarinin tayininde hemen hemen biitiin iyonlara

uygulanabilen genel bir metot olmasidir.

Boyut ayirict veya jel kromatografi, sivi kromatografi tekniklerinin en yenisidir.
Ozellikle, yiiksek molekiil agirlig: tiirlere uygulanan ¢ok etkili bir tekniktir. Boyut
aywrict kromatografide dolgular kiiciik boyutlu (% 10 pum) silis veya polimer
parcaciklaridir. Bu dolgular ile ¢6ziinen madde ve c¢oziici molekiillerinin
difizlenebilecegi diizgiin gézenekli bir ag olusturulur. Bu gézeneklerde molekiiller,
hareketli fazin akisi esnasinda etkin bir sekilde tutulur ve sonra birakilir. Boyut

ayirict kromatografinin tipik uygulamalari; molekiil agirligi 1000°den biiyiik olan
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molekiilleri tutmayan hidrofilik dolgu maddeleri kullanilmas1 (jel siiziicii
kromatogrami) ve bir diger uygulamasi ise; eliientin tetrahidrofuran oldugu
hidrofobik dolgulu kolonla alinmasidir (jel ge¢irgenlik kromatografisi). Boyut ayirici
kromatografinin diger bir 6nemli uygulamasi da polimerlerin veya dogal maddelerin,
molekiil agirliklarimin dagiliminin hizli bir sekilde tayinidir. Bu tiir analizlerde
numunenin eliient hacmi, analitle ayn1 kimyasal 6zelliklere sahip standart maddelerin

eliinet hacmi ile karsilastirilir.

2.2.3.3. HPLC cihaz1

Mobil faz rezervuari, pompa, enejeksiyon {initesi, kolon, dedektdr, yazici ve

kaydediciden ibaret olan HPLC sistemi sematik olarak Sekil 2.19°da goriilmektedir.

Y
|——| Pompa En_j_elfsiy_on
Unitesi
Kolon
Mobil faz rezervuar
E—
Kaydedici Dedektdr
Yazici

Sekil 2.19. HPLC cihazinin sematik olarak goriiniisii

Hareketli faz kaplar1 ve ¢06ziici muamele sistemleri olarak modern bir HPLC
cithazinda bir veya daha ¢ok cam veya paslanmaz celik kaplar bulunur. Bunlarin her
biri 500 ml’den daha fazla ¢oziicii alacak kapasiteye sahiptir. Coziicii sivilarda
bulunabilecek tozlar1 veya ¢Oziinmiis gazlari gidermek i¢in de Onlemler alinir.

(Coziinmiis gazlar kolonlarda kabarciklar olusturarak pik geniglemesine yol agar.
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Ayrica gerek gaz kabarciklar1 gerekse tozlar, dedektorlerle girisim yaparak bunlarin
performansin1 azaltir. Gaz gidericilerde bir vakum pompa sistemi, bir damitma
sistemi, 1sitict ve karistiric1 cihaz veya ¢oziinmiis gazi hareketli fazda ¢ozlinmeyen

bir gaz yardimiyla siirlikleyerek gideren bir siipiirme sistemi bulunur.

Sabit bilesimli tek bir ¢oziicii ile (6rnegin; % 50 etanol ve % 50 su) yapilan eliisyon
izokratik ellisyon olarak adlandirilir. Polarliklar1 birbirinden farkli iki (veya bazen
daha fazla) ¢oziicii sistemlerinin kullanildig1 teknige de gradiyent eliisyon denir. Bu
ellisyon tiirlinde ¢dziiciiniin bilesimi, programlanarak devamli veya basamakli olarak
arttirilabilir. Tki veya daha fazla ¢oziiciiden belirli oranlarda gelen hacimler bir

sistemle karistirilir ve bu sekilde ayirma giicilinii arttirir.

Sivi kromatografide kullanilan pompa sistemlerinde su ozellikler bulunmalidir: 1)
6000 psi’ye kadar basinglar olusturulabilmeli, 2) pulssuz sivi ¢ikist bulunmali, 3)
akis hizi 0,1’den 10 ml/dk’ya kadar ayarlanabilmeli, 4) sivi akis hizlarinin
tekrarlanabilirligi % 0,5 veya daha iyi olmali ve 5) ¢ok sayida ¢dziiciiniin korozyon

etkisine kars1 dayanikli olmalidir.

Iki tip pompa kullamlir. Bunlar; vidali siringa ve reciprocating pompalardir. Birincisi
akis hiz1 kolayca kontrol edilebilen pulssuz bir sivi ¢ikist olusturur. Ancak hem
kapasiteleri sinirlidir (=250), hem de degisik ¢6ziicii sistemlerinin kullanimina uygun
degildir. Daha yaygin olarak kullanilan reciprocating pompalarda genellikle kiigiik
bir silindirik bolme bulunur ve bu bélme bir pistonun ileri-geri hareketiyle doldurulur
ve bosaltilir. Bu pompalama hareketi sonucunda pulslu bir akis meydan gelir. Bu

pulslu akig daha sonra diizeltilerek siirekli bir akisa doniistiiriiliir.

Bazi cihazlarda ise pindmatik pompalar da bulunur. Bu pompalarin en basitinde,
sikistirtlmis bir gazla basing uygulanabilen biiylik bir kabin igerisine yerlestirilmis
kirilabilir ¢oziicli kab1 vardir ve bu tiir pompalar ucuz basit olup ve pulsuz ¢iktiya
uygundurlar. Ancak, kapasiteleri ve basinglari smirlidir. Ayrica pompalama hizi

¢oziicii viskozitesinden etkilenir. Ustelik gradiyent eliisyon teknigine uygun degildir.
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Numune enjeksiyon sistemi; sivi kromatografisinde, elastomerik bir septum iginden
siringa ile enjeksiyon olduk¢a sik kullanilmasina ragmen, bu islemin
tekrarlanabilirligi  disiiktir ve 1500 psi’den daha diisiik basinglarda
kullanilabilmektedir. Akis-durdurma enjeksiyon sistemlerinde ise, ¢oziicii akisi ani
olarak durdurulabilmekte ve kolon ucundaki baglanti elemani ¢ikartilarak numune,
bir siringa yardimiyla dolgulu kolona dogrudan enjekte edilmektedir. Sivi
kromatografisinde numunenin kolona enjeksiyonu daha c¢ok numune uygulama
luplar1 ile yapilir. Programlanabilen otomatik enjeksiyon sistemleri (otosampler) ile

oldukgea kiiclik miktarda ve istenilen sayida enjeksiyon yapilabilir.

Yiiksek basincli sivi kromatografi kolonlari, genellikle paslanmaz ¢elik borulardan
imal edilir. Diisiik basin¢h (<600psi) sistemlerde ise et kalinligi fazla olan cam
borularda kullanilabilmektedir. Kolonlarin uzunlugu 10-30 cm ve i¢ ¢ap1 4-10 mm
civarindadir. Kolon dolgu maddelerinin pargacik boyutu 5-10 um kadardir. Bu tip
kolonlarin 1 metresinde 40000-60000 kadar tabaka bulunur. Son yillarda uzunlugu 3-
7,5 cm ve i¢ ¢apt 1-4,6 mm olan yiiksek basingli mikro kolonlar da imal edilmeye
baslanmstir. Bu mikro kolonlar ile ¢ok az miktarda ¢oziicii ile hizli bir sekilde ayirma
yapilabilmektedir. Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu
maddeleri silisyum dioksittir. Mikrondan daha kiigiik boyutlardaki silisyum dioksit
parcaciklarinin aglomerasyonuyla, daha biiyiikk ve yaklastk ayni boyutlarda
parcaciklar elde edilir. Hazirlanan parcaciklarin yiizeyi, genellikle bu ylizeye fiziksel
veya kimyasal baglarla baglanmis ince bir organik filmle kaplanir. Aliimina
parcaciklari, gézenekli polimer parcaciklari ve iyon degistirici regineler de dolgu
maddesi olarak kullanilabilmektedir. Kilavuz kolonlar, analitik kolonun giris kismina
takilarak ¢oziiciilerden gelebilecek toz ve kirlilikleri tutmak suretiyle kolonun

Oomrinu uzatirlar.

Birgok c¢alismada kolon sicakliginin hassas bir sekilde kontrol edilmesine ihtiyag
duyulmaz ve oda sicakliginda galisilir.  Modern cihazlarin birgogunda, kolon
sicakligini oda sicakligindan 150 °C’a kadar onda bir derece mertebesinde kontrol
etmek icin 1sitict sistemleri bulunur. Kolon sicakligini iyi bir sekilde kontrol etmek

icin kolon 1siticilari (kolon termostatlari) bulunur.
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Dedektorler; sivi kromatografisinde en ¢ok kullanilan dedektorler, ultraviyole ve
goriinlir 15181n  absorpsiyonuna dayanirlar. Piyasada, kromatografik kolonlara
takilarak kullanilabilecek sekilde 0zel olarak tasarlanmis fotometreler ve
spektrofotometreler bulunmaktadir. Bir¢ok organik madde ultraviyole boélgesinde
absorpsiyon gosteren fonksiyonlu gruplar bulundurdugu igin, fotometrelerde 245 nm
ve 280 nm dalga boyunda 1simn veren civa lambalari kullanilir. Girisim yapan
maddenin tiiri kolay bir sekilde tespit edilir. Baz1 modern cihazlarda bir¢ok girisim
filtresi bulunduran tekerlek seklinde filtreler bulunur. Amaca gore bunlardan uygun
olant kolay bir sekilde secilebilir. Spektrofotometrik dedektorler, fotometrik
dedektorlere gore yiliksek basingli sivi kromatografisi cihazlarinda daha yaygin
olarak kullanilir. Diyod sistemli bu cihazlarla bazen kolonda bulunan biitiin

maddelerin spektrumlarini gérmek miimkiindiir [42].

Isin kaynagi olarak, civa lambasindan baska doteryum ve tungsten lambalar1 da
kullanilabilmektedir. HPLC cihazlarindan pek c¢ogu da monokromatorlii UV
absorbans dedektorii (bir spektrofotometre) ihtiva ederler. Bunlardan bazilar1 sadece
UV alaninda, bazilar1 da hem UV hem de goriiniir alanda kullanilirlar. UV-Vis,
bolgede, diyot serisinden meydana gelen degisken dalga boylu bir diyot array
dedektor (DAD) kullanilarak kolonda bulunan biitiin maddelerin spektrumlarini
gormek miimkiin olur. Boyle bir dedektor, bir spektrumla ilgili biitiin bilgileri bir
saniyede toplayabilir ve her pike ait bilgiler bilgisayarda depolanir. Bu tip bir
dedektorle ii¢ boyutlu spektrumlar alinabilir, ayn1 anda spektrumun biitiin dalga
boylarindaki piklerin 6l¢iimii yapilabilir ve tek bir enjeksiyonla maksimum dalga
boylart saptanabilir. Déteryum lambadan gelen UV 151k demeti, dalga boylarina
ayrilmadan once akis hiicresinden gecer. Grating mekanizmasindan gegtikten sonra
yerlestirilen yiizeylerce foto diyot dizisi ile istenilen her dalga boyunda kromatogram
elde edilebilmektedir. Spektrumlarin g¢akistirilmas: yontemiyle de pik safliginin
tespitini yapabilen DAD dedektorii ile biitiin UV-Vis, bolgede ¢aligmak miimkiin
olmaktadir. Dalga boyu araligi ise, 190-900 nm (tungsten ve ddteryum lambalari)
arasindadir [40].

Genis kullanim alan1 bulan diger bir dedektor tiirii de, ¢dziiciiniin kirma indisinin

analit molekiilleri tarafindan degistirilmesine dayanir. Diger biitiin dedektorlerin



53

aksine kirma indisi dedektorleri hemen hemen biitiin maddelere cevap veren genel
amacli dedektorlerdir. Bu dedektorlerin tek sakincasi duyarliginin biraz daha disiik
olmasidir. Potansiyometrik, kondiiktometrik ve voltametrik 6l¢timlere dayanan ¢esitli

elektrokimyasal dedektorler de kullanilmaktadir [42].

2.2.3.4. Kromatografik sartlar

Gelistirilen HPLC yoOntemi igin izokratik pompa sistemi kullanilarak, UV-DAD
dedektoriiyle 200-400 nm arasi bolge taratilmis ve Sibutramin’in 224 nm’de
maksimum absorbans gosterdigi tespit edilmistir. 212, 224, 229, 254, 256 ve 271 nm
dalga boylarmin her birinde ayr1 ayr1 kromatogramlar alinmis ve en uygun dalga
boyu olarak 224 nm’de biitiin kromatogramlar kaydedilmistir. HPLC sisteminde
yapilan denemeler sonucunda, C;g ters-faz kolonu kullanilarak, 25 °C°lik kolon firin1
sicakligi, 15 pl’lik enjeksiyon hacmi ve 1 ml dk™’lik akis hiz1 sistem igin en uygun
sartlar olarak secilmistir. Bu sartlarda alinan kromatogramlardan Sibutramin ig¢in
alikonma zaman1 (RT) 4,52 dk ve internal standart olan Donepezil i¢in ise (RT) 2,87
dk olarak tespit edilmistir. Mobil faz i¢in metanol-fosfat tamponu, asetonitril-fosfat
tamponu, metanol-asetonitril gibi yiizdesi farkli kombinasyonlar (50:50, 55-45,
60:40, 65-35, 70:30, 75-25, 80:20, 85-15, 90:10 gibi) kullanilarak optimize
edilmistir. Farkli mobil faz denemeleri sonucunda, en uygun izokratik mobil faz
karisimi - olarak tespit edilen 90:10 oraninda metanol:asetonitril  karisimi
kullanilmigtir. Kolonu temizlemek i¢in 6nce belli bir siire deiyonize su ile kolon
yikanarak, daha sonra da 70:30 oraninda metanol-deiyonize su karisimi ile yikama
periyodu tamamlanmistir. Hazirlanan mobil faz ve diger biitiin organik ¢oziiciiler
0,47 pm’lik (nylon-47 mm) membran filtreden vakum altinda siiziildiikten sonra

kullanilmastir.

2.2.3.5. Standartlarin hazirlanmasi

Sibutramin stok ¢o6zeltisi 100 mlI’de 25 mg olacak sekilde, mobil faz karigimi
icerisinde (90:10, metanol:asetonitril) 250 pg ml™* olarak hazirlanmustir. Standart
¢ozeltiler ise 5-30 pg ml™ konsantrasyon araliginda hazirlanmis ve kalibrasyon egrisi

icin bu stoktan 5, 10, 15, 20, 25, 30 ug ml™? olacak sekilde kisimlar alinarak mobil faz
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ile seyreltilmistir. Ana stoktan hazirlanan bu standartlar iizerine 1’er ml (15 pg ml™)

internal standart ¢ozeltisi eklenmis ve her biri 25’er ml’ye tamamlanmustir.

Internal standart olarak kullandigimiz Donepezil standardindan da 37,5 mg tartilarak
mobil faz ile 100 ml’ye tamamlanmis, 375 pg ml™* olacak sekilde bir stok
hazirlanmustir. Bu ¢ozeltiden 1 ml alip 25 ml’ye tamamlayarak 15 pg ml™lik

internal standart ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Geri kazanim caligmalart i¢in ayni Sibutramin stok c¢ozeltisinden yeni standartlar
hazirlanmistir (5-7,5-10-12,5-15-17,5-20-25-30 pug ml™). Ana stoktan hazirlanan bu
kisimlar iizerine 1’er ml (15 pg ml™) internal standart ¢ézeltisi eklenmis ve her biri

25’er ml’ye mobil faz ile tamamlanmistir.

Hazirlanan biitiin standartlar, kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanilmis
ve kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilerek vorteks ile 5-10 dk ile karistirilip

kullanilmaya hazir hale getirilmistir.

2.2.3.6. Ticari numunelerin hazirlanmasi

Reductil (15 mg Sibutramin igeren) ticari kapsiilinden 150 pg ml™ olacak sekilde
mobil faz ortaminda bir stok ¢ozelti hazirlamak i¢in, bu ¢o6zelti 5-10 dk
vortekslenmistir. Daha sonra iyice ¢6ziinen bu stok ¢6zeltiden alinan belli bir miktar
kisim 15 pg ml™? olacak sekilde 25 ml’ye mobil faz ile seyreltilmis ve ayni sekilde
toplam 6 ticari kapstil standardi hazirlanmistir. Her bir ticari numuneye yine 1’er ml

(15 ug ml™) internal standart ¢ozeltisinden ilave edilmistir.

2.2.3.7. Standart ekleme yontemi kullanilarak standartlarin hazirlanmasi

5 ayr1 25 ml’lik balon joje igerisine Sibutramin stok ¢dzeltisinden 2,5-5,7,5-10 ve
12,5 pg ml™? olacak sekilde ilave edilmistir. Daha sonra aymi balon jojelere ticari
kapsiil stok ¢ozeltisinden 2,5-5,7,5-10 ve 12,5 pg ml™ olacak sekilde ilave edilmis ve
hepsinin toplam 15’er pg ml™lik standartlar olmasi saglanmistir. Ayrica yine aym

balon jojelerin her birine 1’er ml (15 pg ml") Donepezil internal standart
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cozeltisinden de katilmis ve daha sonra tiim standartlar 25 ml’ye metanol ile

seyreltilmigtir.

2.2.3.8. Plazma standart numunelerinin hazirlanmasi

Saglikli goniilliiden alinan dondurulmus insan plazmasi numunesi, tezgah ilizerine
dogal yoldan oda sicakliginda ¢6ziilmesi i¢in bekletilmistir. Plazma numuneleri, in
vitro olarak standart ¢ozeltilerden plazma iizerine ilave edilmesi (spike) yontemi ile
hazirlanmistir. 1’er ml insan plazmasi 6rneklerinin her birinin tizerine (n=6) 1’er ml
de internal standart eklenmistir. Daha sonra Sibutramin’in standart stok ¢6zeltisinden
5, 10, 15, 20, 25, 30 pg ml™? olacak sekilde kisimlar alinarak plazma numunelerinin
iizerine eklenmis ve metanol ile 25 ml’ye seyreltilmistir. Biitiin plazma numuneleri
5-10 dk vorteks ile karigtirilmigtir. Daha sonrasinda bu numunelerden santrifiij
tiijplerine alnan kisimlar, 5000 devir dk da 20-30 dk santrifiijlenerek proteinlerin
¢Okmesi saglanmistir. Boylece kolay bir sekilde ekstraksiyonsuz tim plazma

numuneleri hazirlanmistir.

Plazmada geri kazanim c¢aligmalari i¢in; 1’er ml plazma o6rnekleri tizerine Sibutramin
stok c¢ozeltisinden 5-7,5-10-12,5-15-17,5-20-25-30 g ml? olacak sekilde ilave
edilmistir. Yine bu standartlar iizerine 1’er ml (15 ug ml™) internal standart ¢ozeltisi

eklenerek, her biri 25’er ml’ye metanol ile tamamlanmistir.

2.2.3.9. Plazma iceren ticari numunelerin hazirlanmasi

I’er ml plazma Ornekleri iizerine, Reductil (15 mg Sibutramin igeren) ticari
kapsiiliinden hazirlanan stok ¢ozeltiden alinan 1’er ml’lik kisimlar eklenmis ve her
bir ticari numuneye yine 1’er ml (15 pg ml™) internal standart ¢dzeltisinden ilave
edilmistir. Daha sonra 25 ml’ye metanol ile seyreltilmis ve ayni sekilde toplam 6

ticari kapsiil standardi hazirlanmistir.
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2.2.3.10. Plazma icerisinde standart ekleme metodu kullanilarak standartlarin

hazirlanmasi

5 ayr1 25 ml’lik balon joje igerisine, 1’er ml plazma numunesi ve Sibutramin stok
cozeltisinden 2,5-5,7,5-10 ve 12,5 pg ml™ olacak sekilde ilave edilmistir. Daha sonra
aym balon jojelere ticari kapsiil stok c¢ozeltisinden 2,5-5,7,5-10 ve 12,5 pg ml™
olacak sekilde ilave edilmis ve hepsinin toplam 15’er ug ml™’lik standartlar olmast
saglanmistir. Ayrica yine aym balon jojelerin her birine 1’er ml (15 pg ml'l)
Donepezil internal standart ¢ozeltisinden de katilmis ve daha sonra tiim standartlar

25 ml’ye metanol ile seyreltilmistir.

Hazirlanan biitiin  standartlar, kullanilincaya kadar +4 %C’de buzdolabinda
saklanilmis ve kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilerek vorteks ile 5-10 dk ile

karistirilip kullanilmaya hazir hale getirilmistir.



BOLUM 3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Spektrofotometrik Yontem ile Elde Edilen Bulgular

3.1.1. Yontem validasyonu

Calismanin optimum kosullar1 belirlendikten sonra, maksimum dalga boyu olarak
tespit ettigimiz 224 nm’de Sibutramin standardi i¢in metanol ve su igerisinde ayr1
ayr1 olmak iizere 5-50 pg ml™lik konsantrasyon arahiginda kalibrasyon egrileri
olusturulmustur. Bu egriler, UV spektrumlarinda okunan absorbans degerlerine karsi

konsantrasyonlar grafik edilerek elde edilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2).
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Sekil 3.1. Metanolde hazirlanmig standartlar i¢in elde edilmis kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.2. Suda hazirlanmis standartlar i¢in elde edilmis kalibrasyon egrisi
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Veriler, en kiigiik kareler yontemi kullanilarak lineer regresyon yontemi ile analiz

edilmis ve elde edilen regresyon katsayilarinin, oldukea iyi lineerlikler gosterdikleri

tespit edilmistir. Tablo 3.1°de goriildiigli gibi, kalibrasyon egrileri i¢in bulunan RSD

degerlerinin, metanolde % 0,08-1,45 ve suda % 0,04-0,66 arasinda degistigi ve bu

aralikta tespit edilen RSD degerlerinin her iki ¢oziicii ortami i¢cin RSD < % 1,45

oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore, sudaki RSD degerlerinin metanol ortamina

gore daha kiiglik oldugu da gorilmiistir. RSD degerlerinin  kiiciik olmasi

tekrarlanabilirlik ve kesinligin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu sebeple, UV

caligmalari i¢in su ortamindaki kesinligin daha ytliksek oldugu sdylenebilmektedir.

Tablo 3.1. Sibutramin i¢in metanol ve su ortaminda elde edilen kalibrasyon egrisi parametreleri (n=6)

Coziicii Konsantrasyon Regresyon Katsayisi .
N Regresyon Esitligi , RSD (%)
Ortam Arahg (ug ml ™) (r)
Metanol 5
5-50 y=0,0324x + 0,3358 r‘=0,9995 0,08-1,45
Su 5-50 y=0,0343x + 0,1347 r’= 0,9996 0,04-0,66

*RSD= Standart sapma / Ortalama deger x 100

Kesinlik tayininde, kalibrasyon egrisi araligindan se¢ilen 3 farkli konsantrasyon igin




59

(15, 30 ve 45 ug ml™) okunan absorbanslar, 3 giin pes pese (giinler arasi) ve bir giin
icerisinde belirli araliklarla 6 kez (giin i¢i) kaydedilmistir. Metanol ve su ortami igin
Tablo 4.2’de verildigi gibi, X, SD ve RSD degerleri ayr1 ayri hesaplanarak

yontemin kesinligi kontrol edilmistir.

Tablo 3.2. Sibutramin i¢in giin-i¢i ve giinler arasi1 kesinlik degerleri (n=6)

Kesinlik Giin-ici Giinler-arasi
Absorbans, Absorbans,

£ | Konsantrasyon Standart RSD Standart RSD
8 4 Ortalama Deger Ortalama Deger
S (ug mL ™) ) Sapma (SD) | (%) ) Sapma (SD) | (%)

5 0,8217 3.10* 0,04 0,8256 1.10? 1,47
=
= 1.10* 0,12 1,2973 1.10% 1,11
5 30 1,2794
S

45 1,8003 3.10* 0,19 1,8262 5.10° 0,27

15 0,6683 3.10* 0,05 0,6748 1.10? 1,56
> 1,1447 5.10™ 0,48 1,1739 1.1072 1,16
» 30

45 1,6777 2.10* 0,10 1,6840 8.1072 0,47

Metanol i¢inde alinan dlgiimlerden, giin-i¢ci RSD’lerin % 0,04-0,19 arasinda, giinler
arast RSD’lerin % 0,27-1,47 arasinda ve su i¢inde ise giin i¢i RSD’lerin % 0,05-0,48,
giinler-aras1 RSD’lerin de % 0,47-1,56 arasinda degistigi tespit edilmistir.
Hesaplanan bu degerlerden metanol i¢in tayin edilebilen en diisiik derisim, yani
miktar tayin limiti olan LOQ degeri, 4 ug ml™ ve tespit sir1 olan LOD ise 1,2 pg
ml™ olarak bulunmustur. Su igin elde edilen LOQ degeri ise 3,6 pg ml™* ve LOD
degeri ise 1,1 pg ml™? olarak tespit edilmistir. Her iki ¢oziicii ortami i¢in giin-i¢i ve
giinler-aras1 RSD degerlerinin oldukea 1yi kesinlikler verdigi oldugu ortaya ¢ikmustir.
Kesinlik tayini i¢in giin-i¢i ve giinler-aras1 ol¢iimlerdeki RSD’lerin < % 10 ve
LOQ’nin de < % 20 olmasi ve ayrica dogruluk icin giinler-aras1 ortalama deger X ,

gercek degerinin £ % 15 iginde ve LOQ’nin de + % 20°den fazla sapmamasi
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kosulunu sagladig: tespit edilmistir. Duyarlilik i¢in ise, giinler-aras1t RSD degerleri
icinde, LOQ’in < % 20 oldugu ve degerlerin kendi aralarinda tekrarlanabilirligi
sagladig da tespit edilmistir.
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Sekil 3.3. Sibutramin i¢in metanol igerisinde alinmig UV spektrumlari (5, 10, 15, 20, 30, 40, 45 ve 50
ug ml™)
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Sekil 3.4. Sibutramin icin su icerisinde alinmig UV spektrumlar1 (5, 10, 15, 20, 30, 40, 45 ve 50 pg
mi™)
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3.1.2. Yontem gelistirme

2 nm’lik bant genisliginde, 200-400 nm dalga boyu aralig: taratilarak metanol ve su
ortaminda ayr1 ayr1 Sibutramin’in UV absorpsiyon spektrumlar1 belirlenmistir. Bu
sartlarda her iki ¢oziicii i¢in de, iyi belirlenen tek bir maksimum absorbans piki
gozlemlenmis ve biitiin spektrumlar alinirken maksimum dalga boylarinda ¢ok fazla
kayma goriilmemistir. Iki ayr1 ¢oziicli i¢in en yilksek absorbansi gdsteren
konsantrasyonlardaki dalga boylari, Amax olarak kabul edilmis ve buna gore biitiin

absorbans 6l¢iimleri, metanol ve su i¢in 224 nm dalga boyunda alinmistir.

3.1.3. Ticari preparatlarda miktar tayini

Tablo 3.3’de, etken maddesi Sibutramin Hidrokloriir Monohidrat olan 15 mg’lik
Reductil adindaki ticari kapsiilden metanol ve su ortaminda hazirlanan standartlardan
elde edilen geri kazanim ve bagil hata verileri kaydedilmistir. Tablo’ya bakildiginda
metanol ve su ortamlarinin her ikisinde de elde edilen geri kazanimlarin oldukga iyi
sonuglar verdikleri goriilmektedir. Tablo 3.4’de ise iki ¢oziicii ortami igin student-t
testi ile kiyaslanmis ve elde edilen istatistiksel verilerden hesaplanan t degerinin
tablodan bulunan t degerinden daha biiyiik oldugu, boylece her iki ¢oziicii ortami

arasinda arasinda fark oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Tablo 3.3. Metanol ve su ortaminda Sibutramin igeren ticari kapsiillerden elde edilen geri kazanim

degerleri (n=6)

Metanol Su
Bilinen Bulunan ] Bulunan .
Dogruluk Geri Dogruluk Geri
Ortalama Ortalama Ortalama
Bagil hata* | Kazamm** Bagil hata* | Kazamm**
Kons. Kons. %) %) Kons. %) %)
0 (o] (0] 0
(ng mi™) (ng mi™) (ng ml™)
15 14,34 -4,39 95,60 14,33 -4,46 95,54
30 29,66 -1,13 98,86 28,43 -5,22 94,78
45 44,40 -1,32 98,67 44,07 -2,04 97,95

*Bagil Hata = Bulunan miktar-Bilinen miktar / Bilinen miktar x 100 **Geri kazanim = Bulunan miktar / Bilinen miktar x 100
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Tablo 3.4. Metanol ve su ortaminda Sibutramin igeren ticari preparatlar igin elde edilen istatistiksel

degerlendirmeler (¢=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

Istatistiksel Degerler Metanol Su t-testi
Deneme SayISI (n) 6 6 ttablo thesaplanan
Ortalama Verim
— 0,7856 0,6385
(X, %)
Standart sapma
0,0105 0,0076
(SD) 223 | 314
Bagil Standart sapma
1,3401 1,1871
(RSD, %)
Standart Hata* 0,0043 0,0031

*Standart hata = Standart sapma / \/ﬁ

Sekil 3.5 ve 3.6’da metanol ve su ortaminda 45 pg

numunesinin UV spektrumlari goriilmektedir.
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Sekil 3.6. Su igerisinde 45 pg ml lik ticari sibutramin numunesinin UV spektrumu

3.1.4. Coziiciilerin etkKisi

Metanol ve su olmak tizere iki farkli ¢oziicii ile ¢alisildigindan, her ikisi i¢inde tim
spektrumlarin  yaklagik 224 nm’de maksimum dalga boylar1 gdsterdikleri
gozlenmistir. Su, metanole gore daha polar bir ¢oziicli oldugundan dolayr ayrintili
yapilar goziikmemis ve daha genis spektrumlar vermistir. Metanoliin polaritesi sudan
daha diistik ve dipol-dipol ve dielektrik etkilesmeleri olmadigindan dolayi, ince

yapilar daha ayrintili goriilebilmistir.
3.2. Tiirev Spektroskopisinden Elde Edilen Sonuclar
3.2.1. Yontemin validasyonu

Sibutraminin birinci ve ikinci tiirev UV spektrumlarinin standart kalibrasyon egrileri,
her iki ¢dziicii ortami i¢in konsantrasyonlara kars1 bulunan tiirev absorbans degerleri
isaretlenerek elde edilmistir. Sonuglar, lineer regresyon yontemi ile analiz edilmis ve
biitiin kalibrasyon egrileri, 5-50 ug ml™’lik konsantrasyon aralig: icerisinde, oldukca
iyi bir lineerlikler gostermistir. Metanol ortaminda birinci ve ikinci tiirev igin ¢izilen
kalibrasyon egrilerinden elde edilen regresyon esitlikleri, regresyon katsayilari ve

RSD degerleri Tablo 3.5’de verilmistir.
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Tablo 3.5. Metanol ortaminda Sibutramin numuneleri i¢in Tirev Spektroskopisinden elde edilen

kalibrasyon egrisi parametreleri (5-50 pg ml™ araliginda) (n=6)

Minimum
Regresyon Katsayisi RSD
Parametreler pik degeri Regresyon Esitligi ,
(r) (%)
(2, nm)
Birinci Tiirev 230 y=0,0047x+0,0076 0,9996 0,12-2,30
Ikinci Tiirev 232 y=0,0013x-0,0025 0,9996 0,26 — 6,82
Maksimum
pik degeri Regresyon Katsayisi RSD
Parametreler Regresyon Esitligi )
(% nm) (r) (%)
Birinci Tiirev 217 y=0,0012x-0,0045 0,9997 1,24-2,80
Ikinci Tiirev 223 y=0,0006x+0,0059 0,9999 0,90-3,00

Tablo 3.5’de gortldigi gibi, bu iki tiirev spektrofotometrik yontemde de, oldukga
biiylik regresyon katsayilari (r* > 0,9900) ve % 0,12-6,82 arasinda degisen oldukca
iyi RSD degerleri elde edilmistir. Kalibrasyon egrileri karsilastirilarak, regresyon
katsayisi en biiylik olan ve dolayisi ile kalibrasyon egrisinin egimi de daha biiyiik
olan degerler (yani 217 ve 223 nm’deki degerler) daha hassas olacaklarindan tercih
edilmislerdir. Metanol ortaminda, birinci tiirev spektrofotometrisi igin hassasiyetin
daha fazla oldugu 217 nm’de LOQ degeri 3,16 ug ml™ ve LOD degeri ise 0,95 ug
ml™ olarak tespit edilmistir. Ikinci tiirev spektrofotometrisi i¢in de hassasiyetin daha
fazla oldugu 223 nm’de LOQ degeri 1,82 ug ml™ ve LOD degeri ise 0,54 pg ml™*

olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.7 ve 3.8’°de metanol ortaminda sirasiyla birinci ve ikinci tlirev

spektrumlarindan elde edilen kalibrasyon egrileri goriilmektedir.
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Sekil 3.7. Metanol igerisinde birinci tiirev 217 nm dalga boyu i¢in elde edilmis kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.8. Metanol icerisinde ikinci tiirev 223 nm dalga boyu i¢in elde edilmis kalibrasyon egrisi

Tablo 3.6’da su ortaminda birinci ve ikinci tiirev ¢aligmalari i¢in ¢izilen kalibrasyon
egrilerinden elde edilen regresyon esitlikleri, regresyon katsayilari ve RSD degerleri
verilmistir. % 0,30-6,07 arasinda degisen oldukg¢a iyi RSD degerleri bulunmus ve
boylelikle RSD’lerin <% 10 olmasi sartt da saglanmistir. Kalibrasyon egrileri
karsilagtirilarak, regresyon katsayisi en biiyiikk olan ve dolayisi ile kalibrasyon
egrisinin egimi de daha biiyiik olan degerler (yani 217 ve 223 nm’deki degerler) daha

hassas olacaklarindan tercih edilmislerdir. Su ortaminda, birinci tlirev
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spektrofotometrisi igin hassasiyetin daha fazla oldugu 217 nm’de LOQ degeri 2,69
ng ml* ve LOD degeri ise 0,81 pg ml? olarak bulunmustur. ikinci tiirev
spektrofotometrisi i¢in de hassasiyetin daha fazla oldugu 223 nm’de, LOQ degeri
2,58 ug ml™ ve LOD degeri ise 0,77 pg ml™ olarak bulunmustur.

Tablo 3.6. Su ortaminda Sibutramin numuneleri igin Tirev Spektroskopisinden elde edilen

kalibrasyon egrisi parametreleri (5-50 pg ml™ arahginda) (n=6)

Minimum Regresyon RSD
Parametreler pik degeri Regresyon Esitligi Katsayisi (%)
(o]
(h, nm) (r’)
Birinci Tiirev 230 y=0,0047x+0,0006 0,9996 0,30 -2,63
ikinci Tiirev 232 y=0,0012x+0,0002 0,9996 0,65-6,07
Maksimum Regresyon
RSD
Parametreler pik degeri Regresyon Esitligi Katsayisi (%)
o
(3, nm) ()
Birinci Tiirev 217 y=0,0018x-0,0001 0,9998 0,55-2,29
ikinci Tiirev 223 y=0,0007x+0,0031 0,9998 0,36 —1,98
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Sekil 3.9. Su igerisinde birinci tiirev 217 nm dalga boyu i¢in elde edilmis kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.10. Su igerisinde ikinci tiirev 223 nm dalga boyu i¢in elde edilmis kalibrasyon egrisi

Sekil 3.9 ve 3.10°da su ortaminda sirastyla birinci ve ikinci tiirev spektrumlarindan
elde edilen kalibrasyon egrileri goriilmektedir.

Sekil 3.11°de metanol i¢inde 45 pg ml™lik konsantrasyonda elde edilen birinci tiirev
egrisinde, 217 nm’de maksimum bir pik degeri, 230 nm’de minimum bir pik degeri
ve Sekil 3.12°de metanol iginde yine 45 pg ml™lik konsantrasyonda elde edilen
ikinci tiirev egrisinde de, 223 nm’de maksimum pik degeri, 232 nm’de ise bir

minimum pik degeri gozlemlenmistir. Yine Sekil 3.13’de su iginde 45 pg ml™lik
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konsantrasyonda elde edilen birinci tiirev egrisinde, 217 nm’de maksimum bir pik
degeri, 230 nm’de minimum bir pik degeri ve yine Sekil 3.14’de su icerisinde 45 pg
mi™lik konsantrasyonda elde edilen ikinci tiirev egrisinde de, 223 nm’de maksimum

pik degeri, 232 nm’de ise bir minimum pik degeri gozlemlenmistir.
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Sekil 3.11. Metanol ortanunda sibutramin standartlari i¢in alinmus 1. tiirev spektrumu (45 pg ml™)
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Sekil 3.12. Metanol ortamunda sibutramin standartlari igin alinmis 2. tiirev spektrumu (45 pg ml™)
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Sekil 3.13. Su ortaminda sibutramin standartlar1 i¢in alinnus 1.tirev spektrumu (45 pg ml™)
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Sekil 3.14. Su ortamunda sibutramin standartlari i¢in alinmus 2.tiirev spektrumu (45 pg ml™)

Metanol ve su ortaminda, 15, 30 ve 45 pg ml™’lik Sibutramin konsantrasyonlari, 3

farkli giinde ve bir giin i¢inde 6 kez analiz edilerek giin-i¢i ve gilinler-aras1 kesinlik,

dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri de belirlenmistir. Birinci ve ikinci tiirevler

icin elde edilen veriler, Tablo 3.7, 3.8, 3.9 ve 3.10’da goriilmektedir. Elde edilen
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biitiin veriler, gelistirilen yontemin iyi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu ve her
iki ¢oziicii ortami igin elde edilen RSD degerleri arasinda farklar oldugunu
gostermistir. Hem metanol hem de su i¢in bulunan tiim RSD degerlerinin % 3,63 ’den
daha diisiik oldugu ve bu tablolardan genellikle su igerisindeki RSD kesinlik
degerlerinin metanol igerisindeki RSD degerlerinden daha kiigiik oldugu da tespit

edilmistir.

Tablo 3.7. Metanol ve su ortaminda, Sibutramin i¢in 217 nm’de Birinci Tiirev UV Spektroskopisi

yonteminden elde edilen giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik degerleri (n=6)

Birinci Tiirev Giin-ici Giinler-arasi
Ortalama | Standart Ortalama | Standart
Konsantrasyon RSD RSD
Ortam . Absorbans | Sapma Absorbans | Sapma
(ug ml ™) , (%) (%0)
Degeri (X) (SD) Degeri (X) (SD)
15 0,0139 3.10* 2,27 0,0131 4.10" 3,63
S
= 30 0,0316 7.10" 2,28 0,0315 5.10" 1,60
B
S
45 0,0489 6.10* 1,24 0,0483 4.10" 1,03
A 0,0279 A
15 0,0272 6. 10" 2,19 9.10° 3,30
3 30 0,0543 9.10™ 1,71 0,0547 9.10* 1,55
45 0,0807 4.10* 0,56 0,5579 8.10* 0,83
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Tablo 3.8. Metanol ve su ortaminda, Sibutraminin 230 nm‘de Birinci Tirev UV Spektroskopisi

yonteminden elde edilen giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik degerleri (n=6)

Birinci Tiirev Giin-ici Giinler-arasi
Ortalama Standart Ortalama Standart
Konsantrasyon RSD RSD
Ortam L Absorbans Sapma Absorbans Sapma
(ug ml ™) (%) (%)
Degeri (X) (SD) Degeri (X) (SD)
15 0,0784 1.10* 0,7845 7.10* | 0,94
0,90
5
g
g 30 0,1470 3.10° 1,83 0,1468 7.107 1,96
45 0,2205 2.10°% 1,00 0,2145 2.10° | 0,97
15 0,06715 9.10* 0,81 0,0668 6.10* | 0,90
= 30 0,1396 2.10™ 0,17 0,1314 3.10° 1,77
45 0,2117 6.10" 0,31 0,2123 4.10° |1,03
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Tablo 3.9. Metanol ve su ortaminda, Sibutraminin 223 nm‘de Ikinci Tiirev UV Spektroskopisi

yonteminden elde edilen giin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik degerleri (n=6)

ikinci Tiirev Giin-i¢i Giinler-arasi
Ortalama | Standart Ortalama
Konsantrasyon RSD Standart RSD
Ortam 1 Absorbans | Sapma Absorbans
(ng ml ™) (%) Sapma (SD) | (%)
Degeri (X) (SD) Degeri (X)
15 0,0155 2.10* | 1,63 0,0151 3.10° 0,17
©
g
g 30 0,0252 4.10% | 1,77 0,0250 1.10* 0,69
45 0,0350 3.10* | 0,95 0,0341 1.10* 0,49
15 0,0141 2.10™ 1,88 0,0140 7.10° 0,53
3 30 0,0245 2.10* 1,16 0,0244 2.10™ 0,99
45 0,03548 2.10° 0,81 0,0352 3.10* 0,30
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Tablo 3.10. Metanol ve su ortaminda, Sibutraminin 232 nm‘de ikinci Tiirev UV Spektroskopisi

yonteminden elde edilen giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik degerleri (n=6)

ikinci Tiirev Giin-i¢i Giinler-arasi
Ortalama | Standart Ortalama
Konsantrasyon RSD Standart RSD
Ortam 1 Absorbans | Sapma Absorbans
(ngml ™) (%) Sapma (SD) | (%)
Degeri (X) (SD) Degeri (X)
15 0,0175 410" | 2,69 0,0173 2.0 1,66
)
g 30 00358 | 9.10° | 026 0,0353 210 0,83
(<5}
=
45 0,0561 3.10% | 0,68 0,0566 2.10" 0,48
15 0,0168 2.10% | 1,35 0,0167 2.10™ 1,65
>
@ 30 4 0,0347 3.10* 1,00
0,0347 2.10 0,65
45 0,0522 9.10* 0,37 0,0539 7.10" 0,46

3.2.2. Yontem gelistirme

Sibutraminin biitiin UV absorpsiyon tiirev spektrumlari (1. ve 2. Tiirev) 200-400 nm

dalga boyu araligi ve 2 nm’lik bant genisligi yerine, 5 nm’lik bant genisliginde

alinmis ve hem metanol ve hem de su ortaminda iyi belirlenmis tek bir maksimum

pik gozlemlenmistir. Her iki ¢6ziicli ortami igin biitiin spektrumlarin maksimum

dalga boyunda (224 nm) hemen hemen higbir kayma goriillmemistir. Sibutramin igin

tirev spektroskopisiyle miktar tayini yapilmasinin tercih edilmesinin sebebi ise, pik

sekillerinin 1y1 belirlenmesi ve olas1 safsizliklarin giderilmesi i¢indir.
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Sekil 3.15. Sibutramin i¢in metanol igerisinde alinmig 1.Tiirev UV spektrumlan (5, 10, 15, 20, 30,
40, 45 ve 50 pg ml™)
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Sekil 3.16. Sibutramin i¢in metanol igerisinde alinmig 2.Tiirev UV spektrumlar (5, 10, 15, 20, 30,
40, 45 ve 50 pg ml™)
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Sekil 3.17. Sibutramin i¢in su igerisinde alinmig 1.Tiirev UV spektrumlar (5, 10, 15, 20, 30, 40, 45
ve 50 pg ml™)
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Sekil 3.18. Sibutramin igin Su igerisinde alinmis 2.Tirev UV spektrumlari (5, 10, 15, 20, 30, 40, 45
ve 50 pg ml™)
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3.2.3. Ticari preparatlarda miktar tayini

Tablo 3.11 ve 3.12°de, etken maddesi Sibutramin Hidrokloriir Monohidrat olan 15
mg’lik Reductil adindaki ticari kapsiiller eklenen numuneler i¢in maksimum ve
minimum dalga boylarinda (217 ve 230 nm’de), metanol ve su ortaminda hazirlanan
standartlarla 1. ve 2. Tiirev UV-spektroskopik yontemden elde edilen bagil hata ve
geri kazanimlar verilmistir. Tablolara bakildiginda, genellikle su ortaminda elde
edilen ortalama geri kazanimlarin, metanol ortaminda elde edilenlerden daha biiyiik
oldugu goriilmektedir. Ayrica veriler t- testi ile degerlendirilmis ve her iki ¢oziicii
ortami i¢in elde edilen veriler arasinda farkliliklar oldugu da tespit edilmistir (Bkz.

Tablo 3.13 ve 3.14).

Tablo 3.11. Ticari kapsiillerden eklenen numuneler i¢in 1.Tirev UV-spektroskopik yontemden elde

edilen geri kazanim degerleri (n=6)

217 nm Metanol Su
Bilinen Bulunan ] Bulunan )
Dogruluk Geri Dogruluk Geri
Ortalama Ortalama Ortalama
Bagil hata | Kazamim Bagil hata | Kazamim
Kons. Kons. %) %) Kons. %) %)
0 0 0 (0]
(ng ml™) (ng ml?) (ng ml?)
15 13,06 -12,95 87,05 13,93 7,27 92,85
30 26,17 -12,66 87,24 27,67 -7,79 92,25
45 43,99 -2,24 97,76 40,93 -8,99 90,96
230 nm Metanol Su
Bilinen Bulunan ) Bulunan .
Dogruluk Geri Dogruluk Geri
Ortalama Ortalama Ortalama
Bagil hata | Kazamim Bagil hata | Kazamim
Kons. Kons. %) %) Kons. (%) %)
(0] 0 (o] (0]
(ng ml™) (ng ml?) (ng ml™?)
15 14,10 -5,99 94,03 16,10 7,37 107,32
30 28,97 -3,40 96,58 30,19 0,63 100,63
45 41,78 7,17 92,85 44,53 -1,03 98,96

Ayrica elde edilen tim % RSD degerlerine baktigimizda, genellikle su ortaminda
elde edilen kesinlik (% RSD) degerlerinin metanol ortaminda elde edilenlerden daha

kiiclik dolayisiyla daha kesin oldugu goriilmektedir.
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Tablo 3.12. Ticari kapsiillerden eklenen numuneler igin 2.Tiirev UV-spektroskopik yontemden elde

edilen geri kazanim degerleri (n=6)

223 nm Metanol Su
Bilinen Bulunan . Bulunan .
Dogruluk Geri Dogruluk Geri
Ortalama Ortalama Ortalama
Bagil hata Kazamim Bagil hata Kazamm
Kons. Kons. %) %) Kons. %) %)
0 0 0 0
(ng ml™) (ng mI™) (ng mI™)
15 12,95 -13,66 86,34 13,67 -8,70 91,15
30 24,68 -17,73 82,27 25,19 -16,02 83,98
45 38,51 -14,62 85,57 40,01 -10,94 88,92
232 nm Metanol Su
Bilinen Bulunan . Bulunan .
Dogruluk Geri Dogruluk Geri
Ortalama Ortalama Ortalama
Bagil hata Kazamim Bagil hata Kazamim
Kons. Kons. (%) (%) Kons. (%) (%)
(1] 0 (1] 0
(ng ml™) (ng ml™?) (ng ml™?)
15 12,68 -15,35 84,56 12,33 -17,94 82,18
30 25,17 -16,20 83,89 25,50 -14,98 85,01
45 36,97 -17,98 82,16 41,96 -6,74 93,26

Tablo 3.11 ve 3.12’de goriildiigii gibi yapilan analizler sonucu, % 82,16-107,32

arasinda degisen geri kazanim yiizdelerine sahip degerler bulunmustur.

Tablo 3.13. Metanol ve su ortaminda 217 nm’de Sibutramin igeren ticari preparatlar igin 1.tiirev

spektroskopi ile elde edilen istatistiksel veriler (¢=0,05, % 95 giivenle) (N=6)

istatistiksel Degerler Metanol Su t-testi
Deneme Sayisi (n) 6 6 Liablo thesaplanan
Ortalama Verim!
_ 0,0122 0,0253
(X, %)
Standart sapma
5 0,0003 0,0003
(SD) 2,23 3,16
Bagil Standart sapma
2,35 1,05
(RSD, %)
Standart
0,0001 0,0001
Hata
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Tablo 3.14. Metanol ve su ortaminda 223 nm’de Sibutramin igeren ticari preparatlar igin 2. tiirev

spektroskopi ile elde edilen istatistiksel veriler (¢=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

Istatistiksel Degerler Metanol Su t-testi
Deneme Say151 (n) 6 6 Ttablo thesaplanan
Ortalama Verim!

_ 0,0115 0,0129
(X, %)
Standart sapma
0,0003 0,0002
(SD) 2,23 2,96
Bagil Standart sapma
3,01 1,80
(RSD, %)
Standart . 5
1,0.10- 9,4.10°
Hata (%)

Tablo 3.13 ve 3.14’de gorildigi gibi, metanol ve su ortamina sibutramin igeren
ticari kapsiilden ilave edilmis ve 1.tiirev ve 2.tlirev spektroskopisi ile elde edilen geri
kazanim degerlerine istatistiksel t-testi uygulanmistir. Metanol ortaminda, birinci
tirev spektrofotometrisi i¢in hassasiyet 217 nm’de, ikinci tiirev spektrofotometrisi
icin de hassasiyet (kalibrasyon egrisinin egimi de daha biiyiikk oldugundan) 223
nm’de daha fazla oldugundan istatistiksel t-testi sadece bu dalga boylarinda
yapilmistir. Elde edilen sonuglara baktigimizda, metanol ve su ortamindaki

sonuclarin birbirinden oldukea farkli oldugu sonucu ¢ikarilmistir.

3.3. HPLC Yontemi ile Elde Edilen Bulgular

3.3.1. Yontemin validasyonu

Bu c¢alismada, dogrudan kalibrasyon yonteminin yani sira, internal (i¢) standart
yontemi ve standart ekleme yontemleri de kalibrasyon yontemleri olarak
kullanilmistir. Sibutraminin 5-30 pg ml™ konsantrasyon araliginda, 6 farkli standart
¢ozeltisi kullanilarak, her bir standarda 1’er ml (15 pg ml™) Donepezil internal
standart ilavesiyle tiim standart ¢6zeltileri mobil faz karisimi igerisinde (90:10,
metanol:asetonitril) hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Sibutramin/Donepezil

pik egrileri altinda kalan alan oranlarina karsi, standart konsantrasyonlari grafik
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edilerek, kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu yontem ile LOQ 4,45 ve LOD ise

1,33 pg ml™ olarak bulunmustur.
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Sekil 3.19. Sibutramin / Internal standart miktarlari icin hazirlanmis kalibrasyon egrisi

Bu egrilerden standart ¢ozeltiler i¢in regresyon analizi ile elde edilen dogru
denklemleri ve regresyon katsayilar1 hesaplanip, oldukga iyi lineerlikler sagladiklar
gortilmiistiir (Bakiniz Tablo 4.15).

Tablo 3.15. internal standart analiz yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrisi degerleri (1 ml internal

standart ¢ozeltisi ilavesiyle)

Standart ¢ozelti . ] . Regresyon Standart
Sibutramin/Donepezil | Regresyon
konsantrasyonlari Katsayisi Sapma
alanlan Esitligi )
(ng/ml) (r) (SD)
5 0,2037
10 0,4387
15 0,6886 y=0,0455x —
0,9985 0,0202

20 0,8955 0,012
25 1,1439
30 1,3301

Ayrica, Sibutraminin 5-30 pg ml™ konsantrasyon araliginda, 9 farkli standart
kullanarak da, her bir standarda 1’er ml Donepezil internal standart ilavesiyle tiim

geri kazanim standart ¢Ozeltileri, mobil faz karisimi igerisinde (90:10,
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metanol:asetonitril) hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Sibutramin/Donepezil

pik egrileri altinda kalan alan oranlarina karsi, geri kazanim konsantrasyonlar: grafik

edilerek, yeni bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu yontem ile LOQ 4,43 ve

LODise 1,33 ug ml™ olarak bulunmustur.
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Sekil 3.20. Sibutramin / internal standart geri kazanim miktarlari i¢in hazirlanmig kalibrasyon egrisi

Bu egrilerden standart geri kazanim ¢ozeltileri igin regresyon analizi ile elde edilen

dogru denklemleri ve regresyon katsayilari hesaplanip, oldukga iyi lineerlikler

sagladiklar goriilmiistiir (Bkz. Tablo 3.16).

Tablo 3.16. Internal standart analiz yontemi ile elde edilen geri kazamim kalibrasyon egrisi degerleri (1

ml internal standart ¢ozeltisi ilavesiyle)

Standart ¢ozelti ] . ) Regresyon | Standart
Sibutramin/Donepezil Regresyon
konsantrasyonlari Katsayisi Sapma
Alanlar Esitligi 5
(ng/ml) (®) (SD)

5 0,2328
7,5 0,4099
10 0,4717
12,5 0,5866

15 0,6942 y =0,0440x + 0,0405 0,9973 0,0195
17,5 0,8128
20 0,9269
25 1,1537
30 1,3472
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Tablo 3.17°da goriildigii iizere, 5-30 ug ml™ araligindaki 9 farkli konsantrasyonda
internal standart ilave edilmis standartlardan oldukg¢a iyi geri kazanimlar elde

edilmistir.

Tablo 3.17. internal Standart Analiz Yéntemi ile elde edilen geri kazamim degerleri (1 ml internal

standart ¢ozeltisi ilavesiyle)

Katilan Bulunan Dogruluk Geri
Kons. Kons. Bagil hata Kazamm
(ng ml™) (ng ml™) (%) (%)
5 5,65 13,00 113,04
7,5 8,61 14,80 114,84
10 10,66 6,60 106,61
12,5 13,06 4,48 104,46
15 14,85 -1,00 99,03
17,5 17,59 0,51 100,50
20 20,04 0,20 100,18
25 24,47 -2,12 97,88
30 30,74 2,47 102,46
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ekil 3.21. Metanol ¢oziicii ortaminda geri kazamm standartlardan 30 pg ml™" e ait kromatogram (15
g ug g

png ml™ Donepezil ilavesiyle)
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3.3.2. Yontem gelistirme

Kromatografik  ayirimin  iyilestirilmesi  i¢cin ~ kromatografik  kosullarin
optimizasyonuna gerek duyulmaktadir. Bu maksatla, ¢esitli 6n denemeler yapilmis
ve gelistirilen yontem icin en uygun sartlar belirlenmistir. DAD dedektoriin oldukca
yiiksek etkili tarama avantajlarindan faydalanarak, biitin UV bolge taratilip,
Sibutraminin maksimum absorbans gosterdigi 224 nm dalga boyunda hem
Sibutramin hem de internal standart i¢in en uygun kromatogramlar alinmistir. HPLC-
DAD sisteminde, optimum kosullar belirlendikten sonra, standartlarin ayri ayr

kromatogramlar1 alinmigtir.

Alikonma zamani (RT) oldukg¢a ge¢ gelince, akis hizi arttirilmistir. Bu durumda da
pikler genislemis ve RT azalmistir. Daha sonra en uygun akis hizinin 1 ml/dk olmasi
uygun gorilmiistiir. Pik yiikseklikleri akis hizindan etkilenmemis, fakat pik alanlari
etkilenmistir. Enjeksiyon hacmi olarak 15 ul’den daha fazla miktarda ¢6ziicii sisteme
enjekte edildiginde, pikler genislemis ve dik pikler vermemistir. Konsantrasyon
arttikga pik seklinden etkilenmeyen RT’ler de sola dogru az bir miktar kayma

gozlemlenmistir.

Mobil faz kombinasyonu 50:50 (metanol-asetonitril) oldugunda, pikler yayvan, silik
ve ¢ok gec gelmistir. Yani, metanol azaldikga, pik goriiniirliigii kaybolmustur. Mobil
faz kombinasyonu 60:40 alindiginda ise pikler yine yayvan gelmistir. Cesitli tampon
¢ozelti (0,002-0,005 M’lik fosfat tamponu) ve pH kombinasyonlari (pH 3-6 arasinda)
denenmesine ragmen diizgiin pik sekilleri goriilmemistir. Kolonda tikanmalara sebep
olabileceginden, cok yiiksek konsantrasyonlarda tampon ¢ozelti hazirlanmasindan
ozellikle kaginilmistir. Metanol-su ve asetonitril-su karisimlari denendiginde ise
diizgiin bir pik sekline rastlanilmamistir. En uygun mobil faz kombinasyonu olarak
90:10 oranindaki karisim, daha dik pik, daha uygun RT ve olduk¢a diizgiin bir
baseline verdigi i¢in tercih edilmistir. Standartlar i¢in metanol-asetonitril ¢oziicii
ortamindaki pikler, sadece metanol icerisinde hazirlanan insan plazmasindakilerden

daha diizgiin gelmistir. Kolon firin sicakligi ise 25 OC olarak alimustir.
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Dogrudan kalibrasyon yonteminin yani sira, internal (i¢) standart yontemi ve standart
ekleme yontemleri de kalibrasyon ydntemleri olarak kullanilmustir. internal standart
analiz yonteminde, standart ve numune ¢oOzeltilerinin her birine dikkatle 1’er ml
internal standart ¢ozeltiden eklenmis ve yiiksek kesinlikler elde edilmistir. Boylelikle
numune enjeksiyonu, akis hizi ve kolon sartlarindaki degismelerle olusan

belirsizlikler en aza indirilmistir.
3.3.3. Ticari preparatlarda miktar tayini

Ticari kapsiil numuneleri, etken maddesi Sibutramin Hidrokloriir Monohidrat olan 15
mg’lik Reductil ticari kapsiiliinden mobil faz igerisinde 15 ug ml™ olacak sekilde,
igerisine 1’er ml internal standart ilave edilerek (6 kez tekrar edilerek) hazirlanmustir.
Elde edilen kesinlik ve tekrarlanabilirlik degerleri olan SD, RSD ve % Geri

kazanimlar Tablo 3.18’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.18. Ticari kapsiilden elde edilen degerler (1 ml internal standart ¢ozeltisi ilavesiyle)

Sibutramin/Donepezil Alanlari
(15 pg mI™)

0,705874
0,840733
0,731905
0,712523
0,696156
0,682371

Ortalama Alan 0,7282

Standart Sapma (SD) 0,058

Bagil Standart Sapma

(% RSD) 790

Bulunan

Konsantrasyon 15,43

(ng ml™)

Geri Kazanim (%) 102,87
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Sekil 3.22. Ticari kapsiilden elde edilen 15 pg ml™ ‘lik kromatogram
3.3.4. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuclar

Sibutramin stok ¢ozeltisinden 2,5-5,7,5-10 ve 12,5 pg ml? olacak sekilde 5 ayr
miktar alinarak, ticari kapsiil stok ¢ozeltisinden de 2,5-5,7,5-10 ve 12,5 ug mi™?
olacak sekilde iizerlerine ilave edilmis ve hepsinin toplam 15 pg mI™lik standartlar
olmasi saglanmistir. Ayrica yine aym numunelerin her birine 1’er ml (15 pg ml™)
internal standart ¢ozeltisinden de ilave edilmistir. Katilan Sibutramin standartlari ile
birlikte katilan kapsiil standartlarindan elde edilen geri kazanim, SD ve RSD

degerleri Tablo 3.19°da goriilmektedir.



Tablo 3.19. Standart ekleme yoéntemi

ilavesiyle)
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ile elde edilen degerler (1 ml internal standart ¢ozeltisi

Katilan Katilan Bulunan Geri
eri
Sibutramin Kapsiil Toplam
Kazanim
Standardi Kons. Kons.
1 1 1 (%)
Kons. (ugml™) | (ugml”) | (ngml”)
2,5 12,5 15,38 102,54
5 10 15,17 101,10
75 7,5 15,23 101,54
10 5 15,39 102,60
12,5 2,5 15,61 104,08
Ortalama Geri Kazanim (%) 102,37
Bulunan Ortalama Kons. (ug ml™) 15,36
Standart Sapma (SD) 0,049
Bagil Standart Sapma (% RSD) 6,98
mAU __
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Sekil 3.23. Standart ekleme yonteminden elde edilen 15 pg ml™ ‘lik kromatogram

3.4. Plazma Ortaminda Elde Edilen Bulgular

3.4.1. Yontemin validasyonu

5-30 pg ml™ konsantrasyon araliginda, 6 farkli standart kullanilarak, insan

plazmasinda (in vitro olarak) her bir standarda 1’er ml Donepezil internal standart

ilavesiyle tiim Sibutramin standart ¢ozeltileri metanol igerisinde hazirlanmig (spike
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yontemi ile) ve HPLC ile analiz edilmistir. Sibutramin/Donepezil pik egrileri altinda
kalan alan oranlarina karsi, konsantrasyonlar grafik edilerek, kalibrasyon egrisi

olusturulmustur. Bu yontem ile LOQ 4,21 ve LOD ise 1,26 pg ml” olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.24. Insan plazmasinda metanol ¢dziicii ortaminda Sibutramin standartlarindan hazirlanmis

kalibrasyon egrisi

Plazmada Sibutramin standart ¢ozeltileri i¢in regresyon analizi ile elde edilen bu
egrilerden, dogru denklemleri ve regresyon Kkatsayilari bulunup hesaplanmis ve

oldukga iyi sonuglar elde edinmistir (Bkz. Tablo 4.20).

Tablo 3.20. insan plazmasinda internal standart analiz ydntemi ile elde edilen kalibrasyon egrisi

degerleri (1 ml internal standart ¢6zeltisi ilavesiyle)

Standart ¢ozelti ] . ) Regresyon | Standart
Sibutramin/Donepezil

konsantrasyonlari | Regresyon Esitligi | Katsayisi Sapma

alan
(ng/ml) (r’) (SD)

5 0,2158
10 0,4170
15 0,6339

y=0,0405x + 0,0176 | 0,09992 0,0170
20 0,8263
25 1,0440

30 1,2156
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Sekil 3.25. Plazmada hazirlannus kalibrasyon egrisinden elde edilen kromatogram (15 pg ml™)

5-30 pg mlt konsantrasyon araliginda, 9 farkli standart kullamlarak, insan
plazmasinda her bir standarda 1’er ml Donepezil internal standart ilavesiyle
Sibutraminin tiim geri kazanim standart ¢ozeltileri metanol icerisinde hazirlanmis ve
HPLC ile analiz edilmistir. Sibutramin/Donepezil pik egrileri altinda kalan alan
oranlarina karsi, konsantrasyonlar grafik edilerek, kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Bu yéntem ile LOQ 3,29 ve LOD ise 0,99 pg ml™ olarak bulunmustur.

12 A
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z 08 A
A
g
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«r
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.26. Insan plazmasinda geri kazanimlar igin Sibutramin standartlarindan hazirlanmig
kalibrasyon egrisi
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Bu egrilerden standart geri kazanim ¢dzeltileri igin regresyon analizi ile elde edilen
dogru denklemleri ve regresyon Katsayilar1 hesaplanip oldukca iyi lineerlikler
sagladiklar1 goriilmistiir (Bkz. Tablo 3.21).

Tablo 3.21. Insan plazmasinda internal standart analiz yontemi ile elde edilen geri kazanim

kalibrasyon egrisi degerleri (1 ml internal standart ¢ozeltisi ilavesiyle)

Standart c¢ozelti ] . . Regresyon | Standart
Sibutramin/Donepezil Regresyon
konsantrasyonlari Katsayisi Sapma
Alanlari Esitligi 5
(ng/ml) (r) (SD)

5 0,2473
7,5 0,3411
10 0,4569
12,5 0,5453

15 0,6249 y =0,0385x + 0,0566 0,9978 0,0129
17,5 0,7276
20 0,8067
25 1,0343
30 1,2343

Tablo 3.22°de de gorildigi iizere, 5-30 pg ml? araligindaki 9 farkh
konsantrasyonda internal standart ilave edilmis Sibutramin standartlarindan oldukga

iyi geri kazanimlar (% 91,31-114,81) elde edilmistir.
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Tablo 3.22. Plazmada internal standart analiz yontemi ile elde edilen geri kazanim degerleri (1 ml

internal standart ¢cozeltisi ilavesiyle)

Katilan Bulunan Dogruluk Geri
Kons. Kons. Bagil hata Kazamm
(ng mI™) (ng mI™) (%) (%)
5 5,74 14,80 114,81
7,5 8,36 11,47 111,53
10 10,56 5,60 105,58
12,5 13,07 4,56 104,57
15 13,70 -8,67 91,31
17,5 16,26 -7,09 92,94
20 20,01 0,05 100,03
25 24,02 -3,92 96,08
30 28,13 -6,23 93,75

3.4.2. Ticari preparatlarda miktar tayini

Ticari kapsiil numuneleri, etken maddesi Sibutramin Hidrokloriir Monohidrat olan 15
mg’hik Reductil ticari kapsiilinden plazma igerisinde 15 pg ml™ olacak sekilde
igerisine 1’er ml internal standart ilave edilerek (6 kez tekrar edilerek) hazirlanmistir.
Elde edilen kesinlik ve tekrarlanabilirlik degerleri olan SD, RSD ve % Geri kazanim
olarak Tablo 3.23’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.23. Plazmada ticari kapsiilden elde edilen degerler (1 ml internal standart ¢ozeltisi ilavesiyle)

Sibutramin/Donepezil Alanlar
(15 pg mI™)
0,6593
0,6523
0,6676
0,6537
0,6439
0,6631
Ortalama Alan 0,6566
Standart Sapma (SD) 0,0085
Bagil
Standart Sapma 1,29
(% RSD)
Bulunan
Konsantrasyon 14,32
(ng mI™)
Geri Kazanim (%) 95,48
mAU
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Sekil 3.27. Plazmada ticari kapsiilden elde edilen 15 pg ml™ ‘lik kromatogram
3.4.3. Standart ekleme yontemi ile elde edilen sonuglar

Plazma icerisinde, Sibutramin stok ¢dzeltisinden 2,5-5,7,5-10 ve 12,5 ug ml™ olacak
sekilde 5 ayr1 miktar alinarak, ticari kapsiil stok ¢ozeltisinden de 2,5-5,7,5-10 ve 12,5

ng ml™ olacak sekilde iizerlerine ilave edilmis ve hepsinin toplam 15’er ug ml™’lik
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standartlar olmasi saglanmistir. Ayrica yine ayni numunelerin her birine 1’er ml (15
ug ml™?) internal standart ¢ozeltisinden de ilave edilmistir. Katilan sibutramin
standartlar ile birlikte katilan kapsiil standartlarindan elde edilen geri kazanim, SD
ve RSD degerleri Tablo 3.24°de goriilmektedir. Tablo 3.25°de ise 15 pg ml™lik
ticari kapsiilden mobil faz ¢o6ziicii ortaminda ve plazmada hazirlanmis 6 farkl
numunenin istatistiksel olarak student-t testi ile karsilagtirmalar1 yapilmistir. t-testine

gore iki yontem arasinda olduk¢a 6nemli bir fark yoktur.

Ayrica Tablo 3.26’da goriildiigii tizere, UV ve HPLC yontemleriyle ticari preparatlar
icin (15 pg ml'l) elde edilen veriler t-testi ile kiyaslanmistir. twaplo degeri, thesaplanan
degerinden biiyiik oldugu i¢in iki yontem arasinda dnemli bir fark olmadigi sonucuna

varilmistir (0=0,05, % 95 giivenle) (n=6).

Tablo 3.24. Plazmada standart ekleme yontemi ile elde edilen degerler (1 ml internal standart ¢6zeltisi

ilavesiyle)
Katilan Katilan Bulunan )
. . Geri
Sibutramin Kapsiil Toplam
Kazanmim
Standardi Kons. Kons.
1 1 1 (%0)
Kons. (ugml”) | (pgml”) | (ngml’)
2,5 12,5 13,79 91,96
5 10 15,04 100,25
75 75 14,50 96,65
10 5 16,15 107,68
12,5 2,5 14,96 99,76
Ortalama Geri Kazanim (%) 99,26
Bulunan Ortalama Kons. (ug ml™) 14,89
Standart Sapma (SD) 0,0382
Bagil Standart Sapma (% RSD) 5,61
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Tablo 3.25. Mobil faz ve plazma ortaminda hazirlanmus ticari preparatlar icin (15 pg ml™) elde edilen

istatistiksel veriler (a=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

. Mobil faz
Istatistiksel
coziicii Plazmada
Degerler
ortaminda
Deneme Sayisi (n) 6 6
Ortalama
_ 0,7283 0,6566
(X, %)
Standart sapma
0,0525 0,0077
(SD)
Bagil Standart
sapma 7,21 1,18
(RSD, %)
Standart
0,0214 0,0032
Hata
t-testi
2,18 (2,23)
thesaplanan (ttablo)

Tablo 3.26. UV ve HPLC ydntemleriyle ticari preparatlar igin (15 pg ml™) elde edilen istatistiksel
veriler (0=0,05, % 95 giivenle) (n=6)

Istatistiksel
uv HPLC
Degerler
Deneme Sayisi (n) 6 6
Ortalama
_ 0,7856 0,7283
(X, %)
Standart sapma
0,0105 0,0525
(SD)
Bagil Standart
sapma 1,34 7,2
(RSD, %)
Standart
0,0043 0,0214
Hata
t-testi
1,91 (2,23)
thesaplanan (ttablo)
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3.4.4. HPLC-DAD yontemi icin elde edilen deneysel parametreler

1 ml/dk akis hizinda, Sibutramin ve Donepezil i¢in piklerin alikonma fonksiyonu
olan kapasite faktori, ks’; 1,824 ve kp’; 0,243, segicilik katsayisi, a: 3,97, kolon
verimliliginin gostergesi olan toplam teorik plaka sayisi, N: 2663, kolonun ayirma
giicii olan rezoliisyon, Rs: 3,07 ve tabaka yiiksekligi, H: 5,63.10° cm olarak tespit

edilmistir.



BOLUM 4. SONUCLAR

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda; istah azaltic1 bir madde olan Sibutraminin
miktar analizine yonelik, UV-spektroskopisi ile ticari kapsiillerde [22, 23, 43, 44],
UV dedektorli HPLC ile tabletlerde ve fare serumunda [28, 31, 33], kiral
kromatografi ile Sibutramin enantiyomerleri i¢in [35], Tandem Mass Spektroskopisi
ile insan plazmasinda [30], LC-ESI-MS ile insan plazmasinda [26, 32], LC-ESI-TMS
ile insan plazmasindaki Sibutraminin metabolitleri i¢in [27, 29] ve idrarda GC-MS
ile ana metabolitler i¢in [24] gibi gesitli yontemler gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalara

ulagilmistir.

Bu calismada ise, Sibutramin etken maddesinin farkli iki ¢oziicii ortamindaki
(metanol ve su) kapsiil dozaj sekillerindeki miktarlarin1 belirlemek i¢in yeni
gelistirilen (Reductil kapsiil, 15 mg) UV ve Tiirev spektroskopisi yontemleri ile yani
sira hem ticari kapsiillerde hem de insan plazmasindaki (in-vitro olarak) miktarlarini
belirlemek ic¢in yeni gelistirilen DAD dedektorli ters-faz HPLC yontemleri,
literatiirde mevcut bulunan bazi zaman alic1 klasik yontemlere uygulanabilmedeki

kulanim kolaylig1 agisindan birer alternatif olusturmustur.

Literatiirde mevcut bulunan insan plazmasinda Sibutraminin miktar tayinine yonelik,
UV dedektorlii Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemlerine ragmen
gelistirilmis olan bu yeni alternatif yontem ile herhangi bir ekstraksiyon islemine
gerek kalmadan olduk¢a yiiksek geri kazanimlar elde edilerek, daha basit, daha
hassas ve daha kisa zamanda analizler gerceklestirilebilmistir. Ayrica bu yeni
alternatif ters-faz HPLC yontemi igin, sabit dalga boylu degil degisken taramali
dalga boylarinda incelemeye miisait bir UV-Vis dedektor kullanim1 (DAD dedektor),
tiim standartlara bir internal standart katilmasi ve rutin klinik kullanimda kantitatif
maksatli plazma calismalarinda da kolaylikla kullanilabilecek olmasi, bu yeni

yontemin avantajlar1 arasinda sayilabilir.
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Gelistirilen yontemlerin plazma diizeylerinin istatistiksel olarak karsilastirilarak
degerlendirmesi igin de, spesifiklik, hassaslik, kesinlik, dogruluk, lineerlik ve
tekrarlanabilirlik gibi biitiin validasyon parametreleri uygulanarak, biyoanalitik
yontem validasyonu yapilmis ve ayrica istatistiksel student t-testi kullanilarak

yontemler biyoistatistik yoniinden de degerlendirilmistir.

Sibutramin i¢in yapilmis Tiirev Spektrofotometrisi ile miktar tayini yontemi ise
literatiirde bir ilktir. Tiirevlendirme ile spektrumlar daha ayrintili net bir goriiniim
kazanmis ve boylelikle numune matriksinden ileri gelen ve bozucu etki gosteren
bantlar elimine edilmistir. Kullanilan iki farkli ¢6ziicii ortamindan birisi olan su
icerisinde alinan % geri kazanim ve RSD degerleri (kesinlik) genel olarak metanol
icerisinde elde edilenlerden daha iyi sonuglar vermistir. Tim geri kazanim
sonuclarina bakilarak, gelistirilen kantitatif analiz yontemlerinin hem farmasotik
preparatlara hem de insan plazmasina kolayca uygulanabilir oldugu sonucuna

varilmistir.

Ayrica gelistirilen yontemler, teknolojik ve bilimsel yonden hem ticari ilagta hem de
kandaki Sibutramin ilag diizeylerinin basar1 ile belirlenmesi agisindan sadece
amaglanan bileseni tayin edebilme yeteneginde ve 6zgiin niteliktedir. Bu ¢alismanin
sonuglarinin {iniversitemiz bilimsel platformuna katkida bulunmasi ve bu
arastirmanin literatiire kazandirilmasi, yani sira gelistirilen bu yontemlerin klinik
kullanimlarda, ila¢ endiistrisi ve saglik otoriteleri i¢in uygun alternatifler olmasi
distiniilmektedir. Ayrica, gelecek vadeden bu yontemler, hem numunelerin yerinde
analizi i¢in rutin analizlerde kullanilmasi, hem de az masraf ve analiz kolayligi da

saglamasi agisindan tercih edilen yontemler olacaklardir.
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