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OZET

Bosentan Etkin Maddesinin Farmasotik Preparatlarda Analitik

Yontemlerle Miktar Tayini

Amac: Bu c¢alismada, bosentanin standart ¢alisma ¢ozeltilerinde ve tabletlerde
miktar tayini icin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri, Birinci Tiirev Spektrofotometri
ve HPLC yontemlerinin gelistirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Spektrofotometrik 6l¢iimler Thermospectronic ¢ift 1ginlt
UV-Goriiniir Bolge spektrofotometresi ile 6lgiildii. UV—Goriiniir Bolge spektrumlar,
1sinin madde {izerine gonderilmesiyle elde edilen absorbans degerlerinin 1ginin dalga
boyuna kars1 grafige gecirilmesiyle 271 nm dalga boyunda elde edildi. Birinci Tiirev
Spektrofotometrisi c¢aligmalarinda 285 nm dalga boyunda spektrumlar elde edildi.
HPLC yonteminde, hareketli faz olarak metanol-asetonitril-su (20:50:30 v/v/v) ¢oziicii
karigimlart kullanildi. Bu ¢alismada en iyi ayirim sabit faz olarak kullanilan ters faz Cig
(250x4.6 mm,5um) kolonda elde edildi.

Bulgular:  UV-Goriiniir Bolge  Spektrofotometri  ve  Birinci  Tiirev
Spektrofotometri yontemlerinin sirasiyla 10-35 pg ml™ ve 3-25 pg ml™, HPLC
yonteminin ise 0.25-20 g ml? derisim araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir.
Bosentanin kantitatif analizinde her ii¢ yontem i¢in giin-i¢i ve gilinler arasi kesinlik
degeri % 2.60° dan kii¢iik ve dogruluk degeri % 2.67” den kiiciik olarak bulunmustur.

Sonu¢: Her ii¢ yontemle gercgeklestirilen c¢alismalarda bosentan etkin
maddesinin ticari preparatlarda miktar tayini basarili bir sekilde yapildi ve bu yontemler
gelistirilip gecerlilik testleri yapildi.

Anahtar Kelimeler: Bosentan, birinci tiirev spektrofotometri yontemi, HPLC

yontemi, UV-Goriintir bolge spektrofotometri yontemi, ticari preparat.
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ABSTRACT

Quantification of Effective Substance of Bosentan with Analytical Methods in the

Pharmaceutical Preparations

Aim: In this study, it’s aimed to develop and validate first derivative
spectrophotometry, the UV —Visible spectrophotometry and the HPLC method for
bosentan standards and pharmaceutical preparations.

Material and Method: Spectrophotometric determinations were performed by
Thermospectronic double-beamed UV-Visible spectroscopy. UV-Visible spectrum is
measured at 271nm spectral bandwidth. First-order derivative spectrum is measured at
285 nm spectral bandwidth. In HPLC, methanol-acetonitrile-water (20:50:30 v/v/v)
solvent mixture is used as mobile phase. In this study, the reverse phase C;5(250X4,6
mm,5um) colon used as stationary immobile phase is the best.

Results: Calibration curves of UV-Visible spectrophotometry and first-order
derivative spectrophotometry methods were linear between the concentration range of
respectively 10-35ug ml™ and 3-25 pg ml™, while the concentration range was between
0.25-20 pg ml™ in HPLC. For all methods, intra- and inter-day relative standard
deviation values were < 2.60 % and for all concentrations of bosentan the relative errors
were < 2.67 %.

Conclusion: These three methods were successfully applied onto
pharmaceutical preparations containing the active ingredient bosentan and validated.

Key Words: Bosentan, first-order spectrophotometry method, HPLC method,

pharmaceutical preparations, UV-Visible spectrophotometry method.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Bagil hata

: Bagil standart sapma

: Bosentan

: Endotelin reseptorii

: Endotelin-1

: Yiiksek performansh sivi kromatografisi
: S1v1 kromatografi/tandem kiitle spektrometresini
: Gozlenebilme (teshis) sinir

: Miktar tayin alt sinir1

: Mikro gram

: Mikro litre

: Nanometre

: Pulmoner arteriyel hipertansiyon

: Ultraviyole
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1. GIRIS

Endotelinler, 21  aminoasitten olusan  vazokonstriktor  peptidlerdir.
Endotelyumdan eksprese edilen endotelinlerin giiglii birer vazokonstriiktor oldugunun
kesfi ile bu molekiiller iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Damarlarin homeostazinin (i¢
denge) diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar. Kalp, beyin ve genel kan dolasimi dahil
olmak tizere birgok organ ve sistemin hastaliginda etkendirler.

Endotelinlerin, salgilanma yerlerine gore degisen, Endotelin-1, Endotelin-2 ve
Endotelin-3 olarak adlandirilan 3 izoformu ve ETa Ve ETg olmak tizere iki tip reseptorii
vardir. Norohormon endotelin-1 (ET-1), bilinen en etkili vazokonstriktorlerden biridir.
Fibrosis, hiicre liremesi, kalp hipertrofisini ilerletir ve proinflamatuardir. Bu etkiler ET-
I’in endotelyum ve vaskiiler diiz kas hiicreleri igerisinde bulunan ETa ve ETg
reseptorlerine baglanmast ile olusur.*

ET-1 esansiyel hipertansiyon, kalp yetmezligi, iskemik kardiyak disfonksiyon,
pulmoner hipertansiyon, akut ve kronik bobrek yetmezligi, preeklamsi, diyabet,
allograft reddi, sistemik sklerozis, sistemik lupus eritematozus, kardiyojenik sok gibi
durumlarda diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Bu tespitler, endotelin sentezinin
engellenmesinin ya da reseptorlerinin bloke edilmesinin, tedavide 6nemli olabilecegini
diistindiirmiistiir ve endotelin reseptor antagonistleri gelis‘tirilmistir.2

Bosentan, ilk olarak sentezlenen, ETa ve ETg reseptorleri icin se¢ici olmayan
antagonistlerdendir ve 2001°de onay alan ilk ET reseptor antagonistidir. Her iki reseptor
icin hemen hemen esit bir afinite gosterir. ETA/ETg afinite oran1 yaklasik 40/ 1’dir.?
Bosentan, 2005°ten beri Tiirkiye’de pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisinde

kullanilmaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Homeostaz
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Endotelin_resept%C3%B6rleri&action=edit&redlink=1

Bosentan, yeni nesil ilaglardan olup bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in umut vaat
ettiginden son yillarda {izerine ¢alismalar artmaktadir. Bosentanin ticari preparatlarda
miktar tayinine yonelik sinirli sayida ¢alismaya ulasilabilmistir.

Bu calismada, bosentan etkin maddesinin standart c¢alisma c¢ozeltilerinde ve
tabletlerde miktar tayini icin UV- Goriliniir Bolge Spektrofotometri, Birinci Derece
Tirev Spektrofotometri yontemi ve yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemleri gelistirilip gecerlilik testlerinin yapilmas1 ve bu yontemlerin ticari

preparatlarda kalite kontrol amagli olarak kullanilabilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endotelinler

Endotel; fizyolojik ve patolojik olaylarda ¢ok Onemli diizenleyici rolii olan,
mezoderm kaynakli, tek katli yassi epitel dokudur ve viicudumuzun en biiyiik
orgamdlr.4 Vaskiiler endotel hiicreleri endotelinler gibi 6nemli vazodilatér (damar
genisleten) ve konstriktor (damar biiziicii) maddeler iiretirler.” ° Endotelinler ilk olarak
1988 yilinda Yanagisawa ve arkadaslarn tarafindan tanimlanmstir.® Endotelinler 21
aminoasitten olusan polipeptidlerdirY‘8 ve vyapt olarak bir yilan zehiri olan
sarafotoksinlere benzerler.? Farkli ii¢ gen ile kodlanan 3 endotelin (ET) izoformu vardir;
bunlar ET-1, ET-2 ve ET-3 olarak adlandirilirlar.*® Giicli bir vazokonstriktor ajan olan
ET-1 ilk kez domuz aortasi endotel hiicresinden elde edilmistir.ﬁ’11 ET-1, pulmoner
damarlarin diiz kas hiicrelerinde vazokonstriktor ve mitojen etkiler olus‘[urur.6 ET-1,
endotel hiicresinden baska beyin, bobrek ve akcigerde, ET-2 ve ET-3 beyin, bobrek,
bobrekiistii bezi ve bagirsakta sentezlenir. ET-3, sinir dokusunda yogun oldugundan
dolay1, endotelinlerin ndral formu da denir.? ET-1’in 6ncii proteini 203 aminoasitten
olusan preproendotelin-1°dir. Bu bilesik insanda 38, domuzda 39 aminoasitten olusan
proendotelin ya da big endotelin’e ¢evrilir. Proendotelinden, nétral bir metalloproteaz
olan endotelinkonverting enzim ile ET-1 olusur.™® Endotelin 1’in pulmoner
hipertansiyonda patojenik bir rolii oldugu gosterilmistir."*

2.1.1. Endotelin Reseptorleri

iki farkli endotelin reseptorii vardir: ETa ve ETg. Her iki reseptor de, ¢esitli
hiicre tiplerinde bulunurlarsa da, ilk olarak akcigerlerde tanlmlanmlslardlr.15 ETa ve
ETg reseptorleri arasindaki fark karboksil ucundadir.'® Endotelin-A reseptorii, ET-1 ve
ET-2’ye yiiksek bir afinite gosterirken, ET-3 ise zayif bir afinite gosterir. ETg {i¢

izoforma da esit giicte etki yapmaktadir. ETa diiz kas hiicrelerinde mevcuttur ve



vazokonstriksiyona aracilik eder. ETg ise endotelyumda bulunur ve nitrik oksit ve
prostasiklin salinimina aracilik eder. Fakat bir¢ok rapor gostermistir ki ETg bazi
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde vazokonstriiksiyona aracilik edebilir.”’

2.1.2. Endotelin Reseptor Antagonistleri

Endotelinlerin ¢esitli viicut sistemleri {izerine olan 6nemli etkilerinin anlagilmaya
baslamasi ile bunlarin istenmeyen etkilerini ortadan kaldiracak reseptor antagonistleri
tizerinde calisilmaya baslanmistir. Bu amagla, son yillarda degisik kompetitif ET
reseptor antagonistleri tanimlanmistir. Bu antagonistlerin ¢ogu ETa reseptdriiniin
spesifik antagonistidir. ET-1’in yol agtigi kasilmayi onlerler. Ancak endotelinlerin
damar kasici etkisi bazi dokularda, ozellikle bobrek damarlarinda, hem A hem de B
reseptorleri lizerinden oldugundan, her iki reseptore yonelik antagonistlere gereksinim
vardir. Bu antagonistlerin ¢cogu bakteri (streptomyces misakiensis) kokenlidir, son
yillarda sentetik analoglart da iiretilmistir. Bunlar, ET-1"in kasici etkilerinin yani sira
fosfoinozitol metabolizmasi ve mitogenez iizerine olan etkilerini de antagonize
ederler.’® Bosentan, hem endotelin A hem de endotelin B (ETa ve ETg) reseptorlerini
bloke eden, selektif olmayan bir endotelin reseptor antagonistidir."

2.1.3. Bosentan

Bosentan, ilk sentezlenen endotelin reseptor antagonistidir ve 2001 yilinda onay
alan ilk ila¢tir. Bosentan, hem Endotelin-A hem de Endotelin-B reseptorlerine baglanan
dual kompetitif endotelin reseptor antagonistidir.19 Daha sonraki yillarda sentezlenen
ambrisentan ve sitaksentan selektif reseptor antagonistidir. Buna karsin bosentanin iki
reseptore de afinitesi hemen hemen esit olup (ETA/ETg~40/1) nonselektif reseptor
antagonistidir.®

Bosentan, iilkemizde 2005 yilinda, pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisinde

kullanilmak {izere onaylanmistir. Bosentan; primer (idiyopatik ve familyal) pulmoner



arteriyel hipertansiyon yaninda, belirgin intersitisyel pulmoner hastaligin eslik etmedigi
sklerodermaya bagli pulmoner arteriyel hipertansiyon ve ameliyat edilemeyen
konjenital sistemik-pulmoner santa bagli gelisen pulmoner arteriyel hipertansiyon ile
Eisenmenger sendromunda endikedir. Ayrica dijital iilseri olan sistemik skleroz
hastalarinda, yeni dijital iilser sayisinin azaltilmasinda endikedir.!

Bosentan, yiiksek oranda plazma proteinlerine baglanir. Biyoyararliligi 50%’dir.
Yarilanma 6mrii 58 saattir. Karacigerde metabolize edilir, eliminasyonu yaklasik %97
oraninda safra yolu ile %3 veya daha az oranda da bobrek yolu ile ger(;eklesir.zo

2.1.4. Bosentanin Kimyasal Yapisi

Bosentan (BST) 4-tert-butil-N-[6-(2-hidrosietoksi) -5- (2-metoksifenoksi) -2-
(pirimidin-2-yl) pirimidin-4-yl] benzen-1-sulfonamid yapisinda ve Cj7H29NsO6S

molekiil formiiliine sahiptir. Molekiil agirlig1 551.614 tiir.

o (0]
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Sekil 2.1. Bosentanin kimyasal yapis1

2.1.5. Bosentan ile Gergeklestirilen Calismalar

Yokoyama ve ark.?* bosentan, ambrisentan, sildenafil ve tadalafilinin insan kan
plazmasinda kantitatif olarak tayini i¢in sivi  kromatografi/tandem  kiitle
spektrometresini (LC-MS/MS) gelistirmis ve valide etmislerdir. Seyreltilmis plazma
ornekleri i¢cinde bulunan etkin maddeler, %2’lik formik asit ve metanol ile kat1 faz
ektraksiyon yontemi kullanilarak ekstrakte edilmistir. Dort ilag, ters faz Cig kolon ve

izokratik hareketli faz kullanilarak, 0.2 mL/dak. akis hizinda yiiksek performansh sivi



kromotografisi yardimiyla ayrilmistir. Bu etkin maddeler i¢ standart olarak ddotere
edilmis bilesikler ile elektro sprey iyonizasyonlu tandem kiitle spektrometresi
kullanilarak analiz edilmislerdir.

Lausecker ve ark.?? bosentan ve ii¢ ana metabolitinin farkli biyolojik ortamda
belirlenmesi i¢cin LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada bosentan ve
metabolitleri, insan, kopek ve farenin plazma, serum, safra ve karaciger numunelerinden
analiz edilmistir. Bu analiz; protein ¢oktiiriilmesi, bunu takiben sivi-sivi ekstraksiyonu
ve LC-MS-MS kombinasyonu ile saglanmistir. Analitlerin déteryumlu analoglari, i¢
standart olarak kullanilmistir. Calismada dogrusal aralik 1 veya 2 ng/ml den 2000 veya
10000 ng/ml ye kadar uzanmaktadir. Proteinleri ¢oktiirmek i¢in 1 ml asetonitril-etanol
(1:1, v/v) ilave edilmis. Siipernatant santrifiijden (14000 g 10 dak.) sonra baska bir tiipe
aktarilmig ve 1ml tampon (pH 4) eklenmis. Sivi-sivi ekstraksiyonu 6 ml n-klorobiitan—
diklorometan (8:2, v/v) ile 20 dakika 40 rpm’de dondiiriilmesi ile yapilmis. Organik faz
baska bir tiipe aktarilarak vakum santrifiij ile buharlastirilarak kurutulmus. Ornek, 1 ml
asetonitril-5 mM amonyum asetat—asetik asit (10:90:1, v/v/v) ile ¢oziildiikten sonra
0.95 ml’si HPLC kolonuna enjekte edilmis.

Parekh ve ark.?® sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresini kullanarak
(LC—MS/MS) insan plazmasindan bosentan ve hidroksibosentanin tayini i¢in oldukca
hassas, secici ve hizli biyoanalitik yontem gelistirmislerdir. Analitler ve bunlarin dotere
i¢ standartlar1 kat1 faz ekstraksiyon kullanilarak 100 pL insan plazmasindan kantitatif
olarak ekstre edilmistir. Analitlerin kromatografik ayrimi, izokratik kosullar altinda, 2.4
rezoliisyon faktorti ile Thermo Hypurity Cig (100 mmx4.6 mm, 5u ) analitik kolon
kullanilarak saglanmistir. Yontem, bosentan i¢in 0.4-1600 ng/mL, hidroksibosentan

igin ise 0.2-250 ng/mL derisim aralig1 ile valide edilmistir.



Ganz ve ark.* yaptig1 calismada, bosentan ve onun {i¢ primer metebolitinin
(hidroksi bosentan (Ro 48-5033), dismetil bosentan (Ro 47-8634) ve hidroksi dismetil
bosentan (Ro 64-1056)) kuru insan kani spotlarinda (human dried blood spots (DBS))
tam otomatik olarak belirlenmesi i¢in LC-MS/MS yonteminin gelistirilip valide
edilmesini amaglamiglardir. Sistemin, online olarak filtreli kagit kartlardan bilesiklerin
ektraksiyonunu herhangi bir 6n isleme gerek duymadan yapabildigi, analiz siiresinin
oldukca kisa oldugu ve kuru kan orneklerinin 3.5 ay stabil oldugu belirtilmistir. Sistem
bosentan i¢in 83.0% - 92.3% arasinda, Ro 48-5033 i¢in 94.4% - 100% arasinda, Ro 47-
8634 i¢in 98.0%-100% arasinda, Ro 64-1056 i¢cin 94.3% - 100% arasinda geri kazanim
saglayarak oldukea iyi sonuglar vermistir.

Atila ve ark.”rat plazmasinda bosentanin belirlenmesi i¢in hizli, basit ve hassas
bir yontem olan UFLC-MS/MS metodunu gelistirmis ve valide etmistir. Calismada i
standart olarak etodolak kullanilmistir. Yapilan sivi-sivi ekstraksiyon da organik faz
olarak dietil eter kloroform karisimi kullanilmistir. Yontemin tayin edilebilirlik alt sinir1
0.5 ng/ml olup, 0.5-2000 ng/ml derisim araliginda standart kalibrasyon egrisi lineer
olarak bulunmustur. Valide edilmis yontem, ratlardan elde edilen plazma G6rneklerinde
basariyla uygulanmistir.

Suganthi ve ark.®® UV spektroskopik ve HPTLC (High Pressure Thin Layer
Chromatography) yontemlerini bosentanin ticari preparatlarda belirlenmesi igin
gelistirmis ve valide etmislerdir. UV spektroskopik yontemi ile bosentanin tayin
edilmesi i¢in, ilacin stok ¢ozeltisi diklorometan da 100 pg/ml derisimde hazirlanmistir.
Absorbans Ol¢iimii 274 nm’de yapilmistir. Kalibrasyon egrisi 1040 pg/ml araliginda
elde edilmistir. Egim, kesisim ve korelasyon katsayis1 degerleri sirasiyla 0.02975, -
0.0063 ve 0.9992 olarak bulunmustur. HPTLC y6ntemi ile bosentanin belirlenmesi igin,

aliminyum levhalar {izerine Onceden kaplanmis silikajel 60 F254 ve metanol:



amonyaktan (10:1, v/v) olusan hareketli bir faz se¢ilmistir. Sonra, gelistirilen plaka
288nm’de taranarak olg¢iilmiistiir. Dogrusallik, 10-80 ng/noktalik derisim araliginda
bulunmustur (r =0.9991). Belirlenebilen en diisiik derisim 1 ng/nokta ve tayin sinir1 4
ng/nokta olarak tespit edilmis. Her iki yontem igin diisiik bagil standart sapma ve iyi %
geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Kumar ve ark.”” yaptiklari calismada, mevcut ticari preparatlarda bosentanin
belirlenmesi i¢in UV goriiniir bolge spektrofotometre yontemini  kullanmislardir.
Yontem, dokme ve ticari preparatlarda bosentanin tayini igin valide edilmistir. Metanol:
su (60:40 h/h) ¢ozeltisi kullanilmis ve maksimum absorbsiyon 270 nm’de elde
edilmistir. Calisma, 10-90 pg/ml araliginda lineer olup, regresyon katsayisi 0,9993
olarak bulunmustur.

Khan ve ark.?® bu analitik yontemi bosentan APl (ilag aktif madde) i¢indeki
safsizliklarin kontrolii i¢in gelistirmisler. Dort yabanct madde (safsizliklar A, B, C &
D) APl dan izole edilmis ve spektroskopik c¢alismalar ile karakterize edilmisler. 25 °©
C' de bir Zorbax SB-C8 (250 x 4.6 mm, 5u) kolon kullanilarak, 1.0 ml / dk 'hik akis
orani ile bilesikler 220 nm'de analiz edilmislerdir. Hareketli faz A, tampon sistemden
(1gm oktan—1-siilfonik asit sodyum tuz ve 1 litre su i¢inde 1 ml trietil amin, pH 2.5
perklorit asit ile ayarlanmis) olusmus ve metanol hareketli faz B olarak kullanilmistir.
Yontem ICH (The International Conference on Harmonization) kurallarina gore valide
edilmistir.

Annapurna ve ark. *° yiiksek performansh sivi kromatografi yontemi ile ticari
preparatlarda bosentanin belirlenmesi igin yeni bir yontem gelistirilmis ve valide
etmislerdir. Yapilan ¢aligmada sabit faz olarak ters faz C18 kolon (250mm x 4.6mm,

S5um), harekatli faz olarak tetra biitil amonyum hidrojen siilfat-asetonitril (35: 65, v/v)



karistmini kullanmislardir. Fotodiyot dizili detektor ile kullanilarak yapilan analizlerde
sistemin akis hiz1 1.2 mL / dak. olarak belirlenmistir.

2.2. Spektroskopik Yontemler

Atomik spektroskopi, yalnizca elektronun bir enerji diizeyinden diger bir enerji
diizeyine gegisini (elektronik ge¢is) incelerken, molekiiler spektroskopi elektronik
gecislere ilaveten donme ve titresim enerji diizeyleri arasindaki gecisi de
incelemektedir.

Elektromanyetik 1s1nimla etkilesen bir molekiiliin toplam enerjisi:

E = Eelektronik * Eitresim + Edonme

Burada Eegjektronik, molekiiliin ¢esitli dis orbitallerindeki elektronlara iliskin
elektronik gegis enerjisini olusturur. Egyesim atomlar arasi titresim toplam enerjisini ve
Egsnme 1s€ molekiil icinde donme hallerinden olusan toplam enerjiyi gostermektedir.
Titresim ve donme gecisleri ¢cok atomlu molekiiller i¢in gegerlidir.

Buna bagli olarak, c¢ok atomlu molekiillerin spektrumlari, tek atom
spektrumlarina gére daha karmagiktir. Ciinkli bu atomlarin enerji diizeylerinin sayilari
tek atomlulardakinden daha coktur. Bunun sonucunda; atomik gecislere iliskin
spektrumlar ¢izgi (hat) halindeyken, molekiiler gegislere iligkin spektrumlar bant
goriinlimiindedir.

Atomik ve molekiiler spektrokimyasal yontemler, absorpsiyon, emisyon, veya
gaz gibi bir 6rnek ile etkilesmesi sonucu isimnin bazi frekanslarinin atom, iyon veya
molekiillere aktarilmasidir. Bu sirada parcgaciklar temel enerji seviyesinden daha yiiksek
enerji seviyesine ¢ikarlar. Emisyon ise yiiksek enerji diizeyindeki bir atomun daha
diisiik enerji seviyesine (kararli hale) inerken absorpladigi enerjiyi geri vermesidir.**?
Asagidaki tabloda, 15181n emisyon, absorbsiyon, sa¢ilma ve kirilmasindan faydalanilarak

gelistirilmis bazi 6l¢iim cihazlar listelenmistir.



Tablo 2.1. Bazi 6l¢tim cihazlarimin ozellikleri

Ozellik Yontem

Isik emisyonu Emisyon spektroskopi, florometri

Isik absorbsiyonu  Spektrofotometri, fotometri, fotoakustik spektroskopi, NMR, ESR

Isik sagilmasi Tirbidimetri, nefelometri

Isik kirilmasi Refraktometri

Spektroskopi eskiden sadece elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki
etkilesimlerle ilgilenirdi; ancak bugiin i¢in spektroskopi madde ile diger enerji tiirleri
arasindaki etkilesimleri de kapsamaktadir. En yaygin sekilde kullanilan spektrometrik
yontemler elektromanyetik 1s1maya dayanir; birka¢ sekilde bulunan bu enerji tipinin en
kolay taninabileni 1s1 ve 151k 1slmasld1r.31

2.2.1. Elektromanyetik Isima

Klinik laboratuarlardaki ¢ogu Ol¢limler, kontrollii sartlar altinda, yayilan,
gecirilen, sogurulan, sagilan veya yansitilan radiant enerjinin 6l¢iilmesi esasina dayanur.

Enerji; frekans ve dalga boyu ile tanimlanan elektromanyetik dalgalarla iletilir.
Isin veya elektromagnetik dalga (elektromanyetik radyasyon) uzayda cok biiylik bir
hizla yayilan bir enerji seklidir. Oteki enerjilerde oldugu gibi bu enerjinin de gesitli
sekilleri vardir. Bunlardan en c¢ok bilinenleri, 151k, 1s1, radyo dalgalar1 ve X- 1silaridir.
Bu enerji sekillerinden gozle goriineni sadece 1siktir. Isinin uzaydaki hareketi dalgalar

halinde olur. Dalga boyu iki dalga tepesi arasindaki uzaklig1 ifade eder.®
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2.2.1.1. Elektromanyetik Spektrum

Elektromanyetik radyasyon, 10 nm’den daha kisa 1000 km’den daha uzun dalga
boylarma kadar uzanan radyant enerji icermektedir. Gama 1sinlarindan radyo
dalgalarina kadar bilinen tiim elektromanyetik dalgalar1 kapsayan 1smn dizinine
elektromanyetik dalga spektrumu (tayfi) denir. Bu spektrum iginde 180-800 nm
arasindaki radyant enerji goriiniir ve mor-6tesi (UV) bolgelerini i¢ine alir ve 151k olarak
tanimlanir. Elektromanyetik spektrum ¢ok biiyiik bir dalga boyu ve frekans araligini

icerir. Bu aralik dyle biiyiiktiir ki logaritmik 6l¢egin kullanimini gerektirir.31

10— P nrm—++

—_5 S S
10 AIIER Gamima

10~ % nm T S

107 % nm 1+
1072 nm—
10! s =
s 400 nm
Niolet
Blue
H(Green
Y ellows
Orange
Red
700 nm

—+4

1 nm

Ultraviolet

10 nm T RN
racliation

100 nm T

10° nmm = 1 pun—+ \

Nisible light

\ Inirarecl

radiation

10 prm

100 pm—T1

1000 pm = 1 mnm™|
10 mm = 1 cm—| Nicrowaves
10 crm—
100 cm = 1 m—T
10 m—1
100 m-—
1000 m = 1 km—

Radio waves

10 k1

100 km ‘1—

Sekil 2.2. Elektromanyetik Spektrum

Insan gozii 380-750 nm dalga boylar1 arasindaki radiant enerjiyi gorebilir. Ancak
modern cihazlar daha kisa (UV) veya daha uzun (IR) dalga boylarinda da 6l¢iim
yapmaya imkan saglar. Giines 15181 veya tungsten filamentten yayilan 1s1k goziimiiziin

beyaz olarak algiladig1 cesitli dalga boylarindaki 1s1gin karigimi veya farkhi dalga
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boylarindaki radyant enerjinin bir spektrumudur. Bir maddeden goziimiize ulasan
gorliniir bolgedeki elektromanyetik 1sinlar maddenin rengini meydana getirir. Saydam
maddeler i¢in i¢inden gecip gelen, saydam olmayan maddeler i¢in ise yansiyan 1sin o
maddenin rengini olusturur. Eger goriinlir bolgedeki tiim 1sinlar saydam bir maddeden
geciyorsa 0 madde seffaf goriiniir. Saydam olmayan bir madde kendisine gelen tiim
1sinlar1 yansitiyorsa beyaz olarak goriiniir. Ornegin, bir soliisyon kendisine y&neltilen
bir beyaz 15181n 500-580 nm arasindaki kismini1 gegiriyor (transmittans) buna karsilik
diger dalga boylarindaki 15181 soguruyorsa (absorbans) yesil renkli olarak goriiniir. Ayni1
sekilde kat1 bir cisim kendisine gelen 1s18in 500-580 nm dalga boylarindaki kismini
yansitiyor ve spektrumun geri kalan dalga boylarindaki 15181 absorbe ediyorsa yesil
olarak gérﬁnﬁr.34

Tablo spektrumun UV, goriiniir ve IR bdlgelerindeki dalga boylari ile renk

ozellikleri arasindaki iliskiyi gostermektedir.

Tablo 2.2. UV, goriiniir ve kisa IR spektrumun karakteristikleri

Dalgaboyu (nm) Bolge gozlemlenen renk
<380 ultraviyole gortiniir degil
380-440 goriiniir mor

440-500 goriiniir mavi

500-580 goriiniir yesil

580-600 goriiniir sart

600-620 goriiniir portakal rengi
620-750 goruntr kirmizi
800-2500 yakin IR goriiniir degil
2500-15000 orta IR gortiniir degil
15000-1000000 uzak IR goriiniir degil

2.2.1.2. Isin - Madde Etkilesmesi
Isin boslukta ¢ = 3 x 10® ms™ sabit hiziyla yayilir. Isigin bosluktaki yayilma

hizinin (c), bir ortamdaki yayillma hizina (v) orani, kirilma indisi (n) olarak
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isimlendirilir. Buna gére; n = c¢ / v olur. Isin, normalde her diizlemde ilerleyen
dalgalarin karigimidir. Tek bir diizlemde ilerleyen bir 151n dalgasina diizlemsel polarize
151n denir. Diizlemsel polarize 1s1n radyo dalgalar1 veya mikrodalgalar1 gibi belirli tiirde
151ma yapan enerji kaynaklarindan iiretilir.

Isin, elektrik alan (A) ve manyetik alan (M) bilesenleri birbirine dik ve bunlarin

her ikisi de yayilma dogrultusuna dik bir elektromanyetik dalgadlr.33

Sekil 2.3. Elektromanyetik dalga
E: Dalganin elektrik vektorii
H: Dalganin magnetik vektorii

Isin taneciklerine foton denir. Dalga boyu karakteristiklerine ilaveten 1§in, enerji
paketleri olan fotonlarin Ozelliklerine de sahiptir. Fotonlarin enerjisi ve frekansi
arasinda bir iligski s6z konusudur.

E=hv

Burada:

E: Enerji (erg olarak)

v: 151810 frekansi (saniyedeki dongii)
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h: Plank sabiti(6.62x10%" erg saniye) dir.

Isigin frekansi ve dalga boyu arasinda da bir iligki vardir.

V=c/A

Burada:

v: 15181n frekansi (saniyedeki dongii)

¢: boslukta 151810 hizi (3x10*° cm/sn)

A: cm olarak 1s181n dalga boyu

Her iki denklem birlestirildiginde:

E= h/A

Bu denklem 15181n enerjisinin dalga boyu ile ters orantili oldugunu gosterir.
Ornegin 200nm’deki ultraviyole (UV) 15111 750 nm’deki infrared (IR) 1sindan daha fazla
enerjiye sahiptir.*

Is1gin, yansima, kirilma, girisim, kirinim, dispersiyon gibi olaylardaki davranisi
dalga ozelligiyle, fotoelektrik etki ve sagilma gibi olaylardaki davranisi ise tanecik
ozelligiyle agiklanabilir.

2.2.1.3. Isimin Absorpsiyonu

Isin kati, stv1 veya gaz tabakasindan gectiginde bazi frekanslar absorpsiyon ile
secici olarak ortamdan alinir; bu siiregte 151 enerjisi numuneyi olusturan atom, iyon
veya molekiillere aktarilir. Absorpsiyon, bu parcaciklari normal oda sicakligi hali yani
temel halden bir veya daha ¢ok sayidaki yiiksek enerjili uyarilmis hallere ¢ikarir.

Kuantum teorisine gore atom, molekiil veya iyonlar yalmiz belli bir deger ve
sayida enerji dilizeyinde bulunabilir; 1s1mmin absorplanabilmesi icin uyarici foton
enerjisinin, tam olarak absorpsiyon yapan tiirlerin temel hali ile uyarilmis hallerden biri

arasindaki enerji farkina esit olmasi gereklidir. Bu enerji farklari ise her tiir i¢in 6zgiin
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oldugundan, absorplanan 1sindaki frekanslarin incelenmesi, numuneyi olusturan
maddenin bilesenlerin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.*

2.2.2. UV Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Elektromanyetik spektrumda farkli dalga boyuna ya da enerjiye sahip 1sin,
madde ile etkilesimi sonucunda maddede birtakim degisikliklere sebep olur. Bu
enerjinin, molekiiliin elektronik gecisine neden oldugu bolge, ultraviyole-goriiniir
bolgesi  olarak isimlendirilmektedir.  Ultraviyole bolgesine karsilik  gelen
elektromanyetik 1sin, maddenin bilesimindeki atomlarin bag elektronlarinin
uyarilmasina neden olur. Bundan dolayi, Ultraviyole-goriiniir bélge spektroskopisi
elektronik spektroskopi olarak da isimlendirilir. Ultraviyole ve goriniir bolgeye
dayanan absorpsiyon Ol¢iimleri, binlerce inorganik ve organik bilesigin taninmasinda
ve tayininde ¢ok fazla kullanim alani bulur. Molekiiler ultraviyole/goriiniir bolge
absorpsiyon yontemleri kimya ve klinik laboratuvarlarinda en ¢ok kullanilan kantitatif
analiz tekniklerinden birisidir.*

2.2.2.1. UV ve Goriiniir Bolgede Absorpsiyon

Ultraviyole (UV veya Mor oOtesi) ve gorlinlir bolgeye (Vis) karsilik gelen
elektromanyetik 1smnin enerjisi, maddenin bilesimindeki atomlarin bag elektronlarinin
uyarilmasma sebep olur. Bu uyarilma, temel haldeki titresim ve donme enerji
seviyelerinden uyarilmis haldeki titresim ve donme enerji seviyelerine ¢ikacak sekilde
gerceklesir. UV bolgesi, 10 — 200 nm araliginda uzak Ultraviyole (vakum bdolgesi) ve
200 -400 nm araliginda ise Ultraviyole (yakin Ultraviyole) olarak adlandirilir. Goriiniir
bolge 400 — 800 nm araliginda yer almaktadir.

Ultraviyole bolgesindeki enerji, molekiilde elektronik uyarmaya neden olmakta
ve bu uyarma ile elektronlarin temel enerji seviyesinden (Eg) bir iist enerji seviyesine

(E1) gegmesi gergeklesmektedir. Ultraviyoledeki temel enerji seviyesinde molekiillerin
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enerjileri, titresim ve donme enerjilerinin toplamina esittir (AEo=Et+Ep). Temel enerji
aslinda titresim enerjilerini ve donme enerji seviyelerini temel halde iceren sistemdir.*

Ultraviyole ve goriiniir absorpsiyon spektroskopisinde molar absorptiviteler O-
10° araliginda gozlenir. Belirli bir pikin € (molar absorptivite) degerinin biiyiikliigii,
taneciklerin yakalama kesitine ve bir enerji absorpsiyon geg¢isi olasiligina dayanir. ¢ ile
bu degiskenler arasindaki bagint1 asagidaki esitlikle verilir.

£=8.7x 10" PA

P gecis olasiligini, A kesit hedef alanimi (cm? olarak) gosterir. Tipik organik
molekiiller igin alan, elektron difraksiyonu ve X-isin1 ¢alismalar ile yaklasik olarak
bulunabilir; degeri 10 cm? civarindadir. Gegis olasilig1 degeri ise sifirdan bire kadar
degisir. Kuantum mekaniginin izin verdigi gegisler i¢in P degeri 0.1-1 arasindadir ve
kuvvetli absorbsiyon bantlar1 elde edilir. Molar absorbtiviteleri 10%den kiigiik olan
pikler distk siddetli pikler olarak smiflandirilir. Bunlar, olusum olasiliklar1 0.01°den
daha kiiciik olan yasaklanmis gecislerden meydana gelirler.32

2.2.2.2. Absorplayan Tiirler

Atomik ya da molekiiler bir M tiiriiniin ultraviyole veya goriiniir 151
absorplamasi iki agsamali bir islem olarak diisiiniilebilir. Birinci asama, M maddesinin
enerji alarak asagida gosterildigi gibi elektronik uyarilmasina iligkindir.

M+hv=M"

M ile hv fotonu arasindaki reaksiyon iiriinii elektronik olarak uyarilmis M ile
gosterilen tiirdiir. Uyarilmus tiirlerin 6miirleri kisa olup (10®-107%) bunlarm varhg,,
cesitli geri durulma siirecleriyle sonlandirilir. Absorbsiyon olayinin ikinci asamasi olan
durulmanin en yaygin tipi, uyarilma enerjisinin 1stya doniistiigii haldir; yani:

M" — M + 151
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Durulma, M”in yeni tiirler olugturmak {izere par¢alanmasiyla da gerceklesebilir;
bu tiir bir isleme, fotokimyasal reaksiyon denir. Diger bir segenek olarak durulma,
floresans veya fosforesans seklinde yeniden emisyonu kapsayabilir. M "nin yasam
siiresinin ¢ok kisa olmasi, herhangi bir andaki derigiminin ihmal edilebilir diizeyde
olmasina sebep olur. Hatta agiga ¢ikan 1s1 enerjisini 6lgmek bile miimkiin olmayabilir.
Bu nedenle fotokimyasal par¢alanmanin oldugu haller disinda kalan absorbsiyon
Olctimlerinde, absorblayan sistemde hemen hemen hi¢ bir bozulma olmaz.

Ultraviyole veya goriiniir 1s1min absorbsiyonu, ¢ogunlukla bagli elektronlarin
uyarilmastyla sonuglanir; bunun sonucu olarak da, test edilen maddede bulunan baglarin
tipleri ile iligkili dalga boylarinda absorbsiyon pikleri elde edilir. Absorbsiyon
spektroskopisi bu nedenle bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin teshisinde ve ayrica
tipik absorbsiyon bandlari veren bilesiklerin kantitatif analizlerinde de uygulanabilir.*

2.2.2.3. Gecirgenlik (Transmittans) ve Sogurulma (Absorbans) Arasindaki
Tiski

lo siddetinde bir 151n demeti, belli dalga boylarindaki 15181 soguran bir madde
¢ozeltisinden gegirilirse, demette bulunan bazi 1ginlar madde tarafindan absorbe edilir

ve 151 demeti ¢ozeltiden ¢iktiginda siddeti bir miktar azalir.

b (cm)

c(gh) >

Sekil 2.4. Absorplayan bir ¢ozeltiye giren I siddetindeki 151n demetinin I siddetine
diismiis olarak ¢ikmasi

In

U

(
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Cozeltiye Ip siddetinde giren 1s1n demeti, ¢ozeltiyi I siddetinde terk eder. Yani
cOzeltiden gecen 151n demetinin siddeti Iy dan I’ye diiser. Buna gore, 1s1n demetinin
cOzeltiden gegme orani I / Ip olur. Bu orana gegirgenlik (transmittans) (T) denir ve
gecirgenlik;

T = 1/ lp seklinde gosterilir.

Buna karsin, ¢ozelti i¢ine gelen 15181n bir kismi1 yansitilabilir veya 6l¢lim yapilan
kabin ylizeyi veya ¢oziicli tarafindan absorbe edilebilir. Dogru 6lgiim yapilabilmesi igin
bu faktorlerin elimine edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple i¢indeki tiim ¢ozeltiler ayni
olan ancak arastirllan maddenin olmadig:1 bir referans kap olusturulur ve onda da
transmittans (Ir) 6lgtimii yapilir. Analiz edilen ¢ozeltinin transmittansi I / Ir olarak elde
edilir. Pratikte, once 151k kaynagi kapatilarak cihazin dedektorii sifir transmittansa
ayarlanir. Daha sonra 151k gonderilerek %100 transmittans ayarlanir. Daha sonra
Ornegin transmittansi ol¢iiliir.

Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans

A=-og T =~ Iogll

0
seklinde formiile edilir. Absorbe edilen veya geg¢irilen 151k miktar1 ile madde
derisimi arasinda matematiksel bir iligki vardir.
Calismalarda absorplanan 1s1n miktar1 ya gecirgenlik ya da absorbans olarak
verilir. Gegirgenlik, genellikle ylizde olarak verilir:
%T = L100
IO
Olgiilen maddenin derisimi absorbe edilen 151k miktar1 ile dogru orantili iken
gegirilen 15181n logaritmasi ile ters orantilidir. Bu iliski Lambert-Beer kanunu olarak
adlandirilir. Asagidaki sekilde verilir.

A=c¢b.c
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Bu denklem absorbsiyon fotometresi ile kantitatif analizin temelini olusturur.

Burada:

A: Absorbans

€ : Absorptivite olarak tanimlanan oranti sabiti

b: Is1gin ¢ozelti icinde kat ettigi yol (cm)

c: Absorbsiyon yapan maddenin derisimi

Lambert Beer Kanunu asagidaki denklem ile de ifade edilebilir.*

= lp. 10 *°¢

2.2.3. Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar

Lambert-Beer kanunundan sapmalar; gercek sapmalar, cihazlardan kaynaklanan
sapmalar ve ¢ozelti etkilesimlerinden gelen sapmalar olarak siniflandirilabilir. Lambert-
Beer kanunu, ¢ozeltiye gonderilen radyasyonun monokromatik oldugu, absorbans
degerleri 2’nin altinda olan seyreltik ¢ozeltilere en iyi sekilde uygulanabilen bir
kanundur. Absorbans 2’nin {izerine c¢iktiginda, yiiklii taneciklerin birbirinin yiik
dagilimmi etkilemeleri veya degistirmelerinden dolayr hatali sonuglar elde edilir.
Derigimle absorbans arasindaki lineer baginti bozulur. Absorplayan maddenin derigimi
diisiik olabilir fakat yaninda bulunan maddelerin derisimi yliksek olursa yine sapma
gozlenebilir. Ortamda optik etkilesime giren farkli maddeler bulundugu zaman veya
analizi yapilan molekiil ile baska bir ¢6zlinen veya c¢ozgen arasinda bir reaksiyon
olustugunda da yanlis 6l¢iimler gergeklesebilir. Lambert-Beer kanunu monokromatik
cozeltiler icin gecerli oldugundan, 6l¢iim yapilan cihazda dedektore kagak 151k gelmesi
veya 151k siddetinde azalma Ol¢iim hatasina neden olur. Eger analiz edilen 6rnek

homojen degilse yine hatali bir 6l¢iim gergeklestirilir.3**®
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2.2.4. Cihaz

Fotometri, bir ¢ozeltideki madde miktarinin ¢ozeltiden gecen veya ¢ozeltinin
tuttugu 151k miktarindan faydalanilarak oOlglilmesidir. Spektrofotometri ise secilmis
dalga boylarindaki 1518in siddetinin Olglimiidiir. Bu amagla kullanilan cihazlara da
spektrofotometre denir. Laboratuvarlarda hem tek 1smnli hem de ¢ift 1sinli cihazlar
kullanilmaktadir.

2.2.4.1. Tek-lIsinh Cihazlar

Tek-1s1nl1 bir absorpsiyon 6l¢iim cihazinda; bir 151k kaynagi, dalga boyu se¢imi
icin filtre veya monokromatdr, 151k yoluna sira ile konulacak hiicreler, transduser, bir
yiikseltici ve bir sinyal okuma diizenegi bulunur.*® Bu bilesenlerin hepsinin ayni 151k
yoluna yerlestirildigi spektrofotometrelere tek 1sik yollu spektrofotometreler denir. Isik
demeti monokromatdrden gecirilir. Daha sonra absorbsiyon hiicresinden gegerken,
radyant enerjinin bir kismi ¢ozeltinin 6zelligine ve derisimine bagl olarak sogurulur.
Sogurulmayan 151k bir dedektore aktarilir ve burada 151k enerjisi elektrik enerjisine
doniistiiriilerek kaydedilir. Uygulamada, cihazlarda “sifir” ve “yiiz” ayari denilen
ayarlar her dalga boyu i¢in yapilir. Bu ayarla, numunenin en az ve en ¢ok absorbans
yaptig1 durumlar bulunur. “Sifir” ayari i¢in kiivet yerine opak bir blok yerlestirilerek
detektdre hi¢ 151n gitmemesi saglanir. “Yiiz” ayar1 i¢in ise 15in demeti reaktif koriine
gonderilir. Boylece sifir absorpsiyon yani 100 % gecirgenlik gozlenmesi saglanir.
Arkasindan da numunenin Olglimii gerceklestirilir. Spektrofotometrelerin ¢ogunda
dijital donanim ve yazilimlar bulundugundan bu islevler otomatik olarak
gerceklestirilir.®*

2.2.4.2. Cift-Isinh Cihazlar

Bir¢ok modern fotometre ve spektrofotometreler ¢ift-isinlidir. Bu cihazla 1s1n

boliicii olarak adlandirilan V-geklindeki bir ayna ile olusturulan iki 1sindan biri referans

20



coOzeltisinden gegerek transdusere ulasir ve ikinci 151n da ayni1 anda numune ¢ozeltiden
gecerek ikinci bir esdeger transdusere ulasir. Iki transduserin cevaplan yiikseltilir ve
cevaplarin orani elektronik olarak 6l¢iiliir ve okuma cihazinda gosterilir.

Cift-1s1nl cihazlarin ¢ok kisa siireli degisimler haric 151n siddetindeki sapmalarin
ve transduser ve ylkselticideki salinimlarin sonuglara etkisini énleme avantaji vardir.
Ayrica dalga boyu ile 151n siddetindeki biiyiik degisimlerin etkisi de onlenir. Ayrica gift
1sinl1 tasarim, gegirgenlik veya absorbans spektrumlarinin siirekli kayit edilmesine de
uygundur. Bu nedenle, modern ultraviyole ve goriiniir bolge spektrofotometrelerin gogu
gift-lslnlldlr.34

2.2.5. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Cihazinin Kullanim Amaglari

1. Kalitatif Analiz

2. Kantitatif Analiz

3. Molekiil Yapisin1i Aydinlatma

2.2.5.1. Absorpsiyon Olciimlerinin Kalitatif Analize Uygulanmasi

Ultraviyole ve goriinlir olan spektrofotometri, kalitatif analizde sinirli bir
uygulamaya sahiptir. Clinkii absorpsiyon maksimum ve minimumlarin sayist oldukca
sinirlidir. Bu yiizden, kuskuya yer birakmayacak bigimde kesin bir kalitatif analiz
yapmak miimkiin degildir.

Kalitatif molekiiler spektroskopide, veriler cesitli sekillerde grafige gecirilir.
Burada dikey eksen ¢ogu kez yiizde gegirgenlik, absorbans, log absorbans veya molar
absorptivitedir. Yatay eksen genellikle dalga sayis1 veya dalga boyu olmakla birlikte,
zaman zaman frekans da kullanilabilir.*

2.2.5.2. Absorpsiyon Olgiimlerinin Kantitatif Analize Uygulanmasi

Absorpsiyon spektroskoskopi, kantitatif analiz i¢in elverisli olan en yararli ve en

yaygin kullanilan araglardan biridir. Spektrofotometrik ve fotometrik yoOntemlerin
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onemli Ozellikleri su hususlar igerir: hem organik hem de inorganik sistemlere yaygin
uygulanabilirlik; 10*M’dan 10°M’a kadar degisen tipik duyarlilik degerleri; orta
derecede se¢imlilik; iyi bir dogruluk; veri toplama kolaylig1 ve elverisliligidir. Kantitatif
ultraviyole/goriiniir alan absorpsiyon yontemlerinin uygulamalar1 ¢ok sayida olmakla
kalmay1p, kantitatif kimyasal bilgilerin gerekli oldugu her alanla da ilgilidir.**Kantitatif
analizin temelinde Lambert-Beer yasasinda bahsedilen derisim ile absorpsiyon
arasindaki iligki incelenir. Kantitatif analizle derisimi bilinmeyen bir ¢ozeltinin derisimi
bulunur. Analizi yapilacak bilesigin farkli derisimlerde ¢6zeltileri hazirlanir. Bu
cozeltilerin Ultraviyole ve goriiniir bolge spektroskopisi ile maksimum dalga boyunda
(Amaks) her derisime karsilik gelen absorbanslari okunur ve absorbansa karsi derisim
grafigi (korelasyon grafigi) ¢izilir. Daha sonra, derisimi bilinmeyen numunenin
ultraviyole ve goriinlir bolge spektroskopisi ile maksimum dalga boyunda (Amaks)
absorbans1 okunur. Korelasyon grafiginde absorbansa karsilik gelen derisim degeri
bulunur. Ayrica karigimlarin analizi, asitlik sabitinin belirlenmesi, hidrojen baginin
hesaplanmasi, hiz ve denge sabitlerinin hesaplanmasi yap11abi1ir.31

2.3. Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi

Tiirev spektrofotometresi; tiirev spektrumlarinin kullanilmasi esasina dayali bir
analiz yontemidir. UV- goriiniir bolgedeki bir spektrum madde {izerine gonderilen 15181n
dalga boylarina kars1 absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile elde edilir. Yani A =
f(X) fonksiyonudur. Bu fonksiyonun her bir noktasindaki tiirevi hesaplanabilir (dA/
dX). Eger bu tiirev degerleri dalga boyuna karsi grafige gegirilecek olursa "tiirev
spektrumu™ meydana gelir ve 1 den n'e kadar derecede olabilir.

Tiirev spektrofotometride, absorbans ya da gecirgenligin dalga boyuna gore
birinci veya daha yiiksek dereceden tiirevi, dalga boyuna kars1 kaydedilerek spektrum

cizilir. Cogu kez bu egriler, normal bir spektrumda goriilmeyen spektral ayrintilari
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ortaya cikarirlar. Buna ek olarak, bazen bozucu maddeler varliginda bir analit
derisiminin 6l¢iimii daha kolay ya da daha dogru olarak yapllabilir.sz’ %
Sekil 2.5’te goriildiigii gibi bir can egrisinin 1. derece tlirev egrisi orijinal

spektrumdaki egrinin tegetlerinin egimini gostermektedir. Boylece tiirevlendirme ile

spektrum daha ayrintili ve net bir goriiniim kazanir.

4 —
7 —
[Fy] -
[
m —
2 o
o =
o
= ] A\ / :
- \}‘_; a ---0. derece tilirew egnm .
-3 — N
| || ] - oo 1. derece tirer egisi :
T :
- ! J - Co-—- 4. derece tirew egris -
4 I 5 .
4 o, d - 3. derece tirev egrisi -

0 200 400 600 200

Dalga boyu {nm)

Sekil 2.5. Absorbans ve tiirev spektrumlar

2.3.1. Tiirev Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Giliniimiizde 1. den 4.’ye kadar tiirev egrisi ¢izilmekte ve anlam kazanmaktadir.
Asagidaki sekilde de goriildiigii gibi 1. tiirev egrisi orijinal spektrumdaki egrinin
tegetlerinin egimini gostermektedir. Burada orijinal spektrumun maksimum noktasi
kaybolmus, buna karsilik orijinal spektrumda absorbansin yiikseldigi kisimlar igin
pozitif, azaldig1 kisimlar i¢in ise negatif degerler almaktadir. Orijinal spektrumdaki egri
tizerinde egimin en biiyiik oldugu noktalara, yani egrinin yan yiiksekliklerine karsilik
bir maksimum ve bir minimum géstermekte egimin en diisiik oldugu tepe noktasinda ise
sifir olmaktadir. Buna gore gauss egrisindeki maksimum noktasina 1. tiirev egrisinde bir

kesim noktas1 (zero-crossing)" karsilik gelmektedir. 2. tlirev egrisinde ise ayni islemler
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sonucunda orijinal egrinin maksimum noktasina karsilik gelen bir minimum
gorilmektedir. 3.tlirev egrisinde orijinal egrinin maksimum noktasina aynen 1. Tiirev
egrisinde oldugu gibi bir kesim noktasi karsilik gelmektedir. 4.tiirev ise orijinal
spektrumdaki maksimum noktaya yine bir maksimum nokta karsilik gelmektedir. Bu
nedenle tek maddenin kantitatif tayinlerinde 2. ve 4. tiirev egrileri kullanilmaktadir.
Ayrica orijinal Gauss egrisi tipindeki bir pike karsilik n tiirevde n + 1 tane maksimum
ve minimuma rastlanmaktadir. Yani 1. tiirevde 2, 2.tiirevde 3, 3.tiirevde 4 tane gibi
maksimum ve minimum noktasi gézlenmektedir. Onemli bir nokta ise, tiirev egrilerinin
ayni dalga boyu aralig1 igerisinde alinmasi nedeniyle piklerin genisliginin azalmasidir,
Bu azalma yaklasik 1. tiirevde yarisina, 2. tiirevde % 53 'line ve 4. tiirevde yiizde 41 'ine
inmektedir.

Tiirev spektrumlarinda, kesim noktasi ¢ok onemlidir. Cilinkii bu noktada, ait
oldugu maddenin diger madde veya maddelerin spektrumuna katkisi1 yoktur. Dolayisiyla
karisim igerisinde herhangi bir ayirma islemi gerekmeksizin baz1 maddelerin digerleri
yaninda miktar tayinlerinin yapilabilmesi miimkiindiir. Bu da, 6zellikle karigim halinde,
maddeleri etken maddeler olarak iceren farmasdtik preparatlarin analizi i¢in, yontemin
cok etkili ve kolay bir miktar tayini yontemi olmasini saglar. Bu yontem, ikili
karisimlarda oldugu kadar, daha fazla sayida bilesen iceren karisimlarda da uygun

kesim noktalar1 bulundugunda uygulanabilir.35
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Orijinal spektrum
(sifininc: derece spektrum)

1. Turev spektrumu

2. Turev spektrumu

3. Tuarev spektrumu

4. Turev spektrumu

Sekil 2.6. Farkl1 derecede tiirev spektrumlar

2.3.2. Tiirev Spekroskopisinin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

a) Avantajlari:

a) Tiirev ¢aligmasi, orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve bunun
omuz noktalar1 ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece
bir bilesik daha kolay ve kesin olarak taninabilir.

b) Cogunlukla orijinal spektrumda elde edilen egriler, bir¢ok pikin tist iiste
gelmesi ile meydana gelmistir. Tiirev alma ile bu absorpsiyon egrileri daha ayrintili
sekle girer ve boylece bir arada bulunan piklerin tek tek goriilmesi saglanir.

¢) Bilindigi gibi spektrofotometride bulanik ¢ozeltiler ile calisilirken, ¢okme hizi,

tanecik blytikligli gibi faktorlere bagli olarak biiyiik oranda hata yapilabilir. Tiirev
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egrilerinin hazirlanmasi ile bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki ortadan kaldirila
bilinir.

d) Birden fazla maddenin karisim halinde bulundugu ortamlarda, ekstraksiyon ve
kromatografi gibi herhangi bir ayirma islemine basvurmaksizin tek tek miktarlar tayin
edilebilir.

e) Reaksiyon ortamindan kaynaklanan giiriiltii piklerinin yok edilmesi saglanir.

b) Dezavantajlari:

a) Kullanimi ¢ok kolay olmasina karsilik pahali spektrofotometrelere ve oldukca
karmagik bir elektronik yapiya ihtiyag¢ vardir.

b) Tiirev spektrumlarinda ¢ok sayida uydu pikler de goriiliir. Bu pikler bir
karisim ile calisilirken baska bilesenlerin de varligina bizi gotiiriir. Tiirev derecesi
arttik¢a bu cins piklerin sayist da artacagi i¢in karisiklik daha da artacaktir.>®

2.3.3. Tiirev Spektroskopisi Yonteminin Uygulamalar:

Ultraviyole ve goriiniir bolgelerde tiirev spektroskopisinin en 6nemli uygulama
alani, spekturumlar1 birbiriyle c¢akisan bilesiklerin birbirinden ayirt edilmesini
gerektiren kalitatif tayinlerle ilgilidir. Ayrica tiirev spektroskopisi;

- Tlag analizlerinde

- Ayni spektral bolgede absorbsiyon yapan ilag karigimlarinin tayininde

- Etken maddenin bozunma iiriinii varliginda tayininde

- Bozucu etki yapan matriks bilesenlerinin varliginda etken maddenin tayininde
uygulanmaktadlr.az’ 3

2.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir 6rnek karisimindaki ¢oziinmiis yapilarin iki fazda (sabit ve
hareketli faz) farkli dagilimlarina dayanan, fiziksel bir ayirma yontemidir. Coziinmiis

yapilar, laboratuvarda ol¢iilen analitlerdir. Kromatografik ayirim yonteminde hareketli
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faz, Ornegi sabit (hareketsiz) fazi1 igeren yatak, diizlem veya kolon boyunca
tasimaktadir. Hareketli faz, sabit fazin icinden gectikge ¢Ozlinmiis molekiiller iki faz
arasinda dagilirlar. Sabit faza daha az ilgisi olan ¢6ziinmiis yapilar, daha ¢ok ilgisi
olanlara oranla, hareketli fazda daha uzun siire kalirlar. Diisiik afiniteli ¢Oziinmiis
molekiiller daha hizli go¢ ederek, sabit faza daha c¢ok ilgisi olan ¢Oziinmiis
molekiillerden ayrilirlar. Daha sonra hareketli fazin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinin
degistirilmesi ile sabit faza kuvvetli bir sekilde baglanmis olan ¢oziinmiis molekiiller de
yerlerinden ayrllurlar.37 Kromatografik yontemler; ilaglarda, klinik kimya, adli tip ve
biyokimya alanlarinda, kozmetik {irinlerinde, gida analizlerinde, ¢evre analizlerinde
genis ve verimli bir kullanim alanina sahiptir.*

Kromatografinin iki temel formu diizlem ve kolon kromatografisidir. Diizlem
kromatografisinde sabit faz bir kagit tabaka {izerindedir veya cam veya plastik bir
tabaka tlizerine baghdir. Kolon kromatografisinde ise, iizeri sabit fazla kaplanmis veya
kimyasal olarak baglanmis olan destek partikiilleri bir tiip i¢inde paketlemistir veya
sabit faz kolonun/tiipiin i¢ ylizeyine kaplanmistir. Kagit kromatografisinde sabit faz, bir
su tabakas1 veya kagit liflerine kaplanmis bir polar (;éizgendilr.?’7

2.4.1. Kromatografik Yontemlerin Simiflandiriimasi

Kromatografik yontemler, faz sistemlerine veya 6zel faz diizenlerine gore farkl
sekilde siniflandirilip tanimlanmaktadir.

e Ayrilma Mekanizmalarina Gore

e Uygulama Bi¢imine Gore

e Faz Tiplerine Gore

Ayrilma Mekanizmalarina Gore

e Adsorpsiyon kromatografisi

e Partisyon kromatografisi
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Iyon degistirme kromatografisi

Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi

Iyon ¢ifti kromatografisi

Afinite kromatografisi

Uygulama Bi¢cimine Gore

e Diizlemsel kromatografi

e Kagit kromatografisi

e Ince tabaka kromatografisi (TLC)

e Kolon kromatografisi

e Gaz kromatografisi (GC)

¢ Yiiksek basingl sivi kromatograsi (HPLC)

Faz Tiplerine Gore

e Sivi kromatografisi

e Sivi-Kat1 kromatografisi

e Sivi-Sivi kromatografisi

e Gaz kromatografisi

e Gaz-Kat1 kromatografisi

e Gaz-Sivi kromatografisi

2.4.2. Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar

Kromatografik yontemler, ¢6ziinmiis molekiilleri ayirmak ig¢in kullanilan
kimyasal veya fiziksel mekanizmalara gore siniflandirilirlar. Bunlar: Adsorpsiyon,

dagilma, iyon-degistirme ve jel filtrasyon mekanizmalaridir.
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2.4.2.1. Dagilma Kromatografisi

Coziiniir maddelerin  birbirine karismayan iki sivi iginde farkli olarak
boliinmeleri, dagilma kromatografisi ile ayirmanin temelini olusturmaktadir. Pratikte,
karigsmayan bu iki stvinin biri durgun faz olarak gérev yapmaktadir. Bu faz1 hazirlamak
igin, ince bir sivi tabakasi, kapiler bir kolonunun i¢ ¢eperlerine veya destek
partikiillerine absorbe ettirilir veya kimyasal olarak baglanir. Ayirim, ¢6ziinmiis
molekiillerin durgun ve hareketli fazlar arasindaki goreceli ¢Oziiniirliik farklarina
dayanmaktad1r.37

Dagilma kromatografisi, GLC veya sivi-sivi kromatografisi (LLC) olarak
siiflandirthir. LLC ya normal-faz veya ters-faz olarak smiflandirilir. Normal-faz
kromatografisinde, durgun faz olarak polar bir sivi, bir ¢dzgen veya ¢ozgenler karisimi
kullanilir. Ters-faz kromatografisinde, durgun faz polar degildir, hareketli faz ise daha
polardir. Iyonik ¢ziinmiis molekiillerin ayiriminda kullanilan iyon bastiric1 veya iyon-
cifti kromatografisi ters-faz  kromatografinin iki seklidir. Iyon-baskilayici
kromatografide, zayif asidik veya bazik analitin iyonik karakteri, hareketli fazin pH’nin
degistirilmesi ile notrlestirilir veya bastirilir. Iyonik grubu nétrlestirilmis olan ¢dziinmiis
molekiil, daha az polar oldugu i¢in, polar olmayan durgun faz ile daha iyi etkilesime
girebilir. Bastirilmig analit, n6tr bir tiirlin 6zelliklerini gosterir ve ters faz kromatografisi
ile ayrilir. Tyon gifti kromatografisinde, zit yiiklii iyon-analitinkine zit yiiklii-hareketli
faza eklenir. Hareketli fazda, zit yiiklii iyon iyonik analitlerle iyon giftleri kurar, baz
ciftlerinin yerine gecer ve analitin iyonlarini nétralize eder. Bu iyon ¢iftleri daha sonra
ters-faz kromografisi ile ayrilir. Pratikte, iyon ¢ifti kromatografisi ilaglarin ve

metabolitlerinin ayriimalarinda 6zellikle yararlidir.*’
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2.4.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Coziinmiis yapilarin, kat1 bir partikiil yiizeyine adsorpsiyon ve desorpsiyonlari
arasindaki farkliliklari, adsorpsiyon kromatografisiyle ayirimin temelini olusturur. Bu
kromatografi tliriinde etken olan elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, dagilim
etkilesimlerini kontrol eden fiziksel kuvvetlerdir. Ancak, ¢o6ziicii tutulmasinin
tekrarlanabilmesi ile ilgili teknik problemler, Klinik laboratuvarda bu kromatografinin
tercih edilmesini azaltmlstlr.37

2.4.2.3. iyon Degistirme Kromatografisi

Yikli durgun faz yiizeyi, farkli ylizlii hareketli faz ve c¢oziinmiis molekiiller
arasindaki iyon degisimine dayanmaktadir. Isleyiste, ¢oziinmiis molekiiller, kendi
yiiklerinin tiirii ve iyonik yiiklerinin biiyiikliiklerindeki farkliliklara gore, birbirlerinden
ayrilirlar. Bu tip kromatografide, plastik regine veya silika partikiillerinin yiizeyleri
durgun faz olarak gorev yaparlar. Durgun faza sabitlestirilmis anyonik ve katyonik
fonksiyonel gruplar baghdir. Elekrokimyasal olarak notr durum, sabit bir yiike ¢ok
yakin bulunan ve yer degistirebilen zit yiiklii iyonlarla saglanmaktadir. Hareketli
fazdaki ¢Ozlinmils molekiiliin iyonlari, zit iyonlarla yer degistirir. Hareketli fazin
pH’sinin, iyonik siddetinin veya her ikisinin birden degistirilmesi ile ¢oziinmiis molekiil
iyonlart segici olarak kolondan ¢ikarilir. Iyon degistirici kromatografinin aminoasitlerin,
peptidlerin, proteinlerin, niikleotidlerin ve niikleik asitlerin ayrilmasi gibi bir¢ok klinik
uygulamas: bulunmaktadir. Sulu karisimlardan inorganik iyonlarin ayrilmast ve
uzaklastirilmasi, iyon degistirici kromatografinin diger bir 6nemli uygulamas1d1r.37

2.4.2.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Sterik dislama, jel gecirgenlik, boyuta gore dislama, molekiiler-dislama,
molekiiler-elek kromatografisi olarak da bilinir; ¢6ziinmiis molekiilleri molekiiler

boyutlarina gore ayirir. Molekiil sekli ve hidratasyon durumu da bu yontemde etkendir.
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Sterik dislama kromatografisinde capraz bagli dekstran (sephadex), poliakrilamit (bio-
gel) agaroz (sepharoz), polistiren-divinil benzen, gézenekli cam ve bu sayilanlarin
karisgtmi  (ultragel,synchrompak) gibi  farkli maddeler durgun faz olarak
kullanilmaktadir. Kii¢iik molekiillerin, gegici olarak iglerinde tutuldugu boncuklarin
gozenek boyutlar1 siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Gozeneklere sekillerinden
dolay1 veya biiytikliiklerinden dolay1 giremeyen molekiiller, tamamen hareketli fazda
kalirlar ve kolondan c¢abuk ¢ikarlar. Ara boyutlardaki molekiiller, gozenek hacimlerinin
farkli kesimlerine ulasarak, biiyiik ve kiiciik molekiiller arasinda kolondan <;1karlalr.37

2.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Sivi kromatografisi ile ayirma, ¢6ziinmiis molekiillerin hareketli siv1 faz ile
durgun faz arasinda dagilmasi ilkesine dayanir. Durgun faz olarak kiigiik partikiiller
kullanildiginda, yiiksek performansli sivi kromatografisidir. Kolon verimi kolon dolgu
maddesinin boyutuyla ters orantili; basing diisiisii ise partikiil ¢capinin karesi ile iliskili
oldugundan, yiiksek verimli HPLC kolonlarindan sivilarin pompalanmasi i¢in goreceli
olarak ytiksek basinglar gerekilr.37 Yiiksek performansh sivi kromatografi biitiin analitik
ayirma teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin
olmasmin sebepleri; duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir
olmasi, ucucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolay bozuna bilen tiirlerin ayrilmasina
uygun olmasidir. Aminoasitlere, proteinlere, niikleik asitlere, hidrokarbonlara,
karbonhidratlara, ilaglara, terpenoidlere, pestisitlere, antibiyotiklere, steroidlere, metal-
organik tiirlere ve ¢esitli inorganik bilesiklere bu yontem uygulanabilir.31

S1vi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan HPLC yonteminde,
sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutunun kiigiiltiilmesi sonucu

hareketli faz ile etkilesen sabit faz ylizey alani biiyilir ve bdylece kolonun etkinligi
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arttirilmis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla
gecebilmesi i¢in basing uygulanmasi gerekir.

Bir HPLC analizinin basaris1 biiyilk oranda dogru ¢oziicii sisteminin
belirlenmesine baghdir. HPLC’de kullanilacak ¢6ziiciiniin sahip olmasi gereken fiziksel
ozellikler sunlardir: Kaynama noktalar1 fazla yiiksek olmamalidir Ki ¢6ziicti daha sonra
kolay uzaklastirilabilsin, kolonda yiiksek basing olusmamasi igin viskoziteleri diisiik
olmalidir, kullanilan dedektorle uyumlu olmalidir, analizi yapilacak numunenin
sinyalini engellememelidir. Miimkiin oldugunca giivenli bir kimyasal olmali, toksisitesi
diistik olmalidir.*

HPLC’nin avantajlari;; HPLC kolonu, rejenerasyon gerekmeksizin pek ¢ok kez
kullanilabilir. HPLC teknigi kullanicinin becerisine daha az bagimhdir ve
tekrarlanabilirlik daha yiiksektir. Nicel analiz kullanilabilir. Analiz siiresi kisadir.
Duyarlik yiiksektir.

2.5.1. Normal ve Ters Faz Dolgulari

Hareketli ve sabit fazlarin polarliklar1 s6z konusu oldugu zaman, dagilma
kromatografisi ikiye ayrilir. Eskiden sivi-sivi kromatografisinde sabit faz olarak silikaya
veya alliminaya baglanmis su, trietilen glikol gibi oldukca polar, hareketli faz olarak da
heksan, i-propil eter gibi daha az polar olan maddeler kullanilirdi. Bunlara normal faz
kromatografisi denilmektedir. Ancak, giiniimiizde daha ¢ok ters-farz kromatografisi
kullanilmaktadir. Ters-faz kromatografisinde sabit faz polar olmayan bir hidrokarbon,
hareketli faz ise su, metanol, asetonitril, alkilamin, alkildimetilamin gibi polar
maddedir. Normal faz kromatografisinde polarliklar1 A>B>C olan ii¢ maddeden 6nce C
eliie olur. Onu B ve A takip eder. Ciinkii polarlig1 daha az olan C, polarlig1 az olan
hareketli fazda, polarligi ¢ok olan sabit faza gore, daha ¢ok ¢oziiniir ve dolayisiyla

kolondan daha kisa zamanda ¢ikar. Ters-faz kromatografisinde, normal faz
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kromatografisindekinin tam tersi olur. Polarlig1 en yiiksek olan A maddesi ilk once eliie
olur. Ciinkii ¢oziicii polardir. Hareketli fazin polarligi diistiriilecek olursa, B ve C’de
kolondan ¢ikis zamanlar1 azalir.®

2.5.2. Sivi Kromatografi Cihazlar

Temel bir s1vi kromatografi cihazi su elemanlardan olugsmaktadir:

1. Coziinmiis molekiillerin ayrilmasi i¢in kromatografik kolon

2. Hareketli fazin saklandig1 ¢6ziicii tanki

3. Hareketli s1v1 faz1 sisteme vermek i¢in bir veya daha fazla pompa

4. Ornegin bir miktari kolona vermek igin enjektdr

5. Kolondan ¢ikislar1 esnasinda ayrilmis analitleri saptamak icin sistem iizerinde

detektor

6. Sistemi kontrol eden, verileri isleyen bilgisayar.

Bu elemanlarla c¢esitli tiplerde HPLC sistemleri olusturulur.37 Modemn sivi
kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2 ile 10 pm
arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun siv1 akis hizlar1 elde edebilmek i¢in, yiizlerce
atm’lik pompa basinglarma gerek vardir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu olarak
HPLC i¢in gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate alindiginda, daha
ince iscilik gerektirir ve sonugta daha pahalidir. Sekil 2.7 ’de tipik bir yiiksek

performansli sivi kromatografi cihazinin ¢esitli kisimlar1 sematik olarak g(’)sterilmistir.31
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Sekil 2.7. Yiiksek performansli s1vi kromatografisi cihazinin sematik goriiniisii

2.5.3. Kromatografide Temel Kavramlar

1. Ayirma Giicii (Rezulusyon Rs)

Kromatografinin amaci birgok pikin birbirinden ayrilmasidir. ki pikin ayrilmas:
(Rs) alikonma zamanlar1 arasindaki farkin ortalama pik taban genisligine bolimii ile

ifade edilir.

_ 2(t; — ty)
STOW,+ W,

Burada, W1 ve W, alikonma zamanlar1 ile ayn1 zaman birimde olan ilgili pik
taban genislikleridir. Iki pik arasindaki ayirma giicii, pikler dar taban genisliginde ve
keskin oldugunda, pikler birbirinden yeterince uzak oldugunda veya oldukg¢a fazla
alikondugunda 1yilesecektir. Bir ayirmada ayirma gilicii aslinda bu parametrelerin
birlesik katkisinin bir fonksiyonudur.38

2. Alikonma (Retansiyon)

Bir kromatografik islemde molekiiller sabit faz ile etkilesimleri disinda hareketli
faz ile birlikte hareket ederler. Molekiillerin sabit faz ile farkli etkilesimi ayrilmay1

saglar. Yiiksek performanshi sivi kromatografide hareketli faz sividir ve sabit faz
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genellikle metal silindir bir kolon i¢inde bulunan ve destek adi verilen kiigiik kati
partikiillere baglanan bir kaplamadir. Eger bir molekiil hareketli faz ile go¢ etmek
yerine sabit fazda dagilima maruz kalir ise alikonur. Kapasite faktorii veya alikonma

faktori K, iki faz ile soyle iliskilendirilir:

Vs
k=K—
Vm

Burada Vs e Vp, sabit ve hareketli faz hacimleridir ve K molekiiliin iki fazdaki
partisyon katsayisidir. Pratikte k, basitce ilgili molekiiliin alikonma zamaninin o6li
zamana bdliinmesiyle hesaplanir. Alikonma belli bir molekiiliin sabit faza baglanma
yeteneginin bir Olclisiidliir. Bir molekiiliin kapasite faktorii sifir ise alikonma
gerceklesmez ve molekiill ¢oziicii pikinde ayrilmaz. Alikonma artarken ayrilma
potansiyeli iyilesir.®®

3. Secicilik

Sabit fazin iki molekiili ayirma yetenegi kromatografinin temel konusudur.
Secicilik 1iyilestirilmedigi takdirde iki pik baslangi¢ kosullarinda ayrilmaz. Pik genisligi
her iki 6rnekte aymidir. Secicilik ( o) ; daha fazla alikonan bilesenin kapasite faktoriiniin

daha az alikonan bilesenin kapasite faktoriine orani olarak tanimlanir.

ka

O(=k—1

Secicilik bu yiizden analitin, sabit fazin ve hareketli fazin fiziksel ve kimyasal
yapisina baghidir ve bu faktorlerin degistirilmesi ile degistirilebilir. Segicilik, kolon
boyutlar1 ve akis hiz1 degistirilerek degistirilemez.38

4. Kolon Verimliligi

Kolon verimliligi bir maddenin kolonda hareket etme kolayliginin bir dl¢iistidiir,

sabit ve hareketli fazlara giris ve ¢ikisi 6lger ve kinetik parametredir. Tabaka sayis1 ‘N’
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ile ifade edilir. Alikonma zamani ve pik genisliginden hesaplanlr.38

tr
N =16 (—)
A\

2

5. Faktorlerin Birbiri ile Tliskisi

Bir ayirmanin ii¢ bileseni; hiz, ayirma giicli ve alikonma veya kapasite faktorii
birbiri ile iligkilidir; bu yiizden herhangi birinin iyilestirilmesi digerlerini etkiler.

Bir ayirma isleminde optimizasyon, en etkin ayirmaya ulasana kadar her bir
parametrenin basamakli incelenmesi ile saglanir. Ayirma giicii, ayirmayi iyilestirecek
veya birlestirecek ii¢ faktoriin fonksiyonudur:

1. Alikonma, molekiillerin sabit faz ile etkilesim yetenegi veya matrikse olan

ilgisidir.

2. Segicilik, en az iki bilesik i¢in farkli etkilesim iireten matriksin ayirma

giictidiir.

3. Kolon verimliligi, bilesigin kolonda hareket kolayligidir.®

4. Ayirma giicii, kolon verimliligi, secicilik ve alikonma terimleri ile de ifade

edilebilir:

Rs :g<(a;1)>(1ik)

2.5.4. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

S1vi kromatografide temel olarak iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir.
Bunlar, film dolgular ve gézenekli dolgulardir. Bunlardan birincisi, kiiresel, gozeneksiz,
caplar1 30-40 um olan cam veya polimer tanelerinden olusur. Bu tanelerin ylizeyine,
silis, allimina, polistiren- divinil benzen sentetik recinesi veya bir iyon degistirici
recgineden olusan ince bir gézenekli film kaplanmistir. Bazi uygulamalar icin bu yiizeye,
absorpsiyon ile yiizeye tutunan uygun bir sivi, durgun faz olarak ilave bir katman

halinde kaplanir. Alternatif olarak, organik bir yiizey katman olusturmak iizere kimyasal
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isleme tabi tutulabilir. Giinlimiizde, taneler zarli dolgular daha ¢ok koruyucu kolonlarda
kullanilmakta, analitik kolonlarda kullanilmamaktadir. Sivi kromatografide kullanilan
gozenekli partikiiller, ¢aplart 3-10 um arasinda olan gozenekli partikiillerdir. Belli
boyuttaki bir partikiil igin, partikiil boyutu araligini en aza indirmek gerklidir.
Partikiilller silis, aliimina, polistiren — divinil benzen sentetik reginesi veya bir iyon
degistirici re¢ineden meydana gelmistir. Silis, sivi kromatografide en yaygin kullanilan
bir dolgu maddesidir. Silis partikiilleri mikron alt1 silis partikiillerini olduk¢a uniform
yarigapta daha biiylik partikiiller olusturacak kosullarda bir araya toplanmasiyla
hazirlanir. Elde edilen partikiiller ¢cogu zaman, ylizeye kimyasal olarak veya fiziksel
olarak baglanan, ince bir organik film ile kaplanir.®*

2.5.5. Dedektorler

Sivi kromatografi dedektorleri temel olarak iki tiptir. Yigin 6zelligi dedektorleri,
hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit tarafindan
degistirilen y18in 6zelliklerine cevap veren detektorlerdir. Bunun tersine, analit 6zelligi
dedektorleri, analitin UV absorbansi, floresans siddeti veya diflizyon akimi gibi
hareketli fazin sahip olmadigi, bazi ozelliklerine cevap veren detektorlerdir.®! Bu
calismada UV esasli dedektorii kullanildigindan, sadece bu dedektorden bahsedilecektir.

UV Absorbans Dedektorleri: Absorbans dedektorleri kromatografi kolonundan
gelen eliiantin absorbansini 6lgen cihazlardir. Ekstra bant genislemesini en aza indirmek
icin dedektor hiicresinin hacmi miimkiin oldugu ol¢iide kiiciik tutulur. Buna gore,
numune hacmi genel olarak 1-10ul, 1sin yoluda 2-10mm kadardir. Ancak boyle
hiicrelerin basinct en ¢ok 40 atm olmalidir. Bu nedenle Z seklinde olan hiicreye
girmeden Once ¢ozeltinin buhar basinci diistirtliir.

Bir¢ok absorbans dedektorleri ¢ift 151n demetlidir. Isin demetlerinden birisi eliie

edilmis ¢ozeltiden, diger demet ise siddetinin azaltilmasi i¢in bir filtreden gegirilir. Bu
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demetleri 6lgmek icin birbiriyle uyumlu ¢alisan iki fotoelektrik dedektor kullanilir. Isin
yolu kesicili bir sistem de kullanilabilir. Bu durumda tek fototiip yeterli olur. Her iki
halde de iki 151n demeti oraninin logaritmasi zamana karsi grafige geg:irilir.32

2.6. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon

Bir yontemin veya Ol¢iim prosediiriiniin, belirlenen amaglara uygunlugunun,
deneysel ¢alismalarla elde edilen objektif delillerle, dogrulanmasina validasyon denir
(ISO /IEC17025).

Yontem validasyonu asagidaki sekiz basamakla belirlenir.

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Saglamlik, kararlilik

4. Dogrusallik/Olgiim aralig:

5. Segicilik ve Duyarlilik

6. Teshis Sinir1, Gozlenebilirlik Sinir1 (LOD)

7. Tayin siir1 (LOQ)

8. Olgiim Belirsizligi

2.6.1. Dogruluk

Dogruluk, bir 6l¢lim cihazinin veya metodun Sl¢liim sonucunun gergek degere ve
birbirlerine yakinligini ifade eder. Dogrulugun, gergeklik ve sistematik hata olmak
tizere iki bileseni Vardlr.?’gDogruluk icin gercek deger farkli sekillerde elde edilebilir.
Birincisi;  yontemin sonuclarini, bilinen yontemlerden birinin sonuglar1 ile
karsilastirmaktir.”® ikincisi ise; dogrulugun bilinen derigimlere sahip bir Ornegin

analiziyle karsilastirarak kontrol edilmesidir.**
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2.6.2. Kesinlik

Kesinlik, 6l¢tim sonuglarinin birbirine yakinhiginin dlgiisiidiir ve bagimsiz analiz
sonuglar1 arasindaki tutarlilig gt’>sterir.42

Kesinlik iki kategoriye ayrilir; tekrarlanabilirlik ve tekrar yapilabilirlik.

Tekrarlanabilirlik, ayn1 laboratuvarda, ayn1 metot, ayni1 drnek, ayni cihaz ve ayni
analist ile kisa zaman araliginda yapilan Ol¢iim sonuglarinin birbirlerine olan
yakinligimin dleiisidiir.*

Tekrar yapilabilirlik, bir metodun; farkli laboratuvarda, farkl cihazla, farkli kisi
tarafindan, farkli kimyasallar kullanarak, farkli giinlerde yaptig1 6l¢tim sonuglarmin biri
birine yakinhginm 6lciisiidiir. Ol¢iim sonuglarinin standart sapmasi hesaplanarak ifade
edilir.*

2.6.3. Saglamhk

Saglamlik ¢alismalari, operasyonel gostergelerin analiz sonuglar1 tizerindeki
etkilerini 6lcer. Cesitli sartlar altinda, yontemin analitik sonuglarinin kabul edilebilir
dogruluk ve kesinligini saptama kabiliyetidir.**

2.6.4. Dogrusallik/Ol¢iim Arahig

Olgiim araligi, ydntemin uygulama arahgnin belirlenmesi igin kullanilir,
Kalibrasyon egrisinde, Ol¢iilen analitin derisimi ve dedektdr yanitinin dogru orantili
oldugu araliktir. Yontem gegerli kilma g¢alismalarinda, analitin derisimleri bu aralik
dikkate alinarak diizenlenir.

Standart egri, metoda ve tirline bagl belirli sayida 6l¢giim noktasi ile belirlenir.
Egrinin olusturulmasi, i¢cinde miktar1 bilinen referans ornekle veya kor ornek igine

eklenmis analitin bilinen derisimi ile yapilir. Her bir 6l¢iim noktasinda en az iki 6lgiim

yapilir.
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Eurachem rehberinde; en az 6 noktada, bir de kor eklenerek ve her bir noktada
tekrar sayis1 3 olarak, ISO 11095°de en az 3 farkli seviyede referans 6rnek ve tekrar
sayisl ise en az 2 olarak belirtilmistir.*?

2.6.5. Secicilik ve Duyarhhk

Yontemin segiciligi; analiti ornekte varligi tespit edilmis ve analitle girisim
yapabilen diger bilesenlerden ayirt etmesidir.* Segicilik yeterli diizeyde degilse,
yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir siiphe uyanir.

Secicilik agagida belirtilen yollarla belirlenir:

* Analit igeren ve igermeyen numuneler analiz edilerek, analit ile girisim yapma
olasilig1 bulunan maddeler belirlenir.

» Kromatografik yontemlerde, analitin en yakinindaki pikle olan ayirim giicii
degerlerine bakilir.

« Incelenecek bilesige cevap verme yetenegine sahip olan, duyarlilig: yiiksek bir
dedektor kullanilir.*

2.6.6. Teshis Sinir1, Gozlenebilirlik Sinir1 (LOD)

Uygulanacak bir yontemin, gelen numunelerin %95'ini 6lgebilmesi gerekir. Bu
yiizden, yontemin uygun kalibratorlerle analitik Sl¢iim siurlari belirlenir.”” Analitle
iliskili sinyalin geri plan karistirict etkenlerden (back ground noise) ayrilabildigi en
diisiik analit miktardir. Gozlenebilirlik, analitin ayirt edilebildigi en diisiik derisimdir.
Ornegin kromatografik bir metotta analit sinyalinin giiriiltiiden ayrilabilmesi igin
gereken minimum analit miktaridir. LOD c¢alismasi ile validasyonu yapilan metot ve
belirlenen matrikste Olgiilebilen, ancak miktar1 kesin olarak tayin edilemeyen derisim
bulunmaktadir.

LOD (Limit of detection= Go6zlenebilirlik siniri)

Xbl = blank &lgtimlerinin ortalamasi
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Sbl = blank 6l¢iimlerinin standart sapmasi

LOD= Xbl + 3 Shl

2.6.7. Tayin Sinin1 (LOQ)

Analitin glivenilir, dogru 6l¢limiiniin yapilabildigi en diisiik miktardir. Dogrudan
yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.

LOQ (Limit of quantitation= Belirlenebilirlik sinir1)

Xbl = blank 6l¢iimlerinin ortalamasi

Sbl = blank 6l¢iimlerinin standart sapmast

LOQ= Xbl + 10 Shl

2.6.8. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiilen miktar ile iliskili olarak karsilasilabilecek degerler dagilimini ifade
eder.”® Olgiim belirsizligi, gergekte, her 6l¢iim sonucu ile birlikte yer almasi gereken bir
parametredir. Testin giiven diizeyini gosterir. Testi kullananlara olglimiin Kalitesi
hakkinda bilgi verir, sonucun gercek degeri ne olglide yansittigini  gosterir.
Laboratuvarlar, kendi kosullarinda tiim belirsizlik kaynaklarmi sistematik olarak

inceleyip, belirsizlik degerlerini 6l¢iim sonucu ile birlikte rapor etmelidir.*’
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Metanol (Merck)

Asetonitril (HPLC grade, MERCK, Almanya)

Bosentan Actelion Pharmaceuticals (Allschwil, Switzerland)
Deiyonize su

Deney tiipt

Otomatik pipet (10-100 pl, 100-1000 pul ve 1000-5000 pl)
Kuvartz kiivet

Balon joje

3.2. Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Dedeoglu, Membert)

Ultrasonik banyo (Transsonic T 890/H,Elma LC 30)

Terazi (Bosch S 2000)

Karistirict (Vorteks, IKA )

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Sistemi:
UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi (ThermoSpectronic HeAIOS )
UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Thermospectronic Vision 32 Software
Yazict (HP LaserJet 1018)

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
Agilent Technologies 1200 Series marka HPLC sistem
Pompa

Dedektor (Agilent Technologies)

Kolon firin1 (USA)

Gaz giderme tinitesi (Agilent Technologies)
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Ters faz kolonu (Cyg, 5 um, 250 X 4.6 mm)

Bilgisayar (HP)

3.3. Yontemler

3.3.1. Spektrofotometrik Yontem Sartlari

Spektrofotometrik Ol¢limler, Thermospectronic ¢ift 1s1nli UV-Goriinlir Bolge
spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirildi ve UV-Goriiniir Bolge spektrumlar,
madde tizerine gonderilen 15181n dalga boylarina karsi absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesiyle 271 nm dalga boyunda elde edildi. Birinci Tiirev Spektrofotometri
calismasinda ise, 285 nm dalga boyunda spektrumlar elde edildi ve 2 nm spektral bant
genisligi ve 1 cm kuvartz kiivetler kullanildi.

3.3.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontem Sartlar

HPLC yo6ntem sartlar1 Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. Bosentan igin HPLC-UV c¢alismasinda uygulanan yontem sartlari

Yontem Sartlar Bosentan

Kolon Cis (250x4.6 mm,5um )

Dedektor uv

Dalga Boyu 271nm

Hareketli Faz metanol-asetonitril-su (20:50:30 v/v/v)
Kolon Sicakligi 25°C

Kolon Akis Hiz1 1.0 ml dak™

Enjeksiyon Hacmi 10 pl
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3.3.3. HPLC Yontem Gecerlilik Testleri

Bu ¢alismanin HPLC yontemi kullanilarak yapilan analizlerinde kullanilan
gegerlilik testleri, ICH Q2B (The International Conference on Harmonization)
rehberinde kabul edilen analitiksel yontem gecerlilik parametreleri esas alinarak
gergeklestirildi.

3.3.3.1. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

Dogrusallik, 10-35 g ml™ derisim araliginda ve bu araliktaki ¢ozeltilerin alti
kez tekrarlanan Ol¢limlerinden elde edildi. Elde edilen degerlerin grafige gegirilmesi ile
UV-Goriintir bolge ve birinci tiirev kalibrasyon egrileri tiiretildi. HPLC ¢aligmasinda ise
0.25-20 pg ml™ derigim araligindaki standart ¢ozeltilerin derisimine kars1 elde edilen
pik alanlar grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi. Kalibrasyon egrisinden
standart egrinin dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari elde edildi.

3.3.3.2. Dogruluk/Kesinlik ve Geri Kazanim

Dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinda kalibrasyon egrisi igerisindeki ti¢ farkl
derisimdeki ¢ozeltilerin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1 gilinde 6
kez) ve giinler arasi (aym yontemle farkli 3 giinde 6 kez) analizleri yapildi. Bu
calismalardan elde edilen verilerle ortalamalar ve standart sapmalar hesaplandi.
Dogruluk bagil hatayla [% BH: (bulunan-eklenen/eklenen) x 100], kesinlik bagil
standart sapma [% BSS: (SS/ortalama deger) x 100] ile verildi.

Farmasotik preparatlar i¢in analitik geri kazanim, standart ekleme yontemine
gore yapildi.

3.3.3.3. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Spektrofotometri calismalarinda, % Bagil Standart Sapma (% BSS) degerleri
kalibrasyon egrisinin en kiigiik degerinden daha kiiciik derisimlerde hazirlanan bosentan

coOzeltilerinin absorbans degerlerine gore belirlendi. % BSS degeri % 10’dan kiiciik olan
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deger miktar tayin alt siir1 (LOQ) ve % 20’den kiiclik olan deger ise gozlenebilme
sinir1 (LOD) degeri olarak kabul edildi.

HPLC yonteminde, kromatogramlarda sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu derisim
gozlenebilme smir1 (LOD), 10 oldugu derisim ise miktar tayin alt sinir1 (LOQ) olarak
belirlendi.

3.4. Tabletlerin Hazirlanmasi

Bosentan iceren Tracleer ve Diamond tabletlerinin her birinden 10’ar adet alind1
ve bu tabletler tartildi. Sonra toz haline gelinceye kadar bu tabletler ezildi. Toz haline
gelen her bir ilagtan 1 tablet agirlikta olacak kadar toz ilag alinarak 100 ml’lik balon
jojeye koyuldu ve metanolde ultra sonic banyo yardimiyla ¢6ziildii ve hacmi 100 ml’ye
tamamlandi. Elde edilen tablet g¢ozeltileri siizlildii ve gerekli derisimde ¢ozeltileri

hazirlanip analizleri yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Standart ve Kalite Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bosentanin stok ¢ozeltisi 100 pg ml™ derisimde metanol kullamilarak hazirlandu.
Hazirlanan bu stok ¢6zeltinin belirli hacimleri metanol i¢inde seyreltilerek 10, 15, 20,
25, 30 ve 35 pg ml™ derisimlerde standart calisma cozeltileri ve ii¢ farkli derisimde (12,
23 ve 33 pg mlY) kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin, UV-Goriiniir

bolge absorbanslart 271 nm’de okunarak spektrumlari elde edildi (Sekil 4.1).

Absorbance

00000000

20 230 M0 250 260 270 280 280 300 30 340
Wavelength(nm)

Sekil 4.1. UV-Goriintir bolge spektrofotometrik ¢calismasinda bosentanin 10, 15, 20, 25,
30 ve 35 pg ml™ derisimlerdeki ¢ozeltilerinin absorbsiyon spektrumu

4.1.2. Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)

4.1.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Bosentanin 10-35 pg ml™ derisim araliginda hazirlanan standart ¢alisma
cozeltilerinin derisimlerine (10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg ml'l) kars1 okunan absorbans

degerlerinin grafige gegirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil 4.2de verildi.
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y =0,0248x - 0,007
R?=0,9988

0 10 20 30 40
Derisim (ng/ml)

Sekil 4.2. UV-Goriiniir bolge spektrofotometri yontemle elde edilen kalibrasyon egrisi

UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemle elde edilen kalibrasyon egrisinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Bosentana ait kalibrasyon egrisi ile ilgili bilgiler

Parametreler UV-Gor.Bol. Spektrofotomeri
Dalga Boyu (A: nm) 271

Dogrusal Aralik (ug ml™) 10-35

Regrasyon Dogrusu Denklemi A=0,0248x - 0,007

Sa 1.6x10™

Sp 1x10™
Korelasyon katsayist (r) 0.9993

Sa- Kaymanin standart sapmasi, Sp: Egimin standart sapmast

4.1.2.2. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Bosentana ait kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri olan 10 pg ml™’den daha
diisiik derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin absorbans degerleri
alt1 kez okundu ve % Bagil Standart Sapma (% BSS) degerleri belirlendi. % BSS degeri
% 10’dan kii¢iik olan deger miktar tayin alt sinir1 (LOQ) ve % 20’den kii¢iik olan deger
ise gozlenebilme smir1 (LOD) degeri olarak kabul edildi. LOD degeri 1pg ml™, LOQ

degeri 4ug ml™ olarak belirlendi.
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4.1.2.3. Dogruluk, Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin i¢i ve gilinler arasi yapilan ol¢timlerle
belirlendi. Kalibrasyon egrisi i¢ine diisen ii¢ farkli derisimde (12, 23 ve 33 ug ml™)
hazirlanan bosentan ¢ozeltilerinin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi
ve bagil hatalar1 giin i¢i ve gilinler aras1 dlgiimlerle belirlendi. Dogruluk % Bagil Hata
(% BH), kesinlik ise % Bagil Standart Sapma (% BSS) ile verildi. Deney sonuglari

Tablo 4,2°de verildi.

Tablo 4.2. UV-Goriiniir bolge spektrofotometrisi ¢alismalarinda giin igi ve giinler arasi
kesinlik ve dogruluk degerleri

Giin ici Giinler Arasi
Eklenen Bulunan X+ SS % %  Bulunan X+SS % %
(ng ml")  Deger (ngml') BSS BH Deger (ng ml™) BSS BH
(ng ml?) (ng ml?)
11.72 11.99
11.72 11.99
11.75 11.99
12 1175 11.76+£0.056 0.47 -2.00 11.99 11.99+0.016 0,136 -0.83
11.79 11.99
11.87 12.13
23.47 23.23
23.50 23.17
23.54 23.17
23 93,54 23.54+0.053 0.22 2.34 93 15 23.15£0.049 0.211 0.65
23.58 23.13
23.62 23.08
32.57 32.90
32.73 32.94
32.80 32.97
33 32.80 32.77+0.109 0.33 -0.69 33.01 33.00+0.088 0.266 0.02
32.84 33.09
32.88 33.13

4.1.2.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Bosentan etkin maddesi igeren Tracleer ve Diamond tabletlerinden 10 pg ml™

derisiminde ¢dozeltiler hazirlandi, UV-Goriinlir  bolge spektrumlart  alindi  ve
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absorbanslar1 belirlendi. Boylece uygulanan yontemin farmasotik preparatlarda etkin
madde miktar tayininde uygulanabilir gegerli testlere ve yonteme sahip oldugu

belirlendi.

1.5 1

1.0 1

Absorhance

0.0

220 230 240 250 260 270 250 250 300 310 320
Wavelength{nm)

Sekil 4.3. UV-Goriinlir bolge spektrofotometrik c¢aligmalarda Tracleer farmasotik
preparatin absorbsiyon spektrumu

4.1.2.5. Analitik Geri Kazanim

Standart ekleme yontemi kullanilarak, farmasotik preparatlardan analitik geri
kazanim caligmalar1 yapildi. Bosentan etkin maddesi iceren Tracleer ve Diamond
tabletten 10 pg ml™' derisimde tablet ¢ozeltileri hazirlandi ve UV-Gériiniir bdlge
absorbanslar1 belirlendi. Tablet ¢ozeltisine 1, 12 ve 24 pg ml™ derisimde bosentan
standart ¢oOzeltileri eklendi ve elde edilen son ¢ozeltilerin UV-Goriiniir Bolge
absorbanslar1 belirlendi. Yapilan 6l¢iim sonuglaria gore, ylizde analitik geri kazanimi
[% GK= [(toplam deger-eklenen deger/tablet ¢ozeltisi)x100] formiilii kullanilarak geri
kazanim degerleri hesaplandi. Tabletler icin elde edilen sonuglar Tablo 4.3’te

verilmistir.
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Tablo 4.3. Farmasoétik preparatlarin analitik geri kazanim degerleri

Preparat Eklenen BulunanzSS Geri BSS %
(ng mi™h) (ng ml™) Kazanim(%)
1 10.88+0.009 98.90 0.08
Tracleer 10
1 12 21.98 +£0.007 99.91 0.03
pg mi
24 33.95 £0.007 99.85 0.02
1 10.87 +£0.010 98.81 0.11
Diamond
amond 12 22.30 + 0.020 101.36 0.13
10 ug ml
24 33.92 +0.053 99.76 0.15

4.2. Birinci Tiirev Spektrofotometri Yontemi

4.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bosentanin stok ¢ézeltisi 100 pg ml™ derisimde metanol kullanilarak hazirlandi.
Hazirlanan bu stok ¢6zeltinin belirli hacimleri metanol iginde seyreltilerek 3, 6, 10, 15,
20 ve 25 pg ml™ derisimlerinde standart calisma ¢ozeltileri ve ii¢ farkli derisimde (4,
12, 24 pg ml™h) kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢dzeltilerin Birinci tiirev

absorbanslar1 285 nm’de okunarak spektrumlari elde edildi (Sekil 4.4).

2710, 0053

1st Deriv. Absorbance

220 250 240 250 20 0 Z80 230 300 S10 340

Sekil 4.4. Birinci tiirev spektrofotometrik ¢alismasinda bosentanin 3-25 pg ml™ derisim
araligindaki ¢ozeltilerinin absorbsiyon spektrumu
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4.2.2. Yontemin Gecgerlilik Testi (Validasyonu)

4.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Bosentanin  3-25 png ml? derigim araliginda hazirlanan standart calisma
¢ozeltilerinin derisimlerine karsi 285 nm dalga boyunda okunan birinci derece tiirev
absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil

4.5te verildi.

16 -
1,4 -
1,2 -

y =0,0576x + 0,0091
R?=0,9997

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Absorbans

0 5 10 15 20 25 30
Derisim (ng/ml)

Sekil 4.5. Birinci tiirev spektrofotometresi yonteminde elde edilen kalibrasyon egrisi

Birinci tiirev spektrofotometri yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.4’te verildi.

Tablo 4.4. Bosentana ait birinci tiirev kalibrasyon egrisi ile ilgili bilgiler

Parametreler Birinci tiirev spektrofotometre yontemi
Dalga Boyu (A: nm) 285

Dogrusal Aralik (ug ml™) 3-25

Regrasyon Dogrusu Denklemi D;=0.0576x + 0.0091

Sa 2.73x10™

S 2.81x10°

Korelasyon katsayist (r) 0.9998
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4.2.2.2. Gozlenebilme Alt Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Bosentanin birinci tiirev kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri olan 3 pug mi™ den
daha kiiciik derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu ¢6zeltilerin absorbans
degerleri alt1 kez okundu ve % Bagil Standart Sapma (% BSS) degerleri belirlendi. %
BSS degeri % 10°dan kiiciik olan deger miktar tayin alt sinir1 (LOQ) ve % 20°den kiigiik
olan deger ise gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri olarak kabul edildi. LOD degeri 0.5 ug
ml™, LOQ degeri 2 pg ml™ olarak belirlendi.

4.2.2.3. Dogruluk, Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin i¢i ve giinler arasi yapilan 6lgiimlerle
belirlendi. Kalibrasyon egrisi igine diisen ii¢ farkli derisimde (4, 12, 24 pg ml™)
hazirlanan bosentan ¢ozeltileri i¢in birinci derece tiirev spektroskopisi yonteminde elde
edilen degerlerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatalar
giin i¢i ve giinler aras1 dl¢timlerle belirlendi. Dogruluk % Bagil Hata (% BH), kesinlik

ise % Bagil Standart Sapma (% BSS) ile verildi. Deney sonuglar1 Tablo 4.5’de verildi.

Tablo 4.5. Birinci tiirev spektrofotometresi ¢alismalarinda bosentanin giin-i¢i ve giinler-
arasi kesinlik ve dogruluk degerleri

Giin i¢i Giinler Arasi
Eklenen  Bulunan X+ SS % % Bulunan X£SS % %
(ngml')  Deger (ng mI'™) BSS BH Deger (ng mIY) BSS BH
(ng mlY) (ng ml™)
3.77 3.82
3.84 3.77
3.77 3.84
4 384 3.8240.048 1.25 -4.5 384 3.81+0.032 0,83 -4.75
3.89 3.77
3.79 3.82
12.27 23.23
12.31 12.17
12.24 12.17
12 12 99 12.29+0.030 0.25 241 1215 12.15£0.049 0.40 1.25
12.33 12.13
12.27 12.08
23.87 23.57
23.88 23.58
24 23.86 23.53
23.89 23.87+0.013 0.05 -0.54 2347 23.56+0.051 0.21 -1.83
23.88 23.62
23.86 23.57
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4.2.2.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Bosentan etkin maddesi i¢eren Tracleer ve Diamond tabletlerinden 5 pg ml™?
derisiminde c¢ozeltiler hazirlandi, birinci tiirev spektrofotometrisi spektrumlar1 alindi ve
absorbanslar1 belirlendi. Béylece uygulanan yontemin farmasotik preparatlarda etkin
madde miktar tayininde uygulanabilir gegerli testlere ve yonteme sahip oldugu

belirlendi.

0,25
0,00 +
-0,25 4
-0,50 1

-0,75

15t Deriv. Absorhance

-1.,00 H

-1.25

-1.,50 4
220 320
Wavelengthinrm)

Sekil 4.6. Birinci tiirev spektrofotometresi ¢alismasinda bosentan igeren Tracleer
tabletinin 6, 14 ve 24 pg ml™ derisimlerindeki ¢ozeltilerinin absorbsiyon spektrumu

4.2.2.5. Analitik Geri Kazanim

Standart ekleme yontemi kullanilarak, farmasotik preparatlardan analitik geri
kazanim caligmalar1 yapildi. Bosentan etkin maddesi iceren Tracleer ve Diamond
tabletten 5 pg ml™ derisimde tablet ¢ozeltileri hazirland: ve birinci tiirev absorbanslari
belirlendi. Tablet ¢ozeltisine 1, 9 ve 19 ug ml™ derisimde bosentan standart ¢ozeltileri
eklendi ve elde edilen son ¢ozeltilerin birinci tlirev absorbanslari belirlendi. Yapilan
6l¢iim sonuglarina gore, yiizde analitik geri kazanimi [% GK= [(toplam deger-eklenen
deger/tablet ¢ozeltisi)x100] formiilii kullanilarak geri kazanim degerleri hesaplandi.

Tabletler icin elde edilen sonuglar Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6. Birinci tiirev spektrofotometresi ¢alismalarinda farmasétik preparattan elde
edilen analitik geri kazanim degerleri

Preparat Eklenen BulunantSS Geri BSS %
(ng mi™) (ng mi™) Kazanim(%)

1 6.03 +0.023 100.6 0.38

Tracleer

5 ug mi: 9 13.87£0.011 97.4 0.07
19 23.95+0.010 99.0 0.04
1 5.87+0.012 97.4 0.20

Diamond

5 g mit 9 13.75+0.024 95.0 0.17
19 23.82 +0.050 96.4 0.20

4.3. HPLC Yontemi

4.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontemi Gelistirme

Bosentan Actelion Pharmaceuticals’dan (Allschwil, Switzerland) temin
edilmistir. Hareketli faz ve c¢ozeltiler giinliikk olarak deiyonize su ile hazirlanmis ve
sonikator ile degaze edilmistir. Bu ¢alismada hareketli faz olarak, metanol-asetonitril-su
(20:50:30 v/viv) ¢oziicli karisgimlart kullanildi. Ayrica en iyi ayirim Cig (250x4.6
mm,5um) kolonda elde edildi.

4.3.1.1. Standart ve Kalite Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bosentanin 100 pg ml™ derisimde stok standart ¢ozeltisi metanolde hazirlandu.
Bu stok ¢ozeltiden 0.25-20 pg mi? (0.25, 0.75, 2, 5, 10, 15 ve 20 pg ml'l) derisim
araliginda standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. HPLC metodu igin, kalite kontrol
¢oOzeltileri bosentanin standart ¢alisma ¢ozeltisinin alikotlar1 eklenerek son derisimleri

0.3,9ve 19 ng ml™? olacak sekilde hazirlandi.
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Sekil 4.7. Bosentanin 0.25-20 pg ml™ derisim araligindaki kromatogrami

4.3.2. HPLC Yonteminin Gecerlilik Testleri

4.3.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Bosentanin standart ¢ozeltileri 0.25-20 pg ml™ (0.25, 0.75, 2, 5, 10, 15 ve 20 pg
ml™) derisim araliginda hazirlandi. Kalibrasyon egrisi, bosentan derisimine karsi her

numunenin pik alaninin ¢izilmesiyle olusturulmustur.

350,0 -
y =15,893x + 0,0579

300,0 1 R? = 0,9996

250,0
5 200,0
C
=
Z 150,0

100,0

50,0
0,0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Derisim (ng/ml)

Sekil 4.8. HPLC yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrisi
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HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin regresyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.7’de verildi.

Tablo 4.7. Bosentanin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler HPLC

Dalga Boyu (A: nm) 272
Dogrusal Aralik (ug/ mL) 0.25-20
Regrasyon Dogrusu Denklemi y=15.893x + 0.0579
Sa 1.345

Sh 0.024
Korelasyon katsayist (r) 0.9998

4.3.2.2. Dogruluk/Kesinlik

Dogruluk test edildi ve bagil hata olarak degerlendirildi. HPLC yonteminin
kesinligi ise hassas tekrarlanabilirligi (giin i¢i) ve ara madde hassasiyeti (giinler arasi)
ile belirlenmistir ve 6lgtimler bagil standart sapma [ B.S.S.%][(standart sapma / ortalama
derisimi) x% 100] Jolarak ifade edilmistir.

Tablo 4.8. HPLC calismalarinda bosentanin giin-igi ve giinler-arasi kesinlik ve

dogruluk degerleri
Giin ici Giinler Arasi
Eklenen  Bulunan X+ SS % %  Bulunan X+£SS % %
(ngml')  Deger (ng mI™) BSS BH Deger (ng mI™) BSS BH
(ug ml™) (ug ml™)

2.89 3.11
3.03 2.88

3 3.09 297+0.08 269 -1.00 3.06 2.99+0.11 3.67 -0,33
291 3.13
3.05 2.90
2.97 2.88
12.32 3.11
12.11 2.88

13 13.45  12.96+0.70  5.40 -0.30 3.06 13.31+0.49 3.68 2.38
13.18 3.13
13.97 2.90
12.75 2.88
18.18 19.57
18.17 18.58

19 19.45 18.78 +0.74 3.94 -1.15 19.23 19.17£0.52 0.02 0.89
19.89 18.47
18.88 19.62
18.16 19.57
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4.3.2.3. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt sinir1 (LOQ)

Yontemin LOD ve LOQ degerleri ayn1 kromatografik kosullar altinda standart
¢Ozeltinin yavas yavas azalan derisimlerinin analiz edilmesiyle belirlenmistir.
Kromatogramlar da sinyal/giiriiltii oranmin 3 oldugu derisim gozlenebilme simir1
(LOD), 10 oldugu derisim ise miktar tayin alt sinir1 (LOQ) olarak belirlendi.

4.3.2.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Bosentan etkin maddesi iceren Tracleer ve Diamond tabletlerinin her birinden 2
ng ml™ derisimlerinde ¢ozeltiler hazirland1, HPLC yontemiyle kromatogramlar1 alinarak
pik alanlar1 tespit edildi. Boylece uygulanan yontemin farmasotik preparatlarda etkin
madde miktar tayininde uygulanabilir gecgerli testlere ve yonteme sahip oldugu
belirlendi.

4.3.2.5. Analitik Geri Kazanim

Geri kazanim ¢alismalari, standart ekleme yontemi ile yapildi ve 2 pg ml™
derisimde bosentan etkin maddesi igeren Tracleer ve Diamond tablet ¢ozeltisi
hazirlandi, kromatogrami alinarak pik alanlar1 tespit edildi. Bu ¢ozeltiler tizerine 1, 11
ve 17 pug ml?  derisimlerde bosentan standart calisma cozeltileri eklendsi,
kromatogramlar1 alind1 ve herbir ¢6zeltinin pik alanlar1 tespit edildi. Yontemin yiizde
analitik geri kazanimi [% GK= (toplam deger-eklenen deger/tablet ¢ozeltisi) x100]

formiilii kullanilarak hesaplandi.

Tablo 4.9. Bosentanin (Tracleer 125 mg ve Diamond 125 mg) iki tablet formunun
analitik geri kazanim degerleri

Preparat Eklenen BulunanzSS Geri BSS %
(ng mi™h) (ng ml™ Kazanim(%)

Tracleer 1 3.02+0.122 100.7 3.97

2 pg mlt 11 12.68 £ 0.821 99.1 3.26
17 18.82 £0.351 99.1 1.85

Diamond 1 3.06 £ 0.060 102.0 1.96

2 pg mlt 11 13.21 £0.182 101.6 1.36
17 18.95 £ 0.523 99.7 2.74
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5. TARTISMA

Analitik yontemlerle, bir maddenin hem kalitatif hem de kantitatif analizi
yapilabilir ve madde hakkinda bilgi edinilebilir. Bu yontemler klasik ve enstriimental
olmak tizere ikiye ayrilirlar. Enstriimental analiz ydntemlerinin gelismesi
arastirmacilarin daha kolay, hizli ve dogru bilgiye ulasmalarina olanak saglamstir.
Dogru ve hassas sonuglara ulagsmak i¢in arastirmacinin hem dogru cihazi hem de teknigi
segmesi gerekir. Bir numunenin analizi i¢in analize baslamadan 6nce uygun metodun
secilmesi ¢ok Onemlidir. Segilen metot 15181nda numuneye gerekli 6n hazirliklar yapilir,
uygun yontemler secilir ve analiz hakkinda en dogru bilgiye ulasilir. Bir metodun veya
Olciim prosediiriiniin belirlenen amacglara uygunlugunun deneysel caligsmalarla elde
edilen objektif delillerle dogrulanmasina validasyon denir. Segilen metodun validasyon
calismalar1 yapilip, gegerlilik testlerinin dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, secicilik,
spesifiklik, hassaslik ve analiz siiresinin kisa olmas1 gibi parametrelerinin en uygunlari
calisma icin segilip, bu yontemi karsiladigina dikkat edilmelidir.

Bir ¢alismaya baslamadan Once iyi bir literatiir calismasinin yapilmasi oldukga
onemlidir. Incelenen calismalar arastirmacitya konu hakkinda 6n hazirhk yapmasi
acisindan faydali olacaktir. Sececegi yontemin ve uygulayacagi parametrelerin daha
saglikli olmasini saglayacaktir.

Yaptigimiz c¢aligmaya yardimci olmasit amaciyla yapilan literatlir taramasi
sonucunda bosentan lizerine ¢ok fazla ¢alisma olmadigr goriilmiistiir. Bosentanin yeni
kesfedilen ilaglardan biri olmas1 bunda etkili olmustur. Fakat bosentan bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmak i¢in son zamanlarda {izerine c¢alismalar yapilan etkin bir
maddedir. Calismamizda bosentanin standart ¢alisma ¢ozeltilerinde ve tablet formunda
UV Goriiniir Bolge Spektrofotometresi, Birinci Derece Tiirev Spektroforometrisi ve

HPLC yontemleri gelistirilip gecerlilik testleri yapilmustir.
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UV Goriintir Bolge Spektrofotometresi bircok maddenin kantitatif analizinde
yaygin olarak kullanilan bir cihazdir. Ayrica bir¢ok organik ve inorganik madde
ultraviyole-goriiniir bolgede absopsiyon yaptigi i¢in avantajli bir yontemdir. Bu
yontemin, basit ve hizli bir sekilde 6l¢iimler yapabilmesi bir diger avantajidir.

Ultraviyole ve goriiniir bolge spektroskopisi ile maksimum dalga boyunda
(Amaks) her derisime karsilik gelen absorbanslar1 okunur ve absorbansa karsi derigim
grafigi (korelasyon grafigi) cizilir. Yani A= f(A) fonksiyonudur.

Tiirev absorbsiyon spektrofotometri, alinan tiirev spektrumlarinin yorumlanmasi
ile madde hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgi veren bir analiz yontemidir. UV Goriiniir
Bolge absorbsiyon spektrumlarinda farkli maddelerin c¢akisan spektrumlar1 Tiirev
absorbsiyon spektrometri yontemi ile ayirilmaktadir. Bu Ustlinligiinden dolayr UV
Goriiniir Bolge absorbsiyon spektrometresine karsi iyi bir alternatif yontem olarak ilag
analizlerinde kullanilabilmektedir.

Kromatografi, bir érnek karigimindaki ¢éziinmiis yapilarin iki fazda (sabit ve
hareketli faz) farkli dagilimlarina dayanan, fiziksel bir ayirma ydntemidir.
Kromatografik yontemler; ilaglarda, klinik kimya, adli tip ve biyokimya alanlarinda,
kozmetik iriinlerinde, gida analizlerinde, ¢evre analizlerinde genis ve verimli bir
kullanim alanina sahiptir. HPLC yontemi ila¢ analizlerinde en fazla kullanilan analitik
yontemdir. Spektroskopik, elektroanalitik ve diger kromatografik yontemlere gore
bircok TUstiinligli vardir. Ayrica dogruluk, kesinlik, duyarhilik, segicilik,
tekrarlanabilirlik, sonuclarin hizli bir sekilde elde edilmesi diger yontemlere gore cok
daha 1yidir. HPLC nin hassasiyetinin yiiksek olmasi hem farmasoétik preparatlarda hem
de biyolojik ortamlarda yapilan analizlerde ¢ok biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Yapilan literatiir taramalarinda bosentanin farmasotik preparatlarda analizi icin

birka¢ caligmaya ulagilabilmistir. Bu sebeple c¢alismada bosetanin farmasotik
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preparatlarda miktar tayini igin yeni olan UV-Goriinir Bolge Absorbsiyon
Spektrofotometri, Birinci Tiirev Absorbsiyon Spektrofotometri ve HPLC yontemleri
gelistirilip, yontem gecerlilik testleri yapilmistir. Yapilan bu c¢alismada asagida
belirtilen veriler elde edilmistir.

UV-Goriiniir Bolge Absorbsiyon Spektrofotometri ve Birinci Tiirev Absorbsiyon
spektrofotometri ¢alismasinda 220-320 nm dalga boyu araliginda yapilan tarama ile
spektrumlar alinmistir. UV-Goriintir Bolge i¢in 271 nm de maksimum, Birinci Tiirev
icin 285 nm de minimum pik elde edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.4). UV-Goriiniir Bolge
Absorbsiyon Spektrofotometri yonteminin dogrusal oldugu derisim araliginda (10 - 35
ng ml™t) ve Birinci Tiirev Absorbsiyon spektrofotometri yonteminin dogrusal oldugu
derisim araliginda (3 - 25 pg ml* ) bosentan g¢ozeltilelerinin derisime kars1 absorbans
degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edilmistir.

UV-Goriiniir  Bolge Spektrofotometri  yonteminde, kalibrasyon egrisinin
regresyon analizinden, regresyon dogrusu denklemi A= 0.0248x — 0.007 (A: Absorbans,
x:derisim) ve korelasyon katsayis1 (r) 0.9993, gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri 1pg
ml™ ve tayin alt smir1 (LOQ) degeri de 4pg ml™ olarak belirlendi. Giin ici ve giinler
aras1 kesinlik ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk bagil hata degerleri
strastyla 0.47 — 2.34° den kiiclik bulunmustur.

Birinci Tiirev Absorbsiyon spektrofotometri yonteminde, kalibrasyon egrisinin
regresyon analizinden, regresyon dogrusu denklemi D;= 0.0576x + 0.0091 (D;: dA/dA,
X: derisim) ve korelasyon katsayisi (r) 0.9998, gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri 0.5 ug
ml™ ve tayin alt s (LOQ) degeri de 2 ug ml™ olarak belirlendi. Giin igi ve giinler
aras1 kesinlik ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk bagil hata degerleri

sirastyla 1.25 — 2.41” den kiiglik bulunmustur. Gegerlilik testleri yapilan yontemlerin
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bosentan iceren tracler ve diamond tabletlere uygulamasi ile geri kazanim degerleri
arasinda oldugu bulunmustur.

Bosentanin farmasdtik preparatlarda miktar analizi i¢in HPLC-UV yontemi
gelistirilip yontem gegerlilik testleri yapilmistir. Calismada kullanilan HPLC-UV
yontem sartlar1; hareketli faz olarak metanol-asetonitril-su (20:50:30 v/v/v) ¢oziicii
karisimi, sabit faz olarak ters faz Cig (250x4.6 mm,5um) kolon, akis hizi 1ml/dak,
enjeksiyon hacmi 10 ul ve 272 nm dalga boyunda analizler yapilmustir.

HPLC-UV ile yapilan analizlerde bosentanin alikonma zamani yaklasik olarak
2.5 dakika olarak belirlenmistir.

Yontemin dogrusal oldugu derisim araliginda hazirlanan bosentan ¢ozeltilerinin
derisimi ile analiz sonucunda elde edilen piklerin alanlar1 grafige gecirilerek
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bu yontemin kalibrason egrisinin regresyon
analizinden regrasyon dogru denklemi y= 15.893x + 0.0579 (y: pik alani, x: derigim)
ve korelasyon katsayist r= 0.9998 olarak bulunmustur. Yontemin LOD degeri 3 ve
LOQ degeri 10 olarak belirlenmistir. Giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik yiizde bagil
standart sapma (% BSS) ve dogruluk bagil hata degerleri sirasiyla 5.40 — 2.38’
den kiiciik bulunmustur. Gegerlilik testleri yapilan yontemlerin bosentan igeren tracler
ve diamond tabletlere uygulamasi ile geri kazanim degerleri % 99.1 ile % 102.0
arasinda oldugu bulunmustur.

Gelistirilip, gecerlilik testleri yapilan yontemlerin kesinlik ve dogrulugunun iyi
oldugu, geri kazanim degerlerinin yiiksek oldugu bundan dolay1 da yontemlerin rutin

kalite kontrol laboratuvarlarinda rahatlikla kullanilabilecegi sdylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, bosentan etkin maddesinin farmasdétik preparatlarda kantitatif
analizi i¢in UV-Goriiniir Bo6lge Absorbsiyon Spektrofotometri ve Birinci Tiirev
Absorbsiyon spektrofotometri ve HPLC-UV yontemleri gelistirilip, gegerlilik testleri

yapilmustir.

Bu yontemlerin hassas, segici, dogru, kesin ve tekrarlanabilir olmasindan dolay1
bosentan i¢eren farmasotik preparatlara uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir. Bu
calismadan elde edilen verilerin ilerleyen calismalara yol gosterecegi kanaatine

varilmstir.
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