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ÖZET 

Anti-hipertansif bir ilaç olan losartan potasyumun farmasötik preparatlarda ve tavĢan 

plazmasında biyoanalitik yöntem validasyonu 

 

Amaç. Bu çalıĢmada, farmasötik preparatlarda ve tavĢan plazmasında losartan potasyumun (LP) 

belirlenmesi için spektroflorometrik bir yöntemin geliĢtirilmesi ve geçerlilik testlerinin 

yapılması; uygulama aĢamasında hem farmasötik prepatlarda hem de oral olarak LP verilen 

tavĢan plazmasında LP miktar analizinin gerçekleĢtirilmesi ve LP farmakokinetik 

parametrelerin belirlenmesi amaçlanmaktadır. 

Materyal ve Metot. Farmasötik preparatlarda ve tavĢan plazmasında LP‘nin belirlenmesi için 

spektroflorometrik bir yöntem geliĢtirilmesinde farklı çözücülerde LP‘nin 200 nm ile 800 nm 

dalga boyları arasında taraması yapılarak floresans spektrumu alındı. Uyarma ve emisyon dalga 

boyları sırasıyla 248 nm ve 410 nm olarak belirlendi. ÇalıĢmalarda metanol-sülfüröz asit (pH:2) 

çözücü karıĢımı kullanıldı. TavĢan plazması çalıĢmalarında, plazma asidik ortamda metil-

tersiyer-bütil eter (MTBE) ile karıĢtırılıp organik faz ayrıldıktan sonra LP organik fazdan NaOH 

ile geri ekstrakte edildi.  

Bulgular. Hem standart hemde plazma çözeltileri için 0.025-0.5 µg/mL deriĢim aralığında 

yöntemin doğrusal olduğu belirlendikten sonra bu deriĢim aralığında kalibrayon eğrileri çizildi 

ve geçerlilik testleri yapıldı. Yöntemin kesinlik ve doğruluk değerleri sırasıyla % 6.52 ve %5.68 

den küçük olarak tespit edildi. Ayrıca, tavĢanlara tek doz 10 mg/kg LP olacak Ģekilde 

verildikten sonra önceden belirlenen zamanlarda toplanan plazma örneklerinde LP‘nin miktar 

analizi yapıldı. Elde edilen verilerden plazma deriĢim-zaman grafiği çizilip farmakokinetik 

parametreleri tayin edildi.   

Sonuç. GeliĢtirilip geçerlilik testleri yapılan spektroflorometrik yöntem, Cozaar, Eklips, 

Loxibin, Sarilen ve Sarvas isimli farmasötik preparatlarda ve tavĢan plazmasında LP miktar 

tayini için baĢarı ile uygulandı. TavĢan çalıĢmalarında, modelden bağımsız yöntem ile 

farmakokinetik parametrelerden maksimum plazma deriĢimi (Cmax), maksimum deriĢime 

eriĢebilmek için geçen zaman (tmax), yarılanma ömrü (t1/2),  klirensi (CL) ve eğri altında kalan 

alan (AUC0-∞) parametre değerleri sırasıyla, 0.395 µg/mL, 1.0 saat, 1.31 saat, 3.83 L/saat ve 

2.61 µg saat/mL olarak tespit edildi. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Losartan Potasyum, spektroflorometre, farmakokinetik, farmasötik 

preparat 
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ABSTRACT 

 

The Bioanalytic Method Validation of an Anti-hypertensive Drug, Losartan 

Potassium, in Pharmaceutical Formulations and Rabbit Plasma 

 

Aim. It is aimed to develop and validate a new spectrofluorometric method in order to 

determine LP in pharmaceutical formulations and rabbit plasma and also make analysis for both 

pharmaceutical formulations including LP and investigating the pharmacokinetic data of LP 

after oral administration to rabbit in application step in this study. 

Material and Method.  Spectrofluorometric method was developed and validated to determine 

the concentration of LP in pharmaceutical formulations and plasma and in order to do that 

spectra of LP was taken by trying different solvents in wavelengths between 200 and 800 nm. 

Excitation and emission wavelenghts were found to be 248 nm and 410 nm, respectively. 

Methanol-sulphorous acid (pH: 2) solution mixture was used in this study. LP was extracted 

from rabbit plasma by methyl-tertiary-butyl-eter (MTBE) in acidic media and then back 

extracted with NaOH.  

Results. After determining the linearity of method in concentration range  of 0.025-0.5, 

calibration curves were plotted and validation tests were done in this concentration range. 

Precision and accuracy values of the method were calculated as lower than % 6.52,  5.68. 

Furthermore, after oral administration of LP to rabbit in the amount of 10 mg/kg, amount of LP 

was determined on plasma samples that were collected in accordance with a timetable, Plasma 

concentration graph was plotted from these obtained data and pharmacokinetic parameters were 

calculated. 

Conclusion. Developed and validated method was succesfully applied on pharmaceutical 

formulations (Cozaar, Eklips, Loxibin, Sarilen and Sarvas). by free to model. In the rabbit 

studies, using a method is independent of the model, values of some parameters which were 

maximum plasma concentration (tmax), half life (t1/2), Clearescence (CL) and area under curve 

(AUC0-∞) were calculated as 0.395 µg/mL, 1.0 hour, 1.31 hour, 3.83 L/hour and 2.61 

µg.hour/mL, respectively. 

 

 

Keyword: Losartan Potassium, spectrofluorometry, pharmacokinetic, pharmaceutical 

formulation 
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1. GĠRĠġ 

   Hipertansiyon, damardaki kan basıncının normalden yüksek olduğu kronik bir 

hastalıktır. Kan basıncı yerleĢmiĢ uygulamaya göre, kalbin kasılması sırasında oluĢan en 

büyük basınç (sistolik) ve kalbin kasılması sırasında oluĢan en küçük basınç (diyastolik) 

olarak ölçülür. Hipertansiyon, kalp ve böbrek rahatsızlıkları riskini hem bir arada hem 

de sıklıkla göstermesi nedeniyle dünya genelinde bir halk sağlığı problemidir. 

Losartan potasyum (LP), hipertansiyon tedavisinde kullanılan Anjiyotensin II 

reseptör antagonistlerinden (ARA-II) birisidir. Renin anjiyotensin aldesteron sistemine 

katılarak, aldosteron sekresyonu ve sempatik aktivasyona neden olan fizyolojik olarak 

aktif olan Anjiyotensin-II (AT2) reseptörünü inhibe ederek antihipertansif etki gösterir. 

Hipertansiyonun tanı ve tedavisinde önemli bir ilerleme olmasına rağmen, kan 

basıncı kontrolü dünya genelinde yetersiz kalmaktadır. Hipertansiyonun yaygınlığı, 

hastalığın doğru bir Ģekilde teĢhis edilememesi ve hastaların bilinçsizliği ile birleĢerek 

yetersiz tedavinin bir sonucu olarak ortaya çıkmaktadır.  

Hipertansiyon tedavisinde nonfarmakolojik önlemlere ek olarak ilaç tedavinin 

önemli bir yeri vardır. Fakat ilaçlar her türlü kalite kontrolünden geçmesine rağmen 

yine de hastaya verildiğinde etkisi yetersiz olabilir. Bu yüzden biyolojik ortamlarda ilaç 

ya da diğer maddelerin miktar analizi, teĢhisi ve belirlenmesi veya ilaç imalat ve piyasa 

kontrolleri sırasında ilâç etkin maddelerinin analizi bilimsel açıdan önemli 

çalıĢmalardır. 

Miktar analizi, teĢhisi ve belirlenmesi gibi kalitatif ve kantitatif analizlerde 

çeĢitli analitik yöntemler kullanılmaktadır. Uygulanacak analitik yöntemin nasıl 

seçilmesi gerektiği hususunda net bir Ģey söylemek mümkün değildir. Genel olarak 

yöntem seçiminde ilk adım analiz sırasında ölçülmek istenen değerlerin belirlenmesi ve 

buna ulaĢmak için en hızlı ve güvenli yolun araĢtırılmasıdır. 
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Spektroskopi, genel anlamda ıĢınların madde ile etkileĢimini inceleyen bilim dalı 

olarak tanımlanır ve spektroskopik yöntemler, atomik ve moleküler spektroskopiye 

dayanan geniĢ bir analitik yöntemler grubudur. Floresans ve fosforesansın her ikisi de, 

ıĢın enerjisini absorplayarak uyarılmıĢ hale gelen bir molekül, iyon veya atom 

tarafından absorplanan ıĢın enerjisinin ıĢın yayılması Ģeklinde geri verilmesi anlamına 

gelen lüminesans çeĢididir. Yayılan ıĢınlar bir florometrede veya spektroflorometrede 

kaydedilir. Spektroflorometri yöntemi, deriĢimleri 10
-6

-10
-9

 M arasında olan maddeleri 

çok büyük bir kesinlik, doğruluk ve seçicilikle tayin etme özelliğinden dolayı, 

ultraviyole spektroskopisi ve atomik absorpsiyon spektroskopisi gibi diğer 

spektroskopik yöntemlere göre bazı üstün özelliklere sahip olduğu, kromatografik 

yöntemlere göre ise daha kolay ve ucuz olduğu görülmektedir.  

LP‘nin yapısındaki imidazol halkasına bağlı ve yapının elektron yoğunluğunu 

arttıran klor (–Cl), sübstitüe olmamıĢ benzen halkası ve bileĢiğin yapısal rijitlik özelliği 

ile LP asidik ortamda lüminesans özellik gösterir. LP‘nin yapısal uygunluğu nedeniyle 

çalıĢmamızda spektroflorometri yöntemi seçilmiĢtir. 

LP‘nin farmasötik preparatlarda ve biyolojik sıvılarda spektrofotometrik, 

spektroflorometrik ve HLPC yöntemleri ile analizinin yapılabileceğine dair çeĢitli 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Fakat tavĢanlarda LP‘nin oral uygulaması sonrası 

spektroflorometri yöntemi ile yapılan bir farmakokinetik çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. 

Bu çalıĢma da, farmasötik preparatlarda ve tavĢan plazmasında LP‘nin 

belirlenmesi için spektroflorometrik bir yöntem geliĢtirilmesi; geliĢtirilen yöntemin 

geçerlilik testlerinin yapılması; yöntemin uygulama aĢamasında ise hem LP içeren 

farmasötik prepatlarda LP‘nin miktar analizinin gerçekleĢtirilmesi hem de tavĢanlara 

oral olarak verilen LP preparatının plazma deriĢimlerini ve farmakokinetik verilerin 

incelenmesi amaçlanmaktadır. 



3 

 

2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Hipertansiyon ve Kardiyovasküler Hastalıklar 

 Hipertansiyon kan basıncının
1
 devamlı olarak 140/90 mm-Hg değerinin üzerinde 

olması anlamına gelir. Sigara ve kötü beslenmeden sonra baĢlıca ölüm ve sakatlanma 

nedenlerinden biri ve kardiyovasküler hastalıklar için en büyük risk faktörü olarak 

dünya çapında bir halk sağlığı problemidir
2-4

. Son yıllarda teĢhis ve tedavi konusunda 

önemli ilerlemeler olsa da dünya çapındaki hipertansif hastaların üçte birinin kan 

basıncı normalize edilebilmekte, söz konusu hastalarda çok ciddi sağlık sorunları 

gözlenmektedir. Dünya genelinde hastalığı teĢhis edilemediği için hiçbir Ģey 

söylenemeyen milyonlarca hipertansif hasta bulunmaktadır
5
. 

 Hipertansiyon dünya genelinde 600 milyon insanda görülen ve her yıl 3 milyon 

insanın ölümüne neden olan yaygın bir hastalıktır
6
. Amerika BirleĢik Devletleri‘nde 

yetiĢkin popülasyonunun (43 milyon kiĢi) % 24‘ünde hipertansiyon görülmektedir
7
. 

BirleĢik Krallık‘ta bu rakamın çok daha yüksek olduğu, 16 yaĢ üzeri yetiĢkinlerin % 

37‘sinde hipertansiyon olduğu bildirilmektedir
8
. Hipertansiyon hastalığının görülme 

sıklığı ilerleyen yaĢlarla belirgin Ģekilde artar (ġekil 2.1)
4,9

. Ġngiltere‘de 60-79 yaĢ arası 

4286 kadında yapılan araĢtırmada % 50‘sinin hipertansiyon hastası olduğu 

belirlenmiĢtir
10

. Ayrıca ilerleyen zamanlarda nüfusun yaĢlanmasına bağlı olarak 

hipertansiyon görülme sıklığının artacağı öngörülmektedir. 

 Hipertansiyonun tanı ve tedavisinde önemli bir ilerleme olmasına rağmen, kan 

basıncı kontrolü dünya genelinde yetersiz kalmaktadır. Hipertansiyonun yaygınlığı, 

hastalığın doğru bir Ģekilde teĢhis edilememesi ve hastaların bilinçsizliği ile birleĢerek 

yetersiz tedavinin bir sonucu olarak ortaya çıkmaktadır. Yetersiz tedavinin temel nedeni 

ise klinik uygulamalarda monoterapinin yaygın olmasıdır
8
.  



4 

 

 

ġekil 2.1. Hipertansiyonun yaĢ aralıklarına göre görülme sıklığı 

 

Sonuç olarak, yeni hipertansiyon yönergeleri hastalarda hedef kan basıncı 

değerlerine ulaĢmak için kombine ilaç tedavisinin önemini vurgulamaktadırlar.  

 Hipertansiyonun tedavi edilmemesi durumunda, hastalara çok büyük zararlar 

verebilmektedir. Kontrol altına alınamayan hipertansif  hastalarda; 

 Kalp, beyin, göz ve böbreklerde hasar oluĢabilir, 

 Kroner kalp rahatsızlıkları ve ateroskleroz (damar çeperinde kalınlaĢma ve 

damar yolunda daralma) görülebilir
3,9,11

. 

 Kalp krizi riski artabilir.
12

 

Hipertansiyon geliĢiminin kesin nedenleri bilinmese de çeĢitli risk faktörleri 

geliĢim olasılığını arttırmaktadır. Hipertansiyon geliĢiminde; 

 Birinci derece akrabalarda hipertansiyon varlığı, 

 Afrikalı olmak, 

 Erkek olmak, 

 Ġleri yaĢlarda olmak (erkeklerde 55 yaĢ ve üzeri, kadınlarda 65 yaĢ ve üzeri), 

 Fazla miktarda alkol tüketmek, 
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 Sedanter ve inaktif bir yaĢam biçimine sahip olmak, 

riski arttıran parametrelerdir
4,13,14

. 

 Hipertansiyonun patafizyolojisi, bireyler arasında farklı etkilere neden olan, 

birbiri ile iliĢkili muhtemel faktörlerin hastalığa katkısı nedeniyle belirsizdir
13

. Sekoder 

hipertansiyon olarak adlandırılan hipertansiyon bireylerin yaklaĢık % 5‘inde görülür. 

Sekonder hipertansiyonun baĢlıca nedenleri Ģunlardır; 

 Böbrek hastalıkları 

 Ġlaçlar ( östrojen kontraseptifler, kortikosteroidler, meyankökü, carbenoxelone, 

sempatomimetikler ve non-steroid anti-inflamatuar ilaçlar) 

 Endokrin rahatsızlıkları (akromegali, Cushing sendromu (hiperkortisizm), 

primer hiperaldosteronizm, konjenital hiperplazi, feokromositoma, tiroid 

hastalığı, hiperparatiroidizm) 

 Aort koarktasyonu (aorttaki daralma sonucu ortaya çıkan bir hastalıktır) 

 Hamilelik
15

. 

Hipertansiflerin kalan % 95‘inde ise hastalığın gerçek nedeni net olarak 

tanımlanamamaktadır. Bu gibi durumlar, primer ve esansiyel hipertansiyon olarak 

bilinir. 

Vücuttaki bir takım fizyolojik mekanizmalar normal kan basıncının 

sağlanmasına yardımcı olmaktadırlar. Bu tip sistemlerin bir rahatsızlığı hipertansiyonun 

oluĢmasında rol oynayabilir. Kardiak debi (kalbin bir dakikada periferik sirkülasyona 

pompaladığı kan miktarıdır) ve periferik direnç (damar iç çeperine yapılan basınç) kan 

basıncı kontrolü ile direkt olarak iliĢkilidir. Fakat bunun dıĢında etkili olan birkaç sistem 

daha vardır; 

 Renin-anjiyotensin sistemi 

 Otonom sinir sistemi 
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 Endotelin ( dolaĢım sisteminin tüm yapılarının iç yüzünü örten ince katman), 

bradikinin peptidleri, artiyal natriüretik peptid (kuvvetli bir damar geniĢletici 

hormon), ouabain ( kalp üzerinde uyarıcı etkiye sahip bir glikozid)
13

. 

2.2. Renin Anjiyotensin Aldesteron Sistemi (RAAS) ve Anjiyotensin 

Antagonistleri 

RAAS, sıvı hacmi elektrolit dengesi ve kan hacmi üzerine etki ederek 

hipertansiyon patofizyolojisinde önemli bir rol oynar. Renin, öncelikli olarak böbrekteki 

jukstaglomerüler hücreleri tarafından üretilen bir enzimdir, anjiyotensijenin inaktif bir 

madde olan anjiyotensin I (AT1) reseptöre dönüĢümünü katalize eder. Daha sonra 

Angijotensin-dönüĢtürücü enzim (ACE) AT1‘i kuvvetli bir vazokonstriktör etkiye, 

aldosteron sekresyonu ve sempatik aktivasyona neden olan fizyolojik olarak aktif olan 

anjiyotensin II (AT2) reseptörüne dönüĢtürür(ġekil 2.2). Bu dönüĢüm mekanizması 

sonucu hipertansiyon geliĢimi görülür
16-18

. 

 

 

  ġekil 2.2. RAAS‘ın Ģematik gösterimi. 

 

AT1 ve AT2 sadece % 34‘lük bir homolojiyi paylaĢırlar ve farklı sinyal iletim 

yolları vardır
19-22

. 

AT1 reseptörleri, böbrek, kalp, damar düz kas hücreleri, beyin, böbrek üstü 

bezleri, trombositler, adipositler ve plasentada bulunmaktadır. AT2 reseptörleri fetusun 
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geliĢimi sırasında önemlidir fakat doğum sonrası dönemde sayıları azalır
22

. YetiĢkin 

dokularında, bu reseptörler özellikle uterus, böbreküstü bezleri, merkezi sinir sistemi, 

kalp ve böbrekte düĢük seviyelerde mevcuttur. Deneysel olarak, kalp hipertrofisi, 

miyokard infarktüsü ve vasküler yara iyileĢmesi gibi durumlarda AT2 reseptörleri 

yeniden ortaya çıkar ya da sayılarında artıĢ görülür
23

. 

AT2 reseptörünün bilinen bütün klinik etkilerine AT1 reseptörleri aracılık eder 

(Tablo 2.1). AT2 reseptörlerinin fizyolojik rolü kısmen anlaĢılabilmiĢtir. AT2 

reseptörlerinden kaynaklandığı düĢünülen fonksiyonlar hücre büyümesinin inhibisyonu, 

hücre farklılaĢmasının artıĢı ve apoptosisdir
24,25

. Yani AT2 reseptörlerinin, AT1 

reseptörlerinin aracılığıyla oluĢan bazı AT2 etkilerini dengeleyici bir rolü olabilir. Ancak 

bu konu halen tartıĢmalıdır
26,27

. Üreter ve renal toplayıcı sistemin geliĢiminde AT1 ve 

AT2 reseptörlerinin bir rolü olduğuna dair kanıtlar da bulunmaktadır. AT2 geninin 

bozukluğun da böbrek ve idrar yollarda doğumsal anomaliler görülmüĢtür
28, 29

 

RAAS, renin inhibitörleri (β-blokerler), ACE inhibitörleri, AT2 reseptör 

blokerleri ve aldosteron inhibitörleri tarafından bloke edilebilir
30

. Dünya Sağlık Örgütü–

Uluslararası Hipertansiyon Derneği (WHO-ISH) raporunda antihipertansif olarak 

kullanılabilecek 6 grup ilaç vardır. Bunların ikisi ACE inhibitörleri ve anjiyotensin 

reseptör antagonisti (ARA-II)‘dir
31

. 

AT2 reseptörünün etkisinin azaltılmasında, ARA-II grubu bileĢiklerin ACE 

inhibitörlerine nazaran daha etkili olması beklenir. Çünkü AT2 adrenal medulla, rahim, 

yumurtalık ve diğer beyin bölgelerinde bulunur, ancak kardiyovasküler homeostazi ile 

iliĢkili olup olmadığı bilinmemektedir
32

. ARA-II‘ler düz kas kasılması, sempatik presör 

mekanizması ve aldosteron salgılanması gibi AT2 reseptörü kaynaklı biyolojik 

aktiviteleri bloke ederler
18

. Böylece hipertansiyonla iliĢkili AT2 aktivitelerini de inhibe 
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etmiĢ olurlar
17,18,32

. ACE inhibitörleri ve AT2 reseptör blokerleri için eylem 

mekanizmaları ġekil 2.3'de Ģematik olarak gösterilmektedir. 

Tablo 2.1. AT1 ve AT2 reseptörlerinin aracılık ettikleri AT2 etkileri 

AT1 Reseptörleri AT2 Reseptörleri 

 Vazokonstriksiyon (serebral, renal, 

koroner ) 

 Sodyum retansiyonu (anjiotensin, 

aldosteron üretimi) 

 Su tutma (vazopressin sürüm) 

 Renin-bastırma (negatif geri 

besleme) 

 Miyositler ve düz kas hücre 

hipertrofisi 

 Vasküler ve miyokardiyal fibrozis 

uyarılması 

 Inotropik / kontraktil 

(kardiyomiyosit) 

 Kronotropik / aritmojenik 

(kardiyomiyosit) 

 Plazminojen etkinleĢtirici inhibitörü-

1 uyarılması 

 Superanoxide oluĢumunun 

stimülasyonu 

 Sempatik sinir sisteminin 

aktivasyonu 

 ArtmıĢ endotelin salgılanması 

 Antiproliferation / hücre büyümesinin 

inhibisyonu 

 Hücre farklılaĢması 

 Doku onarımı 

 Apoptozis (vazodilatasyon) 

 Böbrek ve idrar yolları geliĢtirilmesi 

 

 

 
ġekil 2.3 RAAS üzerinde ACE inhibitörleri ve AT2 reseptör blokerleri için eylem 

mekanizmaları 
 

 

ACE inhibitörleri ve ARA-II aracılığıyla renin anjiyotensin sistemi üzerinde 

önemli etkileri vardır (ġekil 2.2). Basamaklı reaksiyon dekapeptid AT1‘in oluĢturulması 
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ile baĢlar. AT1, tonin ya da katepsin gibi renin olmayan bir enzim aracılığıyla da 

oluĢturulabilir. Daha sonra AT1, ACE kinaz II enzimi ile AT2‗ye dönüĢtürülür. Diğer 

anjiyotensin peptidler biyolojik etkilere sahip olmalarına rağmen AT2 sistemin son 

ürünüdür. ACE için tripsin, katepsin veya kalp kimaz gibi alternatif enzimatik yollarla 

da AT1 dönüĢtürülebilir, ancak bu gibi diğer enzimatik yolların AT2 üretimine ne kadar 

katkıda bulanacağı net değildir. Bu alternatif yollar aslında ACE inhibitörlerinin, AT2 

plazma deriĢimini tamamen bastıramadıklarını açıklar. Bununla birlikte ne derece etkili 

oldukları tam olarak bilinmemektedir. Uzun süreli ACE inhibisyonu sırasında ACE 

aktivitesi artıĢ gösterir ve uyarılan renin salgılanması nedeniyle plazma AT1 seviyesi 

yüksektir
33

. Böylece plazma AT2 seviyesi, ACE inhibisyonu sırasında ölçülemez hale 

gelir. Bradikininin inaktif peptidlere yıkımına katıldığı için ACE aynı zamanda kinaz II 

olarak adlandırılır. ACE inhibisyonu plazma bradikinin seviyesinde artıĢa neden olur
34

.  

OnaylanmıĢ ARA-II grubu ilaçların farmakokinetik özellikleri Tablo 2.2‘de 

özetlenmiĢtir
35

. Bu ilaçların antihipertansif etkileri, tedavi baĢladıktan 2-4 hafta içinde 

ortaya çıkar. Tansiyon düĢürücü etkiyi artırmak için ARA-II dozajı arttırılabileceği gibi, 

hidroklorotiazid gibi bir diüretik düĢük dozlarda eklenebilir. Hidroklorotiyazid, hafif 

natriürez ve kan damarlarının vazodilatasyonu gibi mekanizmalarla kan basıncı 

azalmasını sağlar
36

. 

Tablo 2.2. Anjiyotensin reseptör antagonistlerinin farmakokinetik parametreleri 

 

 

Ġlaç 

Maksimum 

deriĢim 

zamanı (saat) 

Mutlak 

biyoyararlanım 

Yiyecek ile 

kullanım 

Yarılanma 

ömrü 

(saat) 

Proteine 

bağlanma 

Losartan 

EXP3174 

1saat 

3-4 

~  % 33 %10 düĢürücü 2 

6-9 

%98.7  

Valsartan 2-4 ~  %25 %40-%50 düĢürücü 6 %95.0 

Ġrbesartan 1.5-2 %60- %80 Etki yok 11-15 %90.0 

Kandesartan 3-4 ~ %15 Etki yok 9   > %99.0 

Telmisartan 0.5-1 %42-%58 %6-%20 düĢürücü 24 %99.5 
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2.3. Anjiyotensin Reseptör Antagonistlerinin BulunuĢu ve GeliĢim Süreci 

 Anjiyotensin reseptör blokörleri (ARB), vücutta AT2 hormonunun etkilerini 

bloke ederek kan basıncını düĢüren anti-hipertansif bir ilaç grubudur. Yapıları ARA-

II‘ler ile benzerdir ve ARA II reseptörlerine inhibitör olarak bağlanırlar. ARA-II 

blokörleri günümüzde klinik uygulamalarda yaygın olarak kullanılmaktadır
37

.  

1898‘de  fizyolog Robert Tigerstedt ve öğrencisi Ara II‘leri tavĢanlar ve böbrek 

ekstreleri üzerine enjekte etmiĢler ve deney sonucunda ―Renin‖ adını verdikleri 

böbreklerde üretilen bir proteinin kan basıncında yükselmeye sebep olduğu sonucuna 

varmıĢlardır
38

. 1930‘larda Globat, köpeklerde renal kan akıĢının kısıtlandığı deneyler 

yürütmüĢ ve iskemi böbreklerin gerçekte vazokonstriksiyona neden olan bir kimyasal 

salgıladığını bulmuĢtur
42

. Yine 1930 yılında, reninin kendisinin kan basıncını 

düĢürmediği ama bu reaksiyonu kataliz eden Anjiyotensin I ve Anjiyotensin II isimli 

enzimlerin oluĢumundan sorumlu olduğu bulmuĢtur
38

. 70‘li yıllarda bilim adamları, 

anjiyotensin II‘nin kalp ve böbreklere zarar verdiğini ve bununda plazma renin 

aktivitesi yüksek olan bireylerde miyokardiyal enfarktüs ve inme riskine neden 

olduğunu ortaya koymuĢlardır
30

. Aynı yıllarda,  Anjiyotensin dönüĢtürücü enziminin 

(ACE) tanınmasıyla birlikte ARA II‘lerin kan basıncı, elektrolit ve sıvı dengelerinin 

belirlenmesinde önemli rol oynadığı teyid edilmiĢtir
39

. 

BaĢlangıçta, ARA II antagonistlerinin geliĢtirilmesinden önce anjiyotensin 

peptid analogları olan saralasin ve diğer anjiyotensin analoglarının güçlü birer ARA II 

reseptör blokörleri olarak görülmüĢtür. Fakat bunlarda biyoyararlanım düĢük olduğu 

belirtilmiĢtir
40

. 80‘li yılların baĢında bir seri imidazol-5-asetik asit ile farelerde kan 

basıncı azaldığı görülmüĢtür. S-8307 ve S-8308 olarak adlandırılan non-peptid ARA II 

bileĢikleri bulunmuĢ ve Anjiyotensin II reseptörlerine daha benzer hale gelmeleri için  

moleküler modelleme yapılmıĢ ve oral olarak aktif, güçlü ve seçici non-peptid AT1 
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reseptör blokeri olan ―Losartan‖ geliĢtirilmiĢtir. Losartan 1995 yılında yapılan klinik 

çalıĢmalarla klinik kullanım için onaylanmıĢtır. Bu tarihten itibaren benzer altı adet 

ARA II bileĢiği daha onaylanmıĢtır
41,46

. 

2.4. Losartan Potasyum (LP) 

LP, [(2-bütil-4-kloro-1-{[2-(1H-tetrazol-5-il) bifenil-4-il]metil}-1H-imidazol-5-

il) metanol monopotasyum] yapısında olup kapalı formülü C22H23ClKN6O Ģeklinde 

gösterilir (ġekil 2.4). 

 

ġekil 2.4. LP‘nin molekül yapısı 

2.4.1. LP’nin Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

1. LP beyaz veya kirli beyaz-grimsi renkte, kristal yapıda bir tuzdur
13

. 

2. Suda ve alkoldeki çözünürlüğü yüksektir, etil asetat, bütil asetat ve 

siklohekzandaki çözünürlüğü oldukça düĢüktür
42

. 

3. Erime noktası 183.5 – 184.5°C aralığındadır. 

4. pH değeri 7.0-8.5 aralığındadır. 

5. Molekül ağırlığı 461.00 g/mol‘dür. 

6. Kurutulduğunda ağırlık kaybı maksimum % 5‘dir. 
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2.4.2. LP’nin Farmakolojik Özellikleri 

LP, ilk tanıtılan ARA-II grubu ilaçtır. Son derece seçici bir AT1 reseptör 

antagonisti prototipinde olan losartan, zayıf ARA-II olan bir dizi 1-benzilimidazol-5-

asetik asit serilerinden elde edilmiĢtir.  

LP‘nin günde bir kez 50-150 mg dozajı ile elde edilen ortamala kan basıncı 

azalması sistolik basınç için 5.5-10.5 mm Hg, diastolik basınç için 3.5-7.5 mm Hg‘dır. 

Hipertansiyon tedavisinde LP‘nin etkinliği ve güvenilirliğinin incelendiği bir çalıĢmada, 

tedavinin ilk birkaç haftasında kan basıncının azaldığı gösterilmiĢtir. Çift-kör 

çalıĢmalarına göre LP, kan basıncını düĢürmede iyi tolere edilir ve enalapril ve nifedipin 

kadar etkilidir
43-45

. Rat vasküler düz kasında yapılan bir çalıĢmada, LP medyan inhibitör 

deriĢimi 20 nmol/L olan AT2‘nin AT1 reseptörlerine bağlanması olayı ile yarıĢtığı ve 

AT2 reseptörleri için özel bir afiniteye veya kısmi bir agonist özelliğe sahip olmadığı 

belirlenmiĢtir. LP‘nin aktif metaboliti EXP 3174‘tür. LP ile karĢılaĢtırıldığında, aktif 

metaboliti (EXP 3174) daha uzun bir yarılanma ömrüne sahiptir ve plazma deriĢimine 

bağlı olarak daha uzun antihipertansif etki gösterir
17

. Yapılan çalıĢmada intravenöz 

uygulamada, EXP 3174, LP‘ye göre 10-20 kat daha güçlü ve daha uzun bir aktivite 

zamanına sahip olduğu gösterilmiĢtir
17

.  

2.4.3. LP’nin Farmakokinetik Özellikleri 

Oral uygulama sonrasında LP‘nin sadece üçte biri absorbe olur ve karaciğerde 

sitrokom P450, 2C9 ve 3A4 enzimleri tarafından aktif metaboliti olan EXP 3174‘e 

dönüĢtürülür
46-48

. LP‘ye göre daha yüksek etki gösteren ve daha uzun yarılanma ömrüne 

sahip olan ( 6-7 saat EXP 3174 için ve 2 saat Losartan için) bu metabolit,  ilacın 

hipertansif etkisinden daha çok sorumludur
49,50

. 

Losartan, oral olarak alındıktan sonra kandaki en yüksek deriĢimine 1 saat içinde 

ulaĢır, EXP-3174 için bu süre 3-4 saattir
46

. Maksimum plazma deriĢimi yaklaĢık olarak 
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eĢit olduğu halde, deriĢim-zaman eğrisinin altında kalan alan (EAA),  EXP-3174‘de 

LP‘ye göre dört kat daha fazladır
43, 46-51

. 

LP safra kesesi yoluyla ve % 4‘lük kısmı değiĢime uğramadan idrar yoluyla 

vücuttan atılır
46

. 

2.4.4. LP’nin Güvenlik ve Tolerebilitesi 

Bir sınıf olarak ARA II grubu ilaçlar mükemmel bir güvenlik ve tolerebilite 

profiline sahiptirler. ARA II‘lerin klinik yan etki insidansı oldukça düĢüktür ve yan 

etkiler çoğunlukla hafif ve geçici nitelikte olup tedavinin kesilmesini gerektirmez. Bu 

yan etkiler diğer antihipertansif ilaçlarda görülen yan etkilerden (ACE II 

inhibitörlerinde görülen öksürük
52

 veya dihidropridin kalsiyum blokerlerinde meydana 

gelen ödem
44, 53, 54

) genellikle farklıdır. Klinik çalıĢmalarda, ARA II ile tedavi edilen 

hastalarda en sık görülen yan etkiler baĢ dönmesi, baĢ ağrısı, üst solunum yolu 

enfeksiyonu, öksürük ve gastrointestinal bozukluklar olmuĢtur. Bu olaylar plasebo alan 

hastalarda da aynı oranda gözlenmiĢtir
55

. Anjiyoödem riski vardır ama bu ARA II‘lerde 

çok nadiren görülen bir yan etkidir. ACE inhibitörleri gibi ARA II‘ler de hiponatremik 

ve sıvı kaybı, böbrek yetmezliği veya böbrek arter darlığı olan hastalarda dikkatle 

kullanılmalıdır
56,57

. 

2.4.5. Losartan ve Diğer ARA II Ajanlarının KarĢılaĢtırılması 

ARA II grubunun antihipertansif etkileri üzerindeki çalıĢmalar tam olarak 

yapılamamasına rağmen aradaki küçük farklılıklar kısa dönem karĢılaĢtırmalı çalıĢmalar 

ile ortaya çıkarılmıĢtır
58-60

, ancak bu bulguların klinik etkileri halen belirsizliğini 

korumaktadır. Örneğin LP ve valsartan için yapılan çift-kör esaslı karĢılaĢtırmalı bir 

çalıĢmada, 1369 hipertansif hasta valsartan (80 mg), LP (50 mg) veya placebo ilaçları 

almak üzere rastgele ayrılmıĢ ve ilaçları 4 hafta boyunca günde iki doz olarak 



14 

 

almıĢlardır
60

. Tedaviye cevap veren hasta sayısı valsartan grubunda biraz daha yüksek 

olmasına rağmen, hem LP hemde valsartan grubunda sistolik ve diastolik basınçta 

benzer Ģekilde önemli azalmalar görülmüĢtür. 24 saat boyunca kan basıncı ölçümünün 

yapıldığı 187 hastalık bir diğer çalıĢmada ise, LP (50 mg) ve valsartan (80 mg) kullanan 

hastalarda 24 saatlik ölçümlerin tamamında benzer Ģekilde kan basıncının düĢtüğü 

görülmüĢtür
61

. Kan basıncındaki düĢüĢte ve tedaviye cevap veren hasta sayısında LP 

sayısal olarak biraz daha etkili olsa da istatistiksel olarak anlamlı olmadığı sonucuna 

varılmıĢtır.  

LP ve diğer ARA II grubu ilaçlar arasında yapılan karĢılaĢtırmalar bazı anlamlı 

farklılıklar gösterse de meta-analiz sonuçları bu farklılıkların klinik ve istatistiksel 

açıdan önemli olmadığını ortaya koymaktadır
62,63

. ARA II grubundan LP, valsartan ve 

irbesartan ile yapılan klinik çalıĢmalarda elde edilen veriler ajanlar arasında 

antihipertansif etki bakımından önemli örtüĢmeler gözlenmiĢtir
62

. Bu çalıĢmanın meta-

analizinde 24 saatlik doz aralığının sonundaki kan basınçları karĢılaĢtırılmıĢ ve hem 

sistolik hemde diastolik kan basınçlarındaki değiĢimlerin benzer olduğu görülmüĢtür. 

Tavsiye edilen dozlarında, her üç ajan da sistolik kan basıncında 16.1 - 20.6 mm-Hg ve 

diastolik kan basıncında 9.9-13.6 mm-Hg arasında bir düĢüĢ elde edilmiĢtir ve doz 

miktarı izin verilen ölçülerde arttırıldığında bütün ARA II‘lerin basınç düĢürücü etkileri 

yaklaĢık olarak %5 oranında arttığı gözlenmiĢtir.  

LP, valsartan ve irbesartanın AT1 reseptör blokajının karĢılaĢtırıldığı bir 

çalıĢmada irbesartanın 150 mg‘lık tek dozunun AT1 reseptörleri üzerinde LP ve 

valsartana göre daha büyük ve daha uzun ömürlü bir etkiye sahip olduğu bulunmuĢtur
64

. 

ÇalıĢmaya göre, uygulamadan 4 saat sonra, AT2 reseptörü kaynaklı sistolik basınç 

artıĢını LP % 43, valsartan % 51 ve irbesartan % 88 oranında bloke etmiĢtir. Ġlaç 

etkisinin uygulamadan 24 saat sonra her üç etken madde için de gözlendiği ancak 
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sadece irbesartanın 30‘uncu saatte reseptör blokajına dair sinyaller verdiği belirlenmiĢtir. 

Reseptör bloke etme gücünden dolayı irbesartanın diğerlerine göre daha güçlü 

antihipertansif etki gösterdiği anlamına geldiği söylenebilir. 

ARA-II‘lerin farmakolojik özelliklerinin karĢılaĢtırıldığı çalıĢmada ise, 

kandesartanın diğerlerinden daha güçlü etki gösterdiği bildirilmiĢtir
65,66

. Ancak bu, 

kandesartanın devamlı olarak diğerlerinden daha yüksek bir antihipertansif etkinlik 

içinde olduğu anlamına gelmemektedir. 

2.4.6. LP’nin Kullanım ġekli ve Dozu 

LP için baĢlangıç dozu 50 mg‘dır. Bu doz için aktivite süresi 24 saattir. 

Beklenen antihipertansif etki görülmez ise günde iki doz kullanılabilir
67

. Ayrıca yapılan 

bir çalıĢmada, LP‘nin günde bir kez 100 mg‘lık doz kullanımı günde iki kez 50 mg‘lık 

doz kullanımı ile karĢılaĢtırılmıĢ ve her iki dozaj Ģeklininde aynı antihipertansif etki 

gösterdiği tespit edilmiĢtir
68

. 

LP ve hidroklorotiazidin bir arada olduğu kombinasyonlar da mevcuttur. Bu 

kombinasyonlar 12.5 mg hidroklorotiazid ve 50 mg LP içerir. Bazı araĢtırmacılar doza 

bağlı yan etkilerin görülme olasılığını düĢürdüğünü belirtmiĢlerdir. Dozaj arttırılması 

yerine bu kombinasyonunun kullanılmasını önermektedirler. Dozaj günde bir veya iki 

kez olmalıdır 
44

. 

Sağlıklı gönüllülerde yapılan tek ve çoklu doz çalıĢmaları ile LP‘nin AT2 

reseptörlerini inhibe ettikleri kanıtlanmıĢtır
51,69,70

. Bu çalıĢmalarda, LP‘nin 

uygulamadan 24 saat sonra inhibitör etkisini koruduğunu, iyi tolere edilebildiği için  

LP‘nin güçlü bir ARA-II olduğu ve günde tek dozun yeterli olduğu gösterilmiĢtir. 

Hipertansif hastalarda yapılan bir tekrarlayan doz (7 gün boyunca) çalıĢmasında ise 

LP‘nin yedinci günde antihipertansif etkisinin ilk güne göre daha fazla olduğu 
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gösterilmiĢtir. Bu nedenle tek doz yerine LP‘nin çoklu dozlar halinde uygulanmasının 

daha yararlı olacağı sonucuna varılmıĢtır
71

. 

2.4.7. LP Ġçeren Ticari Preparatlar ve Ġçerikleri  

1. Cozaar 100 mg, Cozaar 50 mg - Merck Sharp & Dohme Ġlaç Sanayi 

2. Eklips 100 mg, Eklıps 50 mg - Sanovel Ġlaç Sanayi 

3. Felow 100 mg, Felow 50 mg - Munir Sahin Ġlaç Sanayi 

4. Hilos 100 mg, Hilos 50 mg –Nobel Ġlaç Sanayi 

5. Losartil 100 mg, Losartil 50 mg - D rogsan Ġlaç Sanayi 

6. Loxibin 100 mg, Loxibin 100 mg - Biofarma Ġlaç Sanayi 

7. Sarilen 100 mg, Sarilen 50 mg - Ali Raif Ġlaç Sanayi 

8. Sarvas 100 mg, Sarvas 50 mg - Zentiva Ġlaç Sanayi 

2.5. LP Analizi için Analitik Yöntemler  

Lastra ve ark.
72

 farmasötik preparatlarda LP‘nin belirlenmesi için 1. Türev 

Spektrofotometri yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. LP‘nin 1. türev spektrumunda 234 nm dalga 

boyunda ölçümler gerçekleĢtirilmiĢ olup 0.9938 korelasyon katsayısı ile 4-6 mg/L 

deriĢim aralığında yöntemin doğrusal ve geri kazanımının % 100.79±1.1 olduğunu 

belirlemiĢlerdir. Ayrıca pH 2-9 değerleri arasında hazırlanan tampon çözelti ile pH‘ın 

1.türev değerine olan etkisi araĢtırılmıĢ ve 1.türev değerini önemli ölçüde değiĢtirmediği 

için pH değerinin sabitlenmesine gerek olmadığı sonucuna varmıĢlardır. Ayrıca 

geliĢtirdikleri türev spektrofotometri yönteminin hidroklorotiyazid içermeyen 

farmasötik preparatlarda LP‘nin analizi için uygulanabilir olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Ansari ve ark.
73

 tabletlerde LP‘nin belirlenmesi için 1. Türev Spektrofotometri 

ve HPLC yöntemleri geliĢtirmiĢler ve doğrusallık, seçicilik, geri kazanım, kesinlik, 

doğruluk ve hassasiyet parametreleri ile spektroskopik yöntemin geçerlilik testlerini 

http://www.ilacabak.com/ilacgoster.php?ilac=COZAAR.100.MG.28.TABLET&Id=4276
http://www.ilacabak.com/ilacgoster.php?ilac=COZAAR.50.MG.28.TABLET&Id=4275
http://www.ilacabak.com/firmagoster.php?Id=4276
http://www.ilacabak.com/ilacgoster.php?ilac=EKLIPS.100.MG.28.FİLM.TABLET&Id=6555
http://www.ilacabak.com/ilacgoster.php?ilac=EKLIPS.50.MG.28.FİLM.TABLET&Id=5506
http://www.ilacabak.com/firmagoster.php?Id=5506
http://www.ilacabak.com/firmagoster.php?Id=12884
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gerçekleĢtirmiĢlerdir. 1. türev spektrumunda 232.5 nm dalga boyunda, HPLC 

kromatogramında 254 nm dalga boyunda ölçümler alınmıĢ olup her iki yöntemde 2-50 

µg/L deriĢim aralığında doğrusal olduğu belirlenmiĢtir. HPLC yönteminde,  ODS-1 

kolonu, asetonitril fosforik asit (pH:3) (60:40 h/h) hareketli faz karıĢımı ve 1 mL/dak 

akıĢ hızı çalıĢma parametreleri kullanılmıĢtır. 1. türev spektrofotometri yönteminin 

düĢük % CV değerleri (% 2.1 ve % 2.9) ile yüksek kesinlikte ve % 98 geri kazanım 

değeri ile yüksek doğrulukta olduğunu göstermiĢlerdir. Ayrıca hazırlanan LP 

çözeltilerinin 1 ay boyunca stabil kaldığını tespit etmiĢlerdir. GeliĢtirilen türev 

spektrofotometrik yöntem ile tabletlerde yapılan analizlerde % 85-% 115 aralığında 

sonuçlar elde edilmiĢ ve yöntemin bir farmasötik prepratlarda yapılan analiz yöntemi 

olarak kabul edilebilir sınırlar içinde olduğu sonucuna varılmıĢtır.  

 El-Shaboury ve ark.
74

 farmasötik preparatlarda LP, irbesartan, valsartan ve 

kandesartanın spektroflorometri yöntemi ile belirlenmesi için en uygun pH, çözücü ve 

sıcaklık koĢullarını araĢtırmıĢlardır. 10 mg LP standart çalıĢma çözeltileri değiĢik 

polaritelere sahip çözücülerde (su, asetonitril, etanol, metanol ve propan-2-ol), değiĢik 

asit çözeltilerinde (HCl, sitrik asit, asetik asit, sülfrik asit, nitrik asit, okzalik asit ve 

fosforik asit), farklı pH değerlerinde ve farklı sıcaklıklarda ölçülerek en yüksek 

floresans Ģiddeti veren optimum koĢulları belirlemeye çalıĢmıĢlardır. ÇalıĢma 

sonuçlarına göre, LP analizinde kullanılan çözücünün polaritesi arttıkça ölçüm 

hassasiyeti artmıĢ ve en uygun çözücünün su olduğu tespit edilmiĢtir. Tampon çözelti 

içerisindeki asit deriĢiminin (0.1 M – 1 M) etkili olmadığı gözlenmiĢtir. Kullanılan asit 

çözeltileri arasında sitrik asit çözeltisinin en ideal asit olduğunu belirlenmiĢtir ve 0.1 M 

sitrik asit çözeltisi ile pH 2-7 arasında yapılan denemelerde pH 2-2.5 arasının floresans 

hassasiyetin % 10 civarında arttığı ve daha sonra pH 7 değerine kadar kademeli olarak 

azaldığı gözlemlenmiĢtir.  0.9982-0.9991 arasında değiĢen korelasyon katsayısı ile 
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0.006-1.7 µg/mL deriĢim aralığında yöntemin doğrusal olduğu belirlenmiĢ ve yöntemin 

hidroklorotiyazid içeren veya içermeyen farmasötik preparatlarda LP‘nin analizi için 

uygulanabilir olduğu belirtilmiĢtir. 

Erk .
75

 farmasötik prepratlarda LP ve hidroklorotiazidin birlikte belirlenmesi için 

HPLC ve spektrofotometri yöntemlerini geliĢtirmiĢtir. HPLC yöntemi ile kromatografik 

ayırım, C18 ters faz kolonunda sodyum dihidrojen fostat (pH 5.5), metanol ve 

asetonitril (8:2:1, h/h/h) hareketli fazı karıĢımı kullanılarak baĢarılmıĢtır. UV esaslı 

dedektörde LP ve hidroklorotiaziti 265 nm dalga boyunda belirlemiĢ ve sırasıyla 

analitlerin 1-30 µg/mL ve 2-20 µg/mL deriĢim aralığında doğrusal olduğunu tespit 

etmiĢtir. Spektrofotometri yöntemi ile ise LP ve hidroklorotiazidin standart çalıĢma 

çözeltileri, asetonitril ve su (1:1, h/h) çözücü karıĢımında hazırlanmıĢtır. Sırasıyla 238.3 

nm ve 230.4 nm dalga boylarında birbirlerinin 1. türev spektrum oranlarına katkılarının 

olmadığını belirtmiĢ ve 238.3 nm dalga boyunda LP‘nin ikili karıĢım içinde analiz 

edilebileceğini göstermiĢtir. Yöntemin LP ve hidroklorotiazit için sırasıyla 10-50 µg/mL 

ve 2-30 µg/mL deriĢim aralığında doğrusal ve 0.64 µg/mL ve 0.088 µg/mL 

gözlenebilme sınırına sahip oldukları bildirilmiĢtir. Sonuç olarak, geliĢtirilen 

yöntemlerin farmasötik preparatlarda LP‘nin analizi için uygulanabilir olduğu 

gösterilmiĢtir. 

 Carlucci ve ark.
76

 HPLC yöntemi ile tabletlerde LP ve hidroklorotiazid (HCTZ) 

analizine yönelik bir çalıĢma yapmıĢlardır. Kromatogragik ayırım asetonitril ve fosfat 

tamponu çözeltisi (pH 4.0; 0.1 M) (35:65, h/h) kullanılarak C18 kolonda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. LP için 3.0-7.0 µg/mL ve HCTZ için 0.5-2.0 µg/mL deriĢim 

aralığında yöntemin doğrusal olduğunu tespit edilmiĢtir. LP ve HCTZ için LOQ 

değerleri sırasıyla 0.08 µg/mL ve 0.05 µg/mL olarak belirlenmiĢtir. Ġç standart olarak 

furprofenin kullanılmĢ olup LP, HCTZ ve iç standarın alıkonma zamanları sırasıyla 1.8, 
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4.3 ve 7.2 dak olarak belirlenmiĢ ve kromatogramlarda herhangi bir interfere pike 

rastlanmadığı belirtilmiĢtir. Yöntemin kesinliğinin LP için 0.03-3.0% ve HCTZ için % 

0.3-3.8  aralığında değiĢtiği görülmüĢtür. Elde edilen verilere dayanarak yöntemin LP 

ve HCTZ içeren farmasötik preparatlarda LP ve HCTZ analizi için uygulanabilir olduğu 

sonucuna varılmıĢtır.  

Prabhakar ve ark.
77

 ilaç ve sentetik karıĢım halindeki dozaj formu içinde LP‘nin 

belirlenmesi için asidik ortamda (pH 1.2), Calmagite (CT) ve Orange-II ( O-II) ile ayrı 

ayrı reaksiyona sokularak sırasıyla 491 nm ve 486 nm‘de renkli kompleks ve iyon 

çiftlerinin oluĢumu esasına dayanan kinetik yöntemler geliĢtirmiĢlerdir. Sırasıyla 

turuncu-kırmızı ve turuncu oluĢan kompleks ve iyon çiftleri kloroform ile ekstrakte 

edildikten sonra spektrofotometri yöntemi ile spektrumları alınmıĢtır. GeliĢtirilen 

spektrofotometrik yöntemlerin 10-100 µg/mL deriĢim aralığında doğrusal olduğu tespit 

edilmiĢtir. Ayrıca çalıĢmada, LP‘nin kompleks bileĢikleri için pH değerinin 

spektrofotometrik ölçümlerde son derece önemli olduğu belirtilmiĢtir. pH tampon 

çözeltisi ile pH 1.2-10 aralığında yapılan çalıĢmada, pH 1.2-3 aralığında absorbansın 

yükseldiğini, pH 4-10 aralığında ise hiç absorbans göstermediği tespit edilmiĢtir. 

Geçerlilik tesleri ile önerilen yöntemin, LP‘nin katı hal ve dozaj formunda LP‘nin 

miktar analizi için rutin kalite kontrol teslerinde kullanılabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

Bonfilio ve ark.
78

 farmasötik kapsülde LP analizi için bir UV dedektörlü HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. ÇalıĢmada en uygun analiz koĢullarını belirlemek amacıyla 

Doehlert dizaynı yöntemi (analiz sonuçlarını etkileyen faktörlerin belirli ölçülerde 

değiĢtirilmesi sonucu elde edilen değerlerin istatistiksel analizi ile en uygun koĢulların 

hesaplandığı matematiksel bir yöntem) kullanılmıĢtır. DeğiĢken faktörler olarak 

çözeltinin pH‘ı (2.0, 3.25, 4.5, 5.75 6.2 ve 7.0) ve fosfat tamponunun mobil faz 

içerisindeki oranı (% 60, % 65 ve % 70)  seçilmiĢtir. Optimum kromatografik ayırım,  
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potasyum fosfat tamponu (pH 6.2; 58 mmol/L) ve asetonitril (65:35, h/h) hareketli faz 

karıĢımı kullanılarak 254 nm‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Yöntemin 0.998 korelasyon 

katsayısı ile 30-70 mg/L deriĢim aralığında doğrusal olduğu ve üç farklı farmasötik 

preparat için geri kazanımın % 95‘den büyük olduğu belirlenmiĢtir. Sonuç olarak 

yöntemin farmasötik preparatlarda LP analizi için uygun olduğu bildirilmiĢtir. 

 Özkan
79

, tabletlerde ve insan plazmasında LP ve HCTZ‘nin birlikte belirlenmesi 

için bir RP-HPLC yöntemi geliĢtirmiĢtir. C18 ters faz kolon, 0.01 M KH2PO4: asetonitril 

(65:35, h/h) (pH:3.1) hareketli faz karıĢımı ve 232 nm dalga boyu çalıĢma parametreleri 

kullanarak kromatografik ayırımı gerçekleĢtirmiĢtir. Yöntemin doğrusallığı LP ve 

HCTZ için sırasıyla 25-10000 ng/mL ve 50-10000 ng/mL deriĢim aralığında elde 

edilmiĢtir. LOD ve LOQ değerleri ise LP için 1.02 ng/mL ve 3.39 ng/mL, HCTZ için 

4.49 ng/mL ve 14.96 ng/mL olarak bulunmuĢtur. Plazmadan LP ve HCTZ, asetonitril 

kullanılarak ekstrakte edilmiĢ ve geri kazanımın her iki analit için de  % 97.7‘den büyük 

olduğu tespit edilmiĢtir. Sonuç olarak yöntemin farmasötik preparatlarda ve plazmada 

LP ve HCTZ analizlerinde kullanılabilir olduğu vurgulanmıĢtır.  

Zhao ve ark.
80

, bozundurmaya uğramıĢ (40ºC, % 75 nem oranı, 3 yıl) LP 

tabletlerini LC-MS ve LC-MS/MS yöntemleri ile analiz etmiĢler ve bu Ģartlar altında 

LP‘nin bozunmasını ve oluĢan yeni moleküllerin kimyasal yapılarını incelemiĢlerdir. 

Hem LC-MS hemde LC-MS/MS yöntemi için tabletler asetonitril:metanol (1:1, h/h) 

içerisinde çözülerek çözeltileri hazırlanmıĢ ve LP‘nin dimerik türevleri ve aldehit olan 

üç adet eser miktarda bozunma ürünü tespit edilmiĢtir. Bozunma ürünleri özgün 

maddelerin tandem kütle spektrumları ile karĢılaĢtırılarak doğrulanmıĢtır. 

 Hertzog ve ark.
81

  tabletlerde LP‘nin belirlenmesi için bir HPLC yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. C8 kolon, 1.0 mL/dk akıĢ hızı, 20 µL enjeksiyon hacmi, 20 mM fosfat 

tamponu (pH: 7) ve asetonitril hareketli faz karıĢımı, gradiyent elüsyon ve 280 nm dalga 



21 

 

boyu çalıĢma parametreleri kullanılarak kromatografik ayırım sağlanmıĢtır. Doğruluk, 

doğrusallık, geri kazanım ve hassasiyet gibi parametreler kullanılarak geliĢtirilen 

yöntemin geçerlilik testleri yapılmıĢtır. Sonuç olarak sunulan yöntemin ilaç 

maddelerinin kantitatif analizi için uygun olduğu bildirilmiĢtir. 

Ritter ve ark.
77

 insan plazmasında LP ve aktif metabolitini (EXP 3174) 

belirlemek için floresans dedektörlü HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Plazmadan 

analitler, 1.0 M fosforik asit ile asitlendirilmiĢ ortamda MTBE ile ekstraksiyonun 

ardından 0.05 M NaOH çözeltisi ile geri ekstraksiyon sonrası elde edilmiĢtir.  

Çözeltinin pH değerinin floresans dedektör cevabındaki hassasiyet üzerinde son derece 

etkili olduğunu bildirmiĢler ve en uygun pH değerini araĢtırdıklarını belirtmiĢlerdir. 

Optimum pH‘ın 2.5 olduğunu tespit etmiĢlerdir. Bu yüzden elde edilen plazma 

ekstreleri 0.5 M sitrat tamponu ile asitlendirildikten sonra analiz edilmiĢ ve LP ve EXP 

3174 için elde ettikleri geri kazanımın her ikisi için de % 90‘ın üzerinde olduğunu 

belirtmiĢlerdir. Ayrıca analitlerin hareketli fazdaki çözünürlüğünü arttırmak amacıyla 

10 µL isopropanol çözeltisi eklemiĢlerdir. Kromatografik ayırım, 1.25 mL/dak. akıĢ 

hızında, 0.015 M fosforik asit (pH 2.3;)-asetonitril (75:25, h/h) hareketli faz karıĢımının 

izokratik elüsyonu ile baĢarılmıĢ ve analitler floresans dedektör  (λeks: 250 nm , λem: 370 

nm) ile saptanmıĢtır. 

Cagigal ve ark.
82

 insan idrarında LP ve valsartanın spektroflorometrik analizi 

için en uygun pH, çözücü, sıcaklık ve slit aralığını belirlemek için deneysel dizayn 

metodolojileri geliĢtirmiĢlerdir. Ġlaç içermeyen idrar örnekleri 20-50 yaĢ aralığında 

sağlıklı bireylerden, ilaç içeren örnekler ise tedavi altındaki hipertansiyon hastalarından 

alınmıĢ olup elde edilen idrar örnekleri C18 kartuĢlarının kullanıldığı katı faz 

ekstraksiyon yöntemi ile ekstrakte edilmiĢtir.  Elde edilen ekstreler uçurularak optimal 

koĢullar olarak kabul edilen asetonitril-0.05 M fosfat tamponu (pH:2) (5:95 h/h) çözücü 



22 

 

karıĢımında farklı sıcaklık ve dalga boyu aralıklarında spektroflorometrede ölçülmüĢtür. 

Yapılan ölçümler ile LP ve valsartan için 20 ± 5 ºC‘de ve 5 nm slit aralığında ve 247 nm 

uyarma ve 387 nm emisyon dalga boylarında en yüksek floresans Ģiddette sahip 

spektrumlar elde edildiği sonucuna varılmıĢtır. 

 Yeung ve ark.
83

 insan plazmasında LP ve aktif metabolitinin (EXP 3174) birlikte 

belirlenmesi için bir UV dedektörlü HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Plazmadan 

analitler, C2 bağlı silika jel kullanılan katı faz ekstraksiyon yöntemi ile elde edilmiĢtir. 

Kromatografik ayırımı, C18 ters faz kolonunda % 0.02 sodyum azid ve 0.01 M 

amonyum fosfat (pH 3.2), asetonitril ve metanol (6:3:1, h/h/h) hareketli faz karıĢımı 

kullanarak 254 nm dalga boyunda baĢarılmıĢtır. Yöntemin tayin alt sınır değerinin her 

iki analit için 10 ng/mL‘den küçük olduğunu ve güniçi ve günler arası kesinlik 

değerlerinin ise LP için % 10 ve EXP 3174 için % 15‘den küçük olduğunu 

belirtmiĢlerdir. LP ve EXP 3174 için mutlak geri kazanımın % 70‘den büyük olduğunu 

ve yöntemin 10-300 ng/mL deriĢim aralığında iyi bir doğrusallık gösterdiğini 

belirtmiĢlerdir. GeliĢtirilen yöntem, günlük 50-100 mg dozlarda LP içeren film tablet 

kullanan 135 hastanın plazma örneğinde LP ve EXP 3174 deriĢimlerinin belirlenmesi 

için uygulanmıĢtır. LP dozundan 3 saat sonra alınan plazma örneklerinde LP ve EXP 

3174 deriĢimlerini sırasıyla 29 ± 20 ng/mL ve 65 ± 46 ng/mL olarak tespit edilmiĢtir. 

 Del Rosario Brunetto ve ark.
84

 insan idrarında LP, telmisartan, ve valsartanın 

birlikte belirlenebilmesi için floresans dedektörlü HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. 25 

microm C18 alkil-diol (ADS) destekli kolon ve % 2 metanol-5mM fosfat tamponu (pH 

3.8) içeren elüsyon çözücüsü kullanılan katı faz ekstraksiyonu ile idrar örneklerinden 

analitler ekstrakte edilmiĢtir. Her üç analit için de geri kazanımın % 93‘den büyük 

olduğunu; güniçi ve gün arası kesinliğin % 3.7‘den küçük değerler ile kabul edilebilir 

kesinliğe sahip olduğunu; iyi bir doğrusallık (0.001-2.5 µg/mL) gösterdiğini ve 
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gözlenebilme sınırının LP, telmisartan ve valsartanın için sırasıyla 0.002, 0.0002 ve 

0.001 µg/mL olduğunu tespit etmiĢlerdir. 

 Gavrilin ve Kuleshova
85

 ratlarda LP içeren yerli ve yabancı farmasötik ilaç 

formlarının (Cozaar tablet (50 mg) ve Brozaar tablet (50 mg)) farmakokinetik ve 

biyoeĢdeğerlik özelliklerini incelemiĢlerdir. Bu amaçla, ratlara her iki ilaç 200 mg/kg 

olacak Ģekilde oral olarak uygulanmıĢtır. Kan örnekleri 0, 15, 30, 60, 120, 240 ve 

360‘ıncı dakikalarda alınmıĢ ve plazmaları ayrılmıĢtır. Elde edilen plazma örnekleri 50 

µL buzlu asetik asit ve 950 µL asetonitril çözeltisi ile karıĢtırılmıĢ ve santrifüj sonrası 

oluĢan süpernantantın 10 µL‘si sıvı kromatografisi (LC) sistemine enjekte edilmiĢtir. 

Kromatografik yöntem ile LP, C18 kolonu ve asetonitril, su ve asetik asit (55: 49.9: 0.1, 

h/h/h) hareketli faz karıĢımı kullanılarak 260 nm dalga boyunda belirlenmiĢtir. Cozaar 

ve Brozaar tabletin maksimum deriĢimi (Cmax) ve maksimum deriĢime ulaĢma zamanları 

(tmax) birbirinden farklı olarak bulunmuĢ (p<0.05) ve sırasıyla elde edilen Cmax değerleri 

290.5 ± 49.3 ve 177.5 ± 26.6 µg/mL ve tmax değerleri 30 dak. ve 120 dak. olarak tespit 

edilmiĢtir. Bu değerlere bakılarak her iki ilacın sistematik kan akıĢına giren ana bileĢik 

miktarı açısından aynı oldukları, ancak Cozaar‘ın hızlı bir Ģekilde emilime uğrayarak 

maksimum deriĢime ulaĢtığı ve hızlı elimine edildiği, Brozaar‘ın ise daha aĢamalı 

olarak absorbe olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

 Polinko ve ark. 
86

 insan idrar ve plazmasında LC/MS/MS yöntemi kullanarak LP 

ve EXP 3174‘in birlikte analizini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Plazma ve idrar örneklerinde 

proteinler % 0.5‘lik formik asit, metanol/su (50:50 h/h) karıĢımı ile çöktürülmüĢ ve 

analitler MTBE ile ekstrakte edilmiĢtir. Elde edilen ekstreler isopropanol:  % 0.2 formik 

asit (25:75, h/h) çözücü karıĢımında çözülmüĢ ve LC/MS/MS yöntemi ile analiz 

edilmiĢtir. Yöntemde iç standart olarak losartan-H kullanılmıĢ olup plazmadan LP, EXP 

3174 ve iç standartın geri kazanımları sırasıyla % 87.3, % 104.7 ve % 80.3 olarak tespit 
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edilmiĢtir. Her iki analit için, yöntemin plazmada 1-500 ng/mL idrarda 2-1000 ng/mL 

deriĢim aralığında doğrusal olduğu belirlenmiĢ ve LOQ değerleri her iki analit için 

plazmada 1 ng/mL idrarda 2 ng/mL olarak tespit edilmiĢtir. Ayrıca stabilite çalıĢması 

yapılmıĢ olup analitlerin 48 saat boyunca kararlı kaldığı bildirilmiĢtir. Yöntem 7 gün 

boyunca 0.71 mg/kg günlük doz ile hipertansif hastalara verilen LP preparatının plazma 

deriĢimi-zaman profillerini elde etmek için uygulanmıĢ ve geliĢtirilen yöntemin LP‘nin 

klinik çalıĢmalarında kullanılabileceği sonucuna varılmıĢtır.  

 Jia ve ark
87

. insan plazmasında LP ve EXP 3174‘in birlikte belirlenmesi için LC-

MS/MS yöntemi geliĢtirmiĢler ve LP içeren yeni bir jenerik ilacın farmakokinetik 

verilerini ve biyoyararlanımını incelemiĢlerdir. Bu amaçla, sağlıklı gönüllülere 50 mg 

LP içeren tablet oral olarak verilmiĢ ve kan örnekleri 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.33, 1.67, 2, 

3, 3.5, 4, 5, 6, 8, 12, 24 ve 36‘ıncı saatlerde elde edilmiĢ ve plazmaları ayrılmıĢtır. 

Plazma örnekleri HCl çözeltisi (1 M) ile karıĢtırılmıĢ ve ardından etil eter ile ekstrakte 

edilmiĢtir. Elde edilen ekstreler % 80‘lik asetonitril çözeltisinde çözülmüĢ ve 

LC/MS/MS yöntemi ile analiz edilmiĢtir. LP ve EXP 3174‘ün 5-500 ng/mL deriĢim 

aralığında kalibrasyon eğrileri elde edilmiĢ olup plazmadan ekstraksiyon geri kazanımın 

sırasıyla % 53.33-55.27 ve % 55.90-59.52 aralığında olduğunu tespit etmiĢlerdir. 

GeliĢtirilen yöntem ile LP içeren piyasa ve jenerik preparatların farmakokinetik verileri 

incelenmiĢ ve jenerik ilaçda LP ve EXP 3174 için sırasıyla Cmax değerini 214.44 µg/mL 

ve 391.08 µg/mL olarak tmax değerini ise 1.05 ve 3.54 saat olarak bulunmuĢtur. 

 Ohtawa ve ark.
88

 sağlıklı erkek gönüllülerde tek ve çoklu oral doz sonrası LP‘un 

farmakokinetiğnini ve biyokimyasal etkinliğini araĢtırmıĢlardır. Tek doz 

uygulamalarında (25, 50, 100 ve 200 mg LP tabletleri halinde) ilaç uygulamadan önce 4 

saat boyunca gönüllüler aç bırakıldıktan sonra; çoklu doz çalıĢmasında ise 1. ve 7. 

günlerde bir gece boyu açlığı takiben ve diğer günler kahvaltıdan 30 dakika sonra ilaç 
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uygulanmıĢır.  Kan örnekleri tek doz uygulamasında 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 

24 ve 30 saat sonra, çoklu doz uygulamasında doz alımından önce ve 4 ve 24 saat sonra 

olarak, 1. ve 7. günlerde ise doz uygulamasından 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 ve 30 saat 

sonra alınmıĢtır. Örnekler katı faz ekstraksiyonu sonrası HPLC yöntemi ile analiz 

edilmiĢtir. Yöntemin LOD değeri LP için 10 ng/mL iken EXP 3174 için 20 ng/mL‘dir. 

Tek doz uygulamalarında maksimum plazma deriĢimi LP için 25, 50, 100 ve 200 mg 

dozajlarında sırasıyla 84.5 ± 40.9 ng/mL, 197.6 ± 108.5 ng/mL, 800.5 ± 330.9 ng/mL ve 

1394.9 ± 513.1 ng/mL, EXP 3174 için 25, 50, 100 ve 200 mg dozajlarında sırasıyla 

188.9 ± 47.3 ng/mL, 462.5 ± 108.5 ng/mL, 1210.8 ± 271.4 ng/mL ve 2219.0 ± 484.9 

ng/mL olarak bulunmuĢtur. Çoklu doz uygulamasında maksimum plazma deriĢimi LP 

için 1. ve 7. günde sırasıyla 639.8 ± 251.7 ng/mL ve 655.0 ± 381.4 ng/mL, EXP 3174 

için 1. ve 7. günde sırasıyla 1227.7 ± 400.3 ng/mL ve 1074.3 ± 344.8 ng/mL olarak 

bulunmuĢtur. 

Soldner ve ark.
89

 insan ve ratların biyolojik sıvılarında LP ve EXP 3174‘in 

birlikte belirlenmesi için LC-MS/MS yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Analitlerin biyolojik 

sıvılardan ekstraksiyonu için hem katı faz hemde sıvı-sıvı faz ekstraksiyon yöntemi 

önermiĢler ve bu yöntemleri birbirlerine alternatif olarak sunmuĢlardır. Sıvı-sıvı 

ekstraksiyon yönteminde, plazma 1 M HCl çözeltisi ile asitledirildirildikten sonra 

MTBE ile ekstrakte edilmiĢ ve elde edilen ekstreler % 85 fosforik asit çözeltisi (pH: 3.1 ) 

ile geri ekstrakte edilmiĢtir. Kromatografik analizde, analitler 3 µm analitik siyano 

kolonda ayrılmıĢ ve 245 nm dalga boyunda UV dedektör ile belirlenmiĢtir. Yöntemin, 

LP ve EXP 3174 için LOD değeri sırasıyla plazmada 5 ng/mL idrarda 10ng/mL olarak 

bulunmuĢ ve yöntemin insan ve hayvan biyolojik sıvılarında ARA-II analizi için 

uygulanabilir olduğu sonucuna varılmıĢtır. 
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Farthing ve ark.
90

 insan plazması, idrarı ve diyaliz çözeltilerinde LP ve EXP 

3174‘in birlikte belirlenmesi için HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Floresans dedektörlü 

HPLC yöntemi ile fenil analitik kolon, potasyum fosfat (pH:2.2) ve asetonitrilden 

oluĢan hareketli faz (60:40 h/h) çalıĢma parametrelerini kullanarak LP ve EXP 3174‘in 

birlikte analizi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Plazmadan ve idrardan analitlerin eldesi için 

sırasıyla asetonitril ve deiyonize su eklenmiĢ ve santrifüj sonrası elde edilen süpernatant 

analiz edilmiĢtir. Yöntemin 10 ile 1000 ng/mL deriĢim aralığında doğrusal olduğu ve 

her iki analit için de LOD değerinin 1 ng/mL olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca plazmadan 

geri kazanımın oldukça yüksek olduğunu (% 99) belirtmiĢler ve yöntemin önemli 

metodolojik problemler yaĢamaksızın farmakokinetik çalıĢmalarda kullanılabileceği 

sonucuna varmıĢlardır. 

Prasaja ve ark.
91

 LP ve ve aktif metabolitinin (EXP 3174 ) insan plazmasında 

LC-MS/MS yöntemi ile analiz etmiĢlerdir. Ġç standart olarak irbesartanı kullanmıĢlardır. 

Plazmadan analitlerin ekstrakte edilebilmesi için plazmaya asetonitril eklenmiĢ ve elde 

edilen süpernatant analiz edilmiĢtir. Kromatografik ayırım C18 kolonda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 2.0-400 ng/mL ve 1.85-370 ng/mL deriĢim aralığında sırasıyla LP 

ve EXP 3174‘in doğrusal olduğunu ve yöntemin oldukça hassas olduğunu 

belirlemiĢlerdir. Sonuç olarak çalıĢmada kullanılan ekstraksiyon prosesinin basit ve 

hızlı oluĢuna dikkat çekilmiĢ ve bu yönüyle rutin analizler için kullanıĢlı olduğu 

belirtilmiĢtir. 

Jalalizadeh ve ark.
92

 plazmada LP analizi için bir HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. 

Plazma örneğinden analit, kloroform ile ekstrakte edildikten sonra 0.05 M NaOH 

çözeltisi ile geri ekstrakte edilerek elde edilmiĢtir. Yöntemin kalibrasyon eğrileri, 

plazma içerisine farklı deriĢimlerde (2, 5, 30, 50, 80, 100 ve 200 ng/mL) hazırlanan 

örneklerin analizi ile elde edilmiĢtir. Yöntemin r
2 

> 0.99 korelasyon katsayısı ile 
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doğrusal  olduğu ve 2 ng/mL LOQ değerine sahip olduğu bildirilmiĢtir.  ÇalıĢmanın 

ekstraksiyon çözücüsü olarak kloroform kullanılması yünüyle özgün olduğu, elde edilen 

doğruluk ve kesinlik verileriyle de biyolojik sıvılarda ve farmakokinetik çalıĢmalarda 

kullanılabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

 Iwasa ve ark.
93

 LP ve aktif metaboliti EXP 3174‘ün insan plazmasında birlikte 

analizi için bir LC-MS/MS yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Plazma örneklerinden LP, EXP 

3174 ve iç standart (DUP-167), fosforik asit çözeltisi ile asitlendirildikten sonra Oasis 

HLB kartuĢu kullanılan katı faz ekstraksiyon yöntemi ile ekstrakte edilmiĢlerdir. Elde 

edilen elüentin 40 µL‘lik hacmi C18 ters faz kolonu kullanılan LC-MS/MS sisteminde 

enjekte edilmiĢ ve (% 0.1 trietilamin içeren % 0.1 asetik asit çözeltisi (pH 7.1))-

asetonitril (65:35, h/h) hareketli faz karıĢımının izokratik elüsyonu ile analit ve iç 

standartın kromatografik ayırım sağlanmıĢtır. GeliĢtirilen bu analiz yönteminin hem LP 

hem de aktif metaboliti için 1-1000 ng/mL aralığında doğrusal olduğu ve LOQ 

değerinin 1 ng/mL olduğu belirtilmiĢtir. AraĢtırmacılar, literatürdeki benzer çalıĢmalara 

kıyasla bu analiz yönteminin, yüksek seçicilikte olması ve düĢük plazma hacminde 

iĢlem yapılabilmesi bakımından avantajlı olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Cagigal ve ark.
94

 LP‘yi içeren bazı ARA II grubu bileĢiklerin asitlik sabitlerini 

spektroflorometri yöntemi kullanarak hesaplamıĢlardır. Bu amaçla uyarılma ve emisyon 

dalga boylarının her ikisi için birisi değiĢtirilerek diğerinin maksimum pik verdiği 

noktanın bulunması yöntemi ile yapılan ölçümlerde LP için 247 nm uyarma ve 387 nm 

emisyon dalga boylarında en yüksek floresans Ģiddette sahip spektrumlar elde edildiği 

belirtilmiĢtir. ÇalıĢmada floresans Ģiddetleri üzerine pH‘ın etkisi araĢtırmak amacıyla 

ARA II grubu bileĢikler için farklı pH değerlerinde çözeltiler hazırlanarak ölçümler 

yapılmıĢtır. Ölçüm sonuçlarına göre, LP‘nin pH 2.0 civarlarında yüksek floresansa 

sahip olduğunu ve ortam bazikleĢtikçe floresans Ģiddetinin düĢtüğünü tespit etmiĢlerdir. 
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LP için pKa değerinin bileĢikte bulunan tetrozol halkasının protonunun uzaklaĢtırılması 

ile alakalı olduğu belirtilmiĢtir. 0.5 M iyonik Ģiddette LP‘nin pKa değerini 3.15±0.07 

olarak tespit etmiĢlerdir.  

 Yang ve ark.
95

 ratlarda LP ve aktif metaboliti EXP-3174 farmakokinetiği 

üzerinde 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) redüktaz inhibitörlerinin 

(atorvastatin, pravastatin ve simvastatin) etkilerini araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada 9 

mg/kg oral ve intravenöz yollarla verilen LP sonrasında, LP ve aktif metabolitinin 

farmakokinetik özellikleri, HMG-CoA redüktaz inhibitörleri olmaksızın ve HMG-CoA 

redüktaz inhibitörleri (1 mg/kg) ile birlikte uygulanarak gözlemlenmiĢtir. ÇalıĢmada 

270-300 g ağırlığındaki fareler kullanılmıĢ ve 1, 2, 4, 8, 12 ve 24‘üncü saatlerde kan 

örnekleri alınmıĢtır. Maksimum plazma deriĢimleri LP için 19.2 ± 3.7 ng/mL ve EXP 

3174 için 17.3 ± 3.0 ng/mL olarak bulunmuĢtur. Simvastatin ile birlikte verildiğinde LP 

için toplam klirens değeri (Cl) % 25.7 değerinde azalmıĢ ve bu verinin ıĢığında 

simvastatinin LP‘yi bir ölçüde inhibe ettiği sonucuna varılmıĢtır.   

Rao ve ark.
96

 LC-MS/MS yöntemi ile kurutulmuĢ rat kan örneklerinde LP ve 

aktif metabolitinin (EXP 3174) birlikte belirlenmesi için bir HPLC yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Kan örneklerin analizden önce oda sıcaklığında kurutulmuĢtur. LP ve 

EXP 3174, önce kuru kan örneğinden metanol: su (1:1, h/h) çözücü karıĢımı ile 

ekstrakte edilmiĢ ve daha sonra C18 kolon ve mobil faz olarak % 40  asetonitril: % 60 

sulu amonyum asetat (10 nM)  hareketli faz karıĢımı kullanılarak HPLC yöntemi ile 

analiz edilmiĢtir. KurumuĢ kan örneklerinde LP‘nin geri kazanımı % 89 ve % 97 

arasında bulunmuĢtur. Yöntemin kalibrasyon eğrileri LP için 1-200 ng/mL ve EXP 

3174 için 5-1000 ng/mL deriĢim aralığında elde edilm iĢ olup LOQ değerleri LP için 1.0 

ng/mL ve EXP 3174 için 5.0 ng/mL olduğu belirlenmiĢtir. 
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2.6. Spektroskopik Yöntemler 

Spektroskopik yöntemler, atomik ve moleküler spektroskopiye dayanan geniĢ bir 

analitik yöntemler grubudur. Bu yöntemler; inorganik ve organik bileĢiklerin kalitatif ve 

kantitatif tayinlerinde yaygın olarak kullanılır. Ayrıca molekül yapılarının 

aydınlatılması alanında da en sık baĢvurulan yöntemlerdir
98

. 

2.6.1. Spektroskopi 

 Spektroskopi, genel anlamda ıĢınların madde ile etkileĢimini inceleyen bilim dalı 

olarak tanımlanır. Bir örnekteki atom, molekül veya iyonların bir enerji düzeyinden 

diğerine geçiĢleri sırasında absorplanan veya yayılan elektromanyetik ıĢımanın, 

ölçülmesi ve yorumlanmasına ―spektroskopi‖ denir. Atom, molekül veya iyonun 

elektromanyetik ıĢıma ile etkileĢimi sonucu dönme, titreĢim ve elektronik enerji 

seviyelerinde değiĢiklikler spektroskopinin temelini oluĢturur. 

Spektroskopi çalıĢmaları, 1665 yılında Newton‘un üçgen bir cam prizma 

kullanarak beyaz ıĢığın belirli bir aralık içinde çeĢitli renklere dağıldığını gösteren ünlü 

deneyi ile baĢlamıĢtır. 1860 yılında Bunsen ve Kirchhoff, analitik bir cihaz olarak 

entegre bir birim olan prizma spektroskobunu geliĢtirmiĢlerdir. Yapılan ilk çalıĢmalar, 

alev üzerinde çeĢitli numunelerin emisyon spektrumlarının gözlenmesi, çeĢitli 

elementler için alev deneylerinin baĢlangıcı ve güneĢ ıĢınları üzerine yapılan 

deneylerdir
97

.Günümüzde spektroskopik çalıĢmalarda incelenen ıĢın kaynakları tanımı 

değiĢtirilmiĢ, görünür bölge ıĢınları, X ıĢınları, ultraviyole (mor ötesi), infrared (kızıl 

ötesi), mikro dalgalar, radyo dalgaları ve ses dalgalarını da içine alacak Ģekilde kapsamı 

geniĢletilmiĢtir. 
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2.6.2. Elektromanyetik IĢıma (Radyasyon) ve Genel Özellikleri 

IĢın veya elektromagnetik ıĢıma (radyasyon) uzayda çok büyük bir hızla hareket 

eden bir enerji Ģeklidir. IĢının uzaydaki hareketi dalgalar halinde olur. Elektromanyetik 

ıĢıma dalga ve tanecik olarak davranmaktadır. Elektromanyetik ıĢının dalga boyu, 

frekansı, periyodu, hızı, dalga sayısı, kınınımı ve genliği gibi parametreleri de içeren 

birçok özelliği ıĢının klasik sinüs dalga modeliyle açıklanabilir. IĢın enerjisinin 

absorpsiyonu ve emisyonuyla ilgili olayların açıklanmasında dalga modeli baĢarılı 

olamamıĢtır. Bu olayların anlaĢılabilmesi için, bir parçacık modeli geliĢtirilmiĢtir. Bu 

modelde elektromanyetik ıĢın, enerjileri ıĢın frekansıyla orantılı ve foton adı verilen 

parçacıklar veya dalga paketlerinden oluĢmuĢ olarak görülür.  

Elektromanyetik ıĢıma, hem elektrik alan vektörü hemde magnetik alan 

vektörüne sahiptir. Bu iki alan sinüsoidaldır ve ıĢının yayılma yönüne ve birbirlerine 

diktir. Bir ıĢının maddeyle iliĢkisi, bu iki alan vektörü ile olur (ġekil 2.5)
98

. 

 

 

ġekil 2.5.  Elektromanyetik dalga 

 

2.6.3. Elektromanyetik Spektrum 

ġekil 2.6‘te görüldüğü gibi elektromanyetik spektrum, çok geniĢ bir dalga boyu 

ve frekans (enerji) aralığını içine almaktadır. Aynı Ģekil üzerinde, baĢlıca spektral 
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bölgeler de gösterilmiĢtir. Spektral bölge ayrıntıları, her bölgedeki ıĢınları elde etme ve 

bu ıĢınları belirleme yöntemlerini esas almaktadır
98

. 

 

 

 

ġekil 2.6.  Elektromanyetik spektrumun bölgeleri 

2.6.4. IĢının Absorpsiyonu ve Absorpsiyon Spektrumu 

ÇeĢitli dalga boylarında ıĢın içeren bir demet, saydam veya Ģeffaf bir ortamdan 

geçirilirse, içinden bazı dalga boylarının kaybolduğu görülür. Buna ―ıĢının 

absorplanması‖ denir. 

Kuantum teorisine göre atom, molekül veya iyonlar yalnız belli değer ve sayıda 

enerji düzeyinde bulunabilir. Bu Ģartlarda, fotonun enerjisi ilgili atom, molekül veya 

iyona aktarılır, onu uyarılmıĢ hal adı verilen daha yüksek enerjili hale geçirilir. Kısa bir 

süre (10
-6

-10
-9

 saniye) sonra, uyarılmıĢ tür, fazla enerjisini ortamdaki baĢka türlere 

aktararak temel haline döner ki, buna ―durulma‖ (relaksasyon) denir. Madde tarafından 

absorplanan ıĢın enerjisinin geri verilmesi, genellikle ısı Ģeklinde olur ve madde çok az 

ısınır. Bazı maddeler ise absorpladığı ıĢın enerjisini kısa süreli olmak üzere, daha uzun 
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dalga boylu ıĢınlar halinde yayar. Buna ―lüminesans‖ olayı denir. Bu olayın çok kısa 

süreli olmasına floresans, daha uzun olmasına da fosforesans denir
98

. 

Bir maddenin temel haliyle uyarılmıĢ halleri arasındaki enerji farkları, baĢka bir 

maddeninkinden farklı olduğundan, her maddenin kendine özgü bir absorpsiyon 

spekturumu vardır. Absorpsiyon spektrumları atomik absorpsiyon ve moleküler 

absoprsiyon olmak üzere ikiye ayrılır. 

1) Atomik Absorbsiyon 

 Atomik absorbsiyonda uyarılma, yalnızca atomda bir veya birden çok 

elektronun üst enerji düzeylerine yükseltildiği elektronik bir süreçle meydana gelir. 

Örneğin sodyum buharı üzerinden beyaz ıĢın demeti geçirilirse, sodyum atomu sarı ıĢını 

absorblar. Sodyum atomlarında 3s enerji seviyesinde bulunan bir elektronun sarı ıĢını 

absorblayarak 3p enerji seviyesine uyarılır ve bu bölgede sarı ıĢın 589 nm ve 589,6 nm 

dalga boyunda olmak üzere iki adet keskin absorbsiyon piki gösterir. 

 

2) Moleküler Absorbsiyon  

Molekülün düĢük enerjili atomik ve moleküler orbitallerinin, UV, görünür bölge 

ve infrared ıĢınları ile daha yüksek enerjili orbitallere çıkarılması sonucunda gerçekleĢir. 

Moleküler, ıĢınla uyarıldıklarında gerçekleĢen kuantlaĢmıĢ üç tip geçiĢ vardır. Bunlar 

elektronik geçiĢler ve ıĢın ile oluĢturulabilen titreĢim ve dönme geçiĢleridir (ġekil 2.7). 

 

EToplam = Eelektronik + EtitreĢim + Edönme 

 

Burada ―Eelektronik‖, molekülde bağ yapan birkaç elektrona ait enerji düzeyinden 

kaynaklanan elektronik enerjidir (200-800 nm). ―EtitreĢim‖ ise, moleküler türlerde çok 

sayıda bulunan atomlararası titreĢimlerin toplam enerjisini gösterir. Genel olarak bir 

moleküldeki kuvantlaĢmıĢ titreĢim enerji düzeylerinin sayısı, elektronik düzey 
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sayısından çok daha fazladır (1000-15000 nm IR). ―Edönme‖ ise, molekül içindeki çeĢitli 

dönme hallerinden oluĢan enerjidir; dönme enerji düzeylerinin sayısı da titreĢim enerji 

düzey sayısından çok daha fazladır (10000-100000 nm  IR)
97

. 

 

Bu enerjiler arasındaki büyüklük sırası; Eelektronik > EtitreĢim > Edönme  Ģeklindedir. 

 
 

ġekil 2.7. Enerji seviyeleri arasındaki geçiĢler 

2.6.5. Lambert - Beer Kanunu 

Bir molekül tarafından absorbe edilen ıĢımanın cinsi ve miktarı, molekülün 

yapısına ve ıĢıma ile etkileĢen molekül sayısına bağlıdır. IĢıma ile molekül arasındaki 

bu etkileĢim Lambert-Beer kanunu ile ifade edilir.  

Beer kanununa göre, bir çözelti içinden geçen ve çözelti tarafından absorplanan  

ıĢın demetinin Ģiddeti, çözeltinin deriĢimi ile logaritmik olarak orantılıdır. Lambert‘ e 

göre ise bir çözeltiden geçen ıĢın demetinin Ģiddeti çözeltinin derinliği yani ıĢığın aldığı 

yol ile logaritmik olarak orantılıdır. 

Yukarıda izah edilen iki kanun birleĢtirilirse, bir çözeltiden geçen monokromatik 

ıĢının Ģiddeti, çözeltinin derinliği (ıĢının çözelti içinde aldığı yol) ve deriĢimi ile 

logaritmik ve üstel olarak azalır. Buna göre; 
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I = I010
-εbc

  

 

ifadesi yazılır. Bu eĢitliğe ―Lambert-Beer kanunu‖ denir. EĢitlikte I0 gelen ıĢın 

demetinin Ģiddeti, I çözeltiden çıkan ıĢın demetinin Ģiddeti, b çözeltinin kalınlığı, c ise 

çözeltinin deriĢimidir. EĢitliğin eksi logaritması alınırsa; 

 

LogI0/I= a.b.c 

 

Ģeklindedir. log Io/I‘ya ―absorbans‖ denir. A ile gösterilir. 

 

log I0/I = A = a.b.c 

 

A ile c arasında bu basit doğrusal iliĢkiden analitik uygulamalarda yararlanılır. EĢitlikte 

deriĢim c, gr/L, örnek kabının kalınlığı b ise cm birimindedir. Buradaki orantı katsayısı 

a‘ya ―absorpsiyon katsayısı‖ veya ―absorbtivite‖ denir ve birimi L/gr.cm‘dir. Eğer 

deriĢim mol/L cinsinden ise, a yerine  yazılır ve ‘ ye ―molar absorpsiyon katsayısı‖ 

veya ―molar absorbtivite‖ adı verilir. Birimi L/mol cm‘ dir ve bağıntı; 

 

A = .b.c 

 

Ģeklinde gösterilir. 

Bu bağıntıda A değeri c ye karĢı grafiğe geçirilirse orijinden geçen ve eğimi εb 

olan bir doğru elde edilir. Ancak her zaman muntazam bir doğru elde edilemez. Bu 

durum Lambert-Beer kanunundan sapmalarla açıklanabilir. Lambert-Beer kanunundan 

sapmaların sebepleri üç madde altında toplanabilir. Bunlar gerçek sapmalar, cihazdan 

kaynaklanan sapmalar ve kimyasal sapmalardır. Ölçme yapılırken Io ve I Ģiddetleri ayrı 
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ayrı ölçülmez. Onun yerine söz konusu dalga boyundaki çözelti ve saf çözücüden geçen 

ıĢın demeti Ģiddetleri ölçülür. Saf çözücüden geçen ıĢın demetinin Ģiddeti I0 olarak kabul 

edilir. Buna göre; 

 

A= logI0/ I= log(I0çözücü)/(Içözelti) 

           

eĢitliği yazılır. Bir ıĢın demetinin çözeltiden geçen kısmının çözücüden geçen kısmına 

oranına ―geçirgenlik‖ denir ve T ile gösterilir. 

 

T= I/ I0    

      

Bu iki eĢitlikten; 

      

A = - log T     

 

 Ģeklinde bir bağıntı yazılabilir
98

. 

2.6.6. Lüminesans 

UyarılmıĢ bir atom veya molekül kararsızdır ve fazla enerjisini atarak temel hale 

dönmek ister. Atom veya molekül temel enerji düzeyine dönerken fazla enerjisinin 

tümünü veya bir kısmını ıĢık Ģeklinde atabilir ve böylece sistemden bir ıĢık yayılması 

(ıĢık emisyonu) gözlenir. Bu ıĢık yayılması olayına genel olarak ―lüminesans‖ denir. 
Kısaca lüminesans bir atom ya da iyon elektronunun yüksek (uyarılmıĢ) enerji  

düzeyinden daha düĢük bir enerji düzeyine geçtiği zaman ısı oluĢturmadan yayılan 

ıĢımaya denir. 
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Uyarılma enerjisi bir kimyasal tepkimeden sağlanıyorsa, bunun sonucu gözlenen 

luminesans olayına ―kemiluminesans‖ adı verilir. Uyarılma enerjisi elektrot 

tepkimesinden sağlanıyorsa, bunun sonucu gözlenen luminesans olayına 

―elektroluminesans‖ veya ―elektrokemiluminesans‖ adı verilir. Biyolojik sistemlerde 

gözlenen luminesansa ―biyoluminesans‖ denir. Uyarılma olayı atom veya molekülün 

fotonları absorplaması sonucu gerçekleĢiyorsa gözlenen ıĢık emisyonuna 

―fotoluminesans‖ denir. 

2.6.7. Fotolüminesansın Esasları 

Floresans ve fosforesansın her ikisi de, ıĢın enerjisini absorplayarak uyarılmıĢ 

hale gelen bir molekül, iyon veya atom tarafından absorplanan bu ıĢın enerjisinin ıĢın 

yayılması Ģeklinde geri verilmesi anlamına gelen fotolüminesans‘ın çeĢitleridir, bu da 

basitçe lüminesans olarak ifade edilir. 

FotouyarılmıĢ türlerde uyarılmıĢ elektronun spini değiĢmeksizin, uyarılmıĢ 

halden temel hale bir geçiĢ olduğunda, fotolüminesans ―floresans‖ olarak adlandırılır. 

Spinde bir değiĢim varsa, o zaman fotolüminesansa ―fosforesans‖ adı verilir. Genelde, 

türler uyarılmıĢ hale eriĢtikten sonra, floresans emisyonu çok çabuk (10
-9

 –10
-6

 s) 

meydana gelir. Bunun için ultraviyole ıĢımasının kaynağı uzaklaĢtırıldığı anda floresant 

bir maddeyi gözle sezmek imkânsızdır. Fosforesans emisyonu çok daha yavaĢtır ( >10
-4

 

s) ve fosforesans emisyonunun ömründe daha büyük bir değiĢmeyle meydana gelir. 

Böylece, birçok organik moleküllü fosforesant madde, ultraviyole kaynağı 

uzaklaĢtırıldığı anda gözle sezilir ve ultraviyole uyarması durduktan sonra fosforesans 

ıĢıması devam etmektedir 

2.6.8. Jablonski Diyagramı 

IĢının madde tarafından absorpsiyonu sonucunda molekül orbitallerinde meydana 

gelebilecek değiĢiklikler Jablonski diyagramı üzerinde gösterilmektedir (ġekil 2.8). 
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ġekil 2.8 Jablonski diyagramı 

 

ġekilde görüldüğü gibi bir molekülün S0 ile gösterilen temel hali, bunun üstünde 

S1, S2 ile gösterilen uyarılmıĢ halleri vardır. Her halin en altında bulunan kalın çizgiye, 

o halin ―elektronik seviyesi‖, üstündeki ince çizgilere de o halin ―titreĢim seviyeleri‖ 

denir. Temel halin en alt elektronik seviyesinde bulunan bir molekül üzerine, dalga 

boyları λ1 ve λ2 olan iki ıĢın gönderilecek olursa, λ1 grubu ıĢınlarla uyarılan (eksite 

edilen) molekülün bağ elektronlarında biri ıĢının dalga boyuna bağlı olarak S1 uyarılma 

seviyelerinden birine fırlar. Uyarılan bu elektron, bulunduğu halin elektronik 

seviyesinden temel hale (S0) doğrudan geçebileceği gibi, öteki titreĢim seviyelerinde 

birine de geçebilir. Böyle bir geçiĢ sonucunda ortamda ıĢın yayılır ve buna ―S1-S0 geçiĢi‖ 

veya ―temel hale dönme‖ denir. Temel hale dönme sırasında elektron temel halin (S0) 

herhangi bir titreĢim seviyesine geçerse ortama farklı dalga boylarında ıĢınlar yayılır ve 

bunlara floresans ıĢınları (λ3 ıĢınları) denir. Bu olay floresans özellik gösteren 

moleküller için geçerli bir durumdur. Temel halin herhangi bir titreĢim seviyesine geçen 
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elektron titreĢim seviyelerinden, ıĢın yaymaksızın basamak basamak aĢağıya inebilir 

(dalgalı oklar). Bu Ģekilde elektro yada elektronun sahibi olan molekül, enerjisini 

çözücüye (ortama) ısı olarak verir. Buna titreĢimsel durulma denir. 

 Molekül dalga boyu daha düĢük enerjisi daha yüksek bir λ2 ıĢını ile uyarılırsa S2 

uyarılma halindeki durum elde edilir. Ġkinci uyarılma seviyesine (S2) geçen bir elektron 

direkt olarak temel hale dönemez. Önce ikinci halin en alt titreĢim seviyesine, oradan 

―iç geçiĢ‖ denilen bir mekanizma ile birinci uyarılmıĢ halin (S1) üst titreĢim 

seviyelerinden birine geçer. S2 seviyesinde bile olsa elektronun geri dönüĢü S1-S0 

geçiĢiyle tamamlanır. 

 S1 uyarılmıĢ halinin herhangi bir titreĢim seviyesinde bulunan bir elektronun 

enerji seviyesi, ġekil 2.8‘de gösterilen triplet halin enerji seviyelerinden birisi ile 

çakıĢırsa, elektron fosforesans titreĢim seviyelerinden birine geçer ve spini değiĢir. 

Singlet halden triplet hale geçer. Fosforesans hal basamağından da temel halin bir enerji 

basamağına iner ve bu esnada fosforesans ıĢınları yayılır.  

2.6.9. Fosforesans 

UyarılmıĢ bir triplet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme geçiĢ sırasında 

yayılan ıĢına ―fosforesans‖ (hν2) adı verilir. 

 

     1
S0 + hυ1 →

1
S2

*   
        (uyarılma) 

     1
Sı

*
  → 

3
T*                (sistemler arası geçiĢ) 

     3
T

* 
 → 

1
S0 + hυ2          (fosforesans) 

 

Denemeler ile fosforesans gösteren bir maddenin daima aynı derecede floresans 

göstereceği bulunmuĢtur. Enerji düzeyleri diyagramında, fosforesans emisyonunun 

floresansdan daha düĢük bir frekansta veya daha uzun bir dalga boyunda meydana 



39 

 

geldiği görülmektedir. Floresans ve fosforesans ömürleri farklı olduğundan iki emisyon 

uygun mekanik aletler kullanılarak ayrılabilir. 

2.7. Floresans   

UyarılmıĢ bir singlet sistemden temel haldeki bir sisteme geçiĢ sırasında yayılan 

ıĢığa floresans (hν3) denir. 

 

S0  + h 1   → S*1                                    (Uyarılma) 

S*1     → 
1
S0    +  hν3                  (Floresans) 

 

ġekil 2.8‘de gösterilen diyagramdaki açıklamalardan da görüldüğü gibi verilen 

bir emisyon spektrumu, bir miktar enerjinin iç dönüĢümlerde harcanması veya ıĢımasız 

dönüĢümlerle harcanması nedeniyle daima uyarıcı olarak görev yapan absorpsiyon 

spektrumlarından daha düĢük frekans bölgesinde (veya daha uzun dalga boyu 

bölgesinde) meydana gelir. 

2.7.1. Floresansa Etki Eden Faktörler 

Yayılan foton sayısının, absorblanan foton sayısına oranı, o molekülün 

―fotolüminesans kuantum verimi( φ)‖ olarak tanımlanır.  

UyarılmıĢ singlet molekülün enerjisi ile temel haldeki molekülün enerjisi 

birbirinden ne kadar farklı ise, iç dönüĢüm olayının olasılığı o kadar azalır ve 

dolayısıyla floresans verimi artar. Benzer biçimde bir molekülün uyarılmıĢ triplet 

hallerinin enerjileri ne kadar farklı ise sistemler arası geçiĢ olasılığı o kadar azalır ve 

floresans verimi artar. UyarılmıĢ singlet ve uyarılmıĢ triplet hallerinin enerjileri 

birbirlerine yaklaĢırsa, sistemler arası geçiĢ olasılığı o kadar artar ve fosforesans verimi 

artar.  
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2.7.2. Floresansa Maddenin Yapısının Etkisi 

NANAL (N,N‘-bis(2-hidroksinaftalin–1-karbaldehiden) ve PANAF (N,N‘-bis(2 

- hidroksinaftalin – 1 - karbaldehiden) - 1,2 – bis - (p - aminofenoksi)etan) molekülleri 

yapılarındaki konjugasyon nedeniyle floresans özellik göstermektedirler (ġekil 2.9). 

 

 

ġekil 2.9. Nanal ve panafın kimyasal yapıları 

 

Halkalı bir organik molekülde halkanın elektron yoğunluğunu arttıran 

sübstitüentler molekülün floresans veriminin artmasını sağlar. Lüminesent bir 

bileĢikteki, bileĢiğin pi (π) elektronlarını delokalize edebilen sübstitüentler genellikle, 

uyarılmıĢ singlet hal ve temel hal arasında oluĢan muhtemel bir ıĢın geçiĢini arttırır. Bu 

sonuç floresansı da arttırır. Genellikle orto ve para pozisyondaki sübstitüentler halkaya 

elektron verir ve muhtemel oluĢacak floresansı arttırır. Meta pozisyondaki sübstitüentler 

halkadan elektron çeker ve muhtemel floresansı azaltır. Molekülün bünyesinde veya 

molekülün çözündüğü çözücüde bulunan ağır bir atom (I veya Br gibi) molekülün 

floresans verimini azaltır, triplet oluĢumu verimi, dolayısıyla  fosforesansı arttırır. 

Moleküllerde düzlemsellik, dönmenin engellenmiĢ olması, konjugasyon ve halka 

sayısının artması genellikle floresans verimini arttırır.   
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2.7.3. Floresansa Maddenin Yapısal Rijiditenin Etkisi 

Bir molekülün yapısının rijit olması onun floresans özelliğini arttırır. Çünkü rijit 

yapılarda kuantum verimi yüksektir ve iç dönüĢüm hızı daha düĢüktür. Örneğin, 

florenin floresans özelliği bis fenilden daha fazladır (ġekil 2.10). 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.10. Floren ve bisfenilin kimyasal yapısı 

 

Rijit olmayan moleküllerde iç dönüĢme daha kolay olduğundan, ıĢımasız enerji 

kaybı olasılığı çok daha fazladır. Bu hal, bilindiği gibi, floresans Ģiddetini azaltır. 

Bundan baĢka rijit olmayan bir molekülün bir tarafı, öteki tarafına göre daha zayıf 

enerjiyle uyarılmıĢ olabilir. Bu da floresans emisyonunu azaltan bir etkendir.  

Floresans özelliği gösteren boya, bir yüzeyde adsorbe edilince emisyon Ģiddeti 

daha da artar. Bunun nedeni boyanın tutulduğu yüzeyde rijiditesinin artmasıdır. 

2.7.4. Floresansa Çözücü ve Sıcaklık Etkisi  

UyarılmıĢ molekül, temel haline oranla daha polar ise, çözücünün polaritesinin 

artması ile uyarılmıĢ enerji düzeyi daha kararlı hale geleceği için, uyarılmıĢ ve temel 

enerji düzeyleri arasındaki enerji farkı azalır ve floresans dalga boyu artar. Bu durum, 

uyarılma ve emisyon olayları π ve π* orbitalleri arasında gerçekleĢtiğinde ortaya çıkar. 

n→π* türü bir uyarılma için ise, çözücünün polaritesinin artması ile n orbitalinin daha 

Floren 

Φ=1.0 

Bifenil 

Φ=0.2 



42 

 

kararlı hale gelmesi, yani enerjisinin azalması söz konusudur. Böylece, bu tür 

moleküllerde çözücü polaritesi arttıkça uyarılmıĢ ve temel enerji düzeyleri arasındaki 

enerji farkı artar ve floresans dalga boyu azalır. 

Sıcaklığın artması ile uyarılmıĢ moleküllerin çarpıĢma olasılığı da artacağından 

iç dönüĢüm olayının verimi artar ve floresans verimi azalır. Zn komplekslerinin farklı 

sıcaklıklardaki kinetikleri ölçüldüğünde en düĢük sıcaklıkta (50ºC) maksimum floresans 

gösterdiği gözlenmiĢtir. Fosforesans verimi, sıcaklık azalması ile önemli ölçüde artar. 

2.7.5. Floresansa pH Etkisi 

Ortamın pH‘sındaki değiĢmeler, hem temel hem de uyarılmıĢ molekülleri 

etkileyeceği için pH, bir molekülün floresans verimini etkileyen bir faktör olabilir. Asit 

veya baz grubu içeren maddelerin iyonlaĢmıĢ ve iyonlaĢmamıĢ hallerinin floresans 

ıĢımalarının dalga boyları ve Ģiddetleri birbirlerinden farklıdır (ġekil 2.11).  

 

 
                       Anilinin Rezonans halleri                           Anilinyum Ġyonu   

ġekil 2.11. pH değiĢikliklerin molekül yapısını değiĢtirmesi 

 

2.7.6. Floresansa ÇözünmüĢ Oksijen Etkisi 

Çözücü ile hidrojen bağı yapabilen moleküllerde çözünmüĢ oksijen ile 

molekülün yaydığı ıĢını absorplayabilecek bir baĢka madde, lüminesans verimini 

önemli ölçüde azaltır. Özellikle fosforesans çalıĢmalarında çözünmüĢ oksijenin 

ortamdan uzaklaĢtırılması gerekir. ÇözünmüĢ oksijen genellikle floresans ıĢımasının 
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Ģiddetini azaltır. Moleküler oksijen paramanyetik olduğundan, singlet halin triplet hale 

dönüĢmesini kolaylaĢtırıp floresansı azaltır.  

2.7.7. Floresansa DeriĢimin Etkisi 

 Floresans ıĢımasının Ģiddeti, maddenin deriĢimi ile orantılıdır. Floresans, 

deriĢim arttıkça artar, ancak belli bir noktada deriĢim çok fazla arttırıldığında artık 

deriĢimle orantılı olarak artmaz ve hemen hemen sabit kalır (ġekil 2.12). 

  

 

ġekil 2.12. DeriĢimin floresans Ģiddeti ile değiĢimi 

2.7.8. Floresansa Moleküldeki Sübstitüentlerin Etkisi 

Sübstitüsyon, maddenin absorpsiyon dalga boyunu ve Ģiddetini değiĢtirir. Buna 

bağlı olarak maddenin floresans dalga boyu ve Ģiddeti de değiĢir. Elektron donörü olan 

–NH2, –OH gibi gruplar floresansı arttırdığı halde, elektron akseptörü olan –NO2, –X 

(halojenürler), –COOH, –CHO, –N=N– gibi gruplar floresansı azaltır ve bazen de 

ortadan kaldırır. Örneğin; benzen UV bölgede floresans yapar. Bu moleküle (-NH2) 

grubu sübstitüe edilirse floresansı artar ve yüksek dalga boyuna kayar. (-NO2) ile 

sübstitüe edilirse floresans özelliği tamamen kaybolur.  

2.7.9. Floresansa Gelen IĢının Dalga Boyunun ve ġiddetinin Etkisi  

 Gelen ıĢının Ģiddetinin (yoğunluğunun) artması floresansı arttırır. Bu nedenle 

emisyon dalga boyu daima uyarma dalga boyundan büyüktür.  
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Lüminesans verimi, sadece iç dönüĢüm, sistemler arası geçiĢ ve enerji aktarımı 

gibi fiziksel olaylarla değil, uyarılmıĢ düzeylerde ortaya çıkabilecek bağ kopması 

(fotoayrıĢma) ve ürün oluĢması (fotokimyasal reaksiyon) gibi olaylar yüzünden de 

azalabilir. 

2.7.10. Fotolüminesans Teorisi 

Belirlenen deney Ģartlarında belli bir maddenin kuantum verimi (φ) sabittir. 

Yayılan ıĢının Ģiddeti IL, kuantum veriminin ve absorplanan ıĢının Ģiddeti I0 cinsinden, 

denklemde aĢağıdaki gibi yazılabilir. 

 

IL= φ.(I0 – I ) 

 

Absorplanan ıĢının Ģiddeti, gelen ıĢının Ģiddeti I0, ve geçen ıĢının Ģiddeti I, 

arasındaki farka eĢittir. Geçen ıĢının Ģiddeti Beer yasasından hesaplanabilir;  

 

A= ε.l.c = -log (I/I0) 

 

Geçen ıĢının Ģiddetine göre Beer yasasının çözümü verilirse; 

 

I = I0.10
- ε l.C

 = I0.e
-2.303. ε.l.C 

 

Ģeklinde düzenlenir. I‘nın değeri baĢtaki formülde yerine konursa aĢağıdaki eĢitlik elde 

edilir; 

 

IL= φ.(I0-I0e 
-2.303. ε.l.C

) = φ.I0(1- e 
– 2.303. ε.l.C

) 
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Bu eĢitlikte ki üstel ifadeler, 

 

ex = 1+ x+   +   … +   

 

Ģeklinde yazılarak, x yerine (-2.303) ifadesi konursa, 

 

IL= φ.I0.[1- 1 +2.303 –  ε.l.C   +     -…] = φ.I0.[ 2.303 ε.l.C –   +     -…] 

 

elde edilir. Seyreltik çözeltiler için absorbans (ε.l.C) küçüktür. ε.l.C, 0.05‘e eĢit ise, son 

eĢitlikteki serilerin ikinci terimi, birinci terimin % 2.5‘u kadardır ve bunu takip eden 

terimler daha küçüktür. Analitin deriĢimi düĢük tutularak absorbans 0.05‘den daha az 

olduğunda, serilerdeki terimlerin tümü, birinci terim hariç ihmal edilir ve eĢitlik Ģöyle 

basitleĢtirilebilir; 

 

I.L= φ.I0.2.303. ε.l.C 

 

EĢitlikte görüldüğü gibi seyreltik çözeltiler için (10
-8

-10
-5

 M) yayılan fotolüminesansın 

Ģiddeti, kuantum verimi, gelen veya absorplanan ıĢının Ģiddeti ve analitin deriĢimiyle 

orantılıdır. Çoğu laboratuvar cihazlarında yalnızca dedektöre gelen toplam lüminesansın 

sabit kesri, f, ölçülür ve eĢitliğe, dedektörün cevabı için de bir değerin (R) ilave edilmesi 

gerekir. Bu iki faktörün ilavesiyle eĢitlik Ģu aĢağıdaki Ģekle dönüĢür; 

 

I.L = 2.303.f.R.φ.I0. ε.l.C 

 

Belirli bir analit, hücre ve cihaz için f, R, φ, ε, ve l sabit olduğundan; 
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I.L= K.I0.C 

 

yazılır veya burada, I0 'da sabit yapılırsa, deriĢimden (C) baĢka hepsi sabit olacağından 

bunlar, K′sabitiyle gösterilebilir. Sonuç olarak, floresans ıĢın Ģiddetiyle deriĢim arasında 

eĢitlik; 

 

 I.L=K′.C 

 

Ģeklinde verilir. K′ sabiti, deriĢimi düĢük ve bir seri çözeltinin IL floresansı ölçülmek 

suretiyle hesaplanır. Absorbansı küçük (A<0.05) çözeltilerde floresans Ģiddeti deriĢimle 

doğru orantılıdır ve doğrunun eğimi K′ değerini verir. Ancak deriĢim arttıkça eğride 

sapma görülür. Yani floresans deriĢimle orantılı olarak artmaz. Bunun nedeni self-

söndürme ve self-absorpsiyondur. 

Self-söndürme; fluoresant moleküllerin birbirlerine çarparak enerjilerini 

birbirlerinin enerjice daha düĢük olan taraflarına aktarmaları ve böylece radyasyonsuz 

bir enerji kaybı olmasıdır. Bu fluoresant taneciklerle çözücü molekülleri arasında 

meydana gelen dıĢ dönüĢmeye benzer ve bu olay, deriĢimin artmasıyla artar. 

Self-absorpsiyon; fluoresant moleküllerin yaydıkları ıĢının dalga boyu, bu 

moleküllerin absorpladıkları ıĢının dalga boyuyla aynıysa, fluoresant bir molekülün 

yaydığı ıĢın çözelti içinden geçerken öteki fluoresant moleküller tarafından absorplanır. 

Absorbans yaklaĢık 0.05‘den çok daha büyük olduğunda lüminesans Ģiddeti ile deriĢim 
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arasında doğrusal olmayan bir bağıntı söz konusudur. Absorbans çok büyük olduğu 

zaman eĢitlik, 

 

I.L= φ.I0 

 

Ģeklinde verilir ve lüminesans Ģiddeti böylece deriĢimden bağımsız olmaktadır. Ondan 

önceki eĢitliğin esası, gelen ıĢının Ģiddetinin hücrenin her yerinde aynı olduğunu kabul 

eder. Seyreltik çözeltiler için bu kabul uygundur, ancak yüksek deriĢimlerde 

absorpsiyon (absorbans 2‘den daha büyük) hücrenin içerisinden geçen ıĢının Ģiddetini 

büyük ölçüde azaltır ve gözlenen lüminesansta da bir azalmaya sebep olur. 

Sonuç olarak, seyreltik çözeltilerde kantitatif analiz, kalibrasyon eğrisi 

oluĢturularak veya standart ekleme yöntemine göre gerçekleĢtirilir. Çözeltide bulunan 

bir madde, lüminesant bir maddenin yaydığı ıĢını söndürüyor yani azaltıyorsa, 

lüminesansı önleyen bu maddenin de kantitatif analizi yapılabilir. Lüminesansdaki 

azalma genellikle, bu önleyici maddenin miktarı ile doğru orantılıdır. Buna göre, 

lüminesans Ģiddetinin azalmasının, lüminesansı önleyici madde deriĢimine karĢı 

ölçülmesi ile bir kalibrasyon eğrisi elde edilebilir veya standart ekleme yönteminden 

yararlanılabilir. 

2.7.11. Stokes Kanunu 

  Enerjide meydana gelen kayıp nedeniyle, floresansın dalga boyu, uyaran ıĢığın 

dalga boyundan daima daha büyüktür. Çünkü emisyonu sağlayan geçiĢ, bir kısım 

titreĢim enerjisinin çevreye atılmasından sonra meydana gelir. Absorpsiyona göre 

emisyonunun daha büyük dalga boylarına doğru kaymasına ―Stokes Shift‖ denir. 
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2.7.12. Stern Volmer EĢitliği 

Floresans özellik gösteren bir madde üzerine floresan olmayan bir madde ilave 

ettiğimiz zaman fluoresent maddenin floresansında sönme meydana gelir. 

 

B + Q → BQ 

 

 B, Q‘ nun ortamda bulunmasıyla oluĢan floresan olmayan BQ kompleksine çevrilen 

kısmı, α floresan maddenin toplam deriĢimidir. Q, uyarılmıĢ durumdaki B‘ yi tek baĢına 

söndüremiyorsa veya Q ya da BQ iç filtreler gibi görev yapıyorsa gözlenen floresans 

Ģiddet (F) daima kompleksleĢmeyen B‘ nin deriĢimi ile orantılıdır
99

.  

 

F = k(1-α)B   

F0= k.B 

(F0-F)/F= α /( 1-α) 

    

2.7.13. Uyarılma (eksitasyon) ve Emisyon Spektrumları 

 Floresans özelliğe bağlı olarak yapılan analizlerde ölçümü yapılacak olan 

maddenin belirli deriĢimlerde çözeltileri hazırlanır ve absorpsiyon spektrumu alınır. Bu 

spektrumdan maddenin en çok absorpsiyon yaptığı dalga boyu tespit edilir. Bundan 

sonra bu dalga boyundaki ıĢınla (monokromatik) madde devamlı olarak ıĢınlanır. 

Yayılan ıĢınlar bir florometrede (veya spektroflorometrede) kaydedilir. Böylece 

maddenin emisyon spektrumu elde edilir. 
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2.7.14. Floresans Spektroskopisi için Cihazlar 

 Floresans ölçümlerinde iki tip cihaz kullanılır. Bunlar filtreli florometreler ve 

spektroflorometrelerdir. Filtreli florometrelerde, gelen ıĢının içinden floresans ıĢınları 

izole etmek için filtre kullanılır. Spektroflorometrelerde ise gelen ıĢın ve floresans 

ıĢınları ayırmak için optik kırınım ağına sahip monokromatörler kullanılır
99

. 

2.7.15. Florometre ve Spektroflorometrelerin BileĢenleri 

            Floresans ölçüm cihazlarında güç kaynağındaki dalgalanmaları önlemek için çift 

ıĢın yollu spektroflorometreler kullanılır. ġekil 2.13‘de çift ıĢın yollu bir 

spektroflorometrenin blok diyagramı gösterilmektedir. IĢın kaynağından çıkan ıĢınlar, 

uyarı (eksitasyon) filtresine veya monokromatörüne gelir. Monokromatörden sadece 

numuneyi uyarmada kullanılacak ıĢınlar geçer ve numuneye ulaĢır. Bu ıĢınla uyarılan 

numune çeĢitli dalga boylarında floresans ıĢınlar yayar. Bir kısmı emisyon filtresi 

(monokromatöru) yönünde ilerler. Monokromatör bu ıĢınlardan istenilen dalga boyunda 

olanları geçirecek Ģekilde ayarlanır. Bu nedenle emisyon filtresine floresans 

monokromatöru de denir. Emisyon filtresinden geçen tek dalga boyundaki ıĢınlar 

numune fotoyükseltgeyiciye gelerek elektrik enerjisine dönüĢtürülür. Bu esnada ıĢın 

kaynağından çıkan ve uyarı filtresine giden ıĢın demetine dik yönde bir ıĢın demeti de 

(referans ıĢın demeti) ıĢın Ģiddeti ayarlayıcısına gelir ve ıĢının Ģiddeti yaklaĢık olarak 

floresans ıĢının Ģiddetine eĢit olacak Ģekilde ayarlanır. Bunun için, referans ıĢının Ģiddeti 

yaklaĢık 100 defa düĢürülür. Buradan referans ıĢın yükseltgeyiciye gelerek elektrik 

enerjisine çevrilir. Fark yükseltgeyici cihaz iki enerjinin farkını alıp yükselterek 

kaydedici cihaza gönderir
100

.  
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ġekil 2.13. Bir spektroflorometrenin baĢlıca kısımları 

 

IĢın kaynağı olarak lazerler, fotodiodlar, ksenon ve civa buharlı lambalar 

kullanılmaktadır.  

Monokromatörler ayarlanabilir bir hassasiyet ile ayarlanabilir dalga boyunda ıĢın 

göndermek için kullanılırlar. Paralel olarak gelen ıĢının, farklı açılarda ayarlanabilen bir 

kırınım ağı içerisinde istenilen dalga boyunda çıkmasını sağlarlar.  

Floresans ıĢınları uyarılma yönüne dik (90
o
) açıyla ölçülürler. Bunun sebebi ıĢın 

kaynağından gelen interfere (parazit) ıĢınların iletimini önlemektir. Çünkü 

monokromatörler bazen hedef dalga boyu dıĢındaki dalga boylarına sahip ıĢınları da 
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iletebilirler. Dik açı kullanılarak örnek tarafından yayılan interfere ıĢınlar dıĢındaki 

parazit ıĢınlar önlenmiĢ olur
101

. 

Spektroflorometrelerde, tek kanallı ve çok kanallı olmak üzere iki tip dedektör 

kullanılır. Tek kanallı dedektör bir kerede sadece bir dalga boyunun Ģiddetini tespit 

edebilirken, çok kanallı dedektör aynı anda bütün dalga boylarındaki Ģiddeti ölçebilir ve 

monokromatör kullanımını gereksiz kılar. Her iki tip dedektör için çeĢitli avantaj ve 

dezavantajlar vardır. 

 Floresans ölçümü sırasında,  tercihen yüksek bir absorpsiyon dalga boyu olmak 

üzere, eksitasyon ıĢını belli bir dalga boyunda sabit tutulur ve emisyon monokromatörü 

spektrum taraması yapar. Eksitasyon dalga boyu ölçülürkende emisyon dalga boyu sabit 

tutularak, eksitasyon monokromatörü spektrum taraması yapar. Floresans Ģiddeti 

absorpsiyon ile orantılı olduğundan, eksitasyon spektrumu, absorpsiyon spektrumu ile 

genellikle farksızdır
99

. 

2.8. Yöntem GeliĢtirme ve Yöntem Geçerlilik Testleri (Validasyon) 

Uygun zamanda doğru ve güvenilir veri sağlama kabiliyetinde analitik kimyanın 

rolü çok fazladır. Analitiksel verilerin niteliği, yöntem geliĢtirme ve yöntem geçerlilik 

testleri (validasyon) kalitesi üzerinde direk bir etkiye sahiptir. Burada ilk adım yöntem 

için kabul edilebilir Ģartlar olan minimum kriterleri belirlemektir. 

2.8.1. Yöntem GeliĢtirme 

Yöntem geliĢtirme basamakları aĢağıda belirtilmektedir;  

1. Yöntemin amacını, kapsamını ve uygulaması tanımlanmalıdır. 

2. Yöntemin performans parametreleri ve kabul kriterleri tanımlanmalıdır.  

3. Cihazın performans karakterleri tanımlanmalıdır. 

4. ÇalıĢılan materyaller nitelenmelidir. 
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5. Son olarak yöntem geliĢtirilip belgelenmelidir 

2.8.2. Yöntem Geçerlilik Testleri (Validasyon) 

 Yöntem problemlerini minimize etmenin yolu tam bir validasyon deneyleri 

yapmaktan geçer. Geçerlilik testi (validasyon) bir analitik uygulamada, bir analiz 

yönteminin performans özelliklerinin, tasarlanmıĢ amaçlara uygun olduğunu göstermek 

için yapılan iĢlemler bütünüdür. Uluslararası kabul edilen çeĢitli geçerlilik (validasyon) 

kriterleri mevcuttur. ISO/IEC, ICH, US EPA, US FDA, USP, cGMP gibi kurumlar 

tarafından belirlenmiĢ kriterler kullanılmaktadır. Analitik yöntem validasyonunun 

gerekli olduğu durumlar aĢağıda sıralanmaktadır. 

1. Herhangi bir yöntemin laboratuvarda ilk defa kullanılacağı zaman, 

2. Bir analiz için yeni yöntem geliĢtirildiğinde, 

3. Kullanılmakta olan yöntemde değiĢiklik yapıldığında, 

4. Valide bir yöntemin baĢka bir laboratuvarda kullanılacağı durumlarda, 

5. Yeni personel tarafından yöntemin ilk defa kullanılması durumunda, 

6. Temel kimyasallarda önemli bir değiĢiklik yapıldığında (yöntem modifiye 

edildiğinde), 

7. Uzun süredir kullanılmamıĢ bir valide yöntemin yeniden kullanıma alınması 

durumunda, 

8. Laboratuvarda yapılan ve sonuçları etkileyebileceği düĢünülen değiĢiklikler 

olduğunda, 

9. Ġki yöntemin karĢılaĢtırılması amacıyla  

10. Kalite kontrol testleri sonucunda yöntemin performansında zamanla bir 

değiĢme olduğu anlaĢıldığında yöntem validasyonu yapılır. 
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2.8.3. Analitik Yöntem Validasyon Parametreleri 

Analitik yöntemin kabul edilebirliğini göstermek için kullanılan analitik 

parametreler:  

1) Belirleyicilik/ Seçicilik (Specificity/ Selectivity)  

2) Doğrusallık (Linearity) ve ÇalıĢma aralığı (Range) 

3) Doğruluk (Accuracuy) 

4) Kesinlik (Precision)  

a. a-Tekraralabilirlik (Repeatability) 

b. b-Arakesinlik (Intermediate Precision)  

c. c-Yenilenebilirlik (Reproducibility) 

5) Duyarlılık Limiti (Sensitivity)  

a. a-TeĢhis Limiti (Gözlenebilme Sınırı) (LOD) 

b. b-Miktar alt Tayini (Tayin Alt Sınırı) (LOQ) 

6) Geri kazanım (Recovery) 

7) Sağlamlık /Dayanıklılık (Robustness/ Ruggedness) 

8) Özgünlük (Matriks Etkisi)  

9) Örneklerin Kararlılığı, Stabilite  (Stability) 

1) Belirleyicilik/ Seçicilik (Specificity/ Selectivity) 

FDA rehberine göre, belirleyicilik/seçicilik, örnek içinde bütün komponentlerin 

varlığında analitin cevabını doğru bir Ģekilde ölçmektir. ICH rehberine göre, 

belirleyicilik tek bir analit için cevabı sağlayan yöntem için, seçicilik ise birden fazla 

analit için cevabı sağlayan yöntem için kullanılır. 

2) Doğrusallık (Linearity) ve ÇalıĢma aralığı (Range) 
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En düĢük deriĢimden en yüksek deriĢime doğru bir seri çözelti hazırlanarak 

yöntemin doğrusal olduğu aralığın belirlenme iĢlemine doğrusallık denir. Bu aralık 

belirlendikten sonra çözeltinin deriĢimine karĢı elde edilen cevaplar grafiğe geçirilerek 

kalibrasyon eğrisi türetilir. Kalibrasyon eğrisinin analizi yapılarak standart eğrinin 

doğru denklemi ve korelasyon katsayısı elde edilir. Kalibrasyon doğrusunun eğimi, 

doğrusallığın matematiksel bir ölçüsüdür. ÇalıĢma aralığı ise kabul edilebilir doğruluk, 

kesinlik ve doğrusallığın elde edildiği analit deriĢim geniĢliğidir. 

3) Doğruluk (Accuracuy) 

Doğruluk, deneysel olarak belirlenmiĢ değerin, kabul edilebilir değere veya 

gerçek değere olan yakınlığıdır. Bağıl ya da mutlak hata ile verilir. Yöntemin doğruluğu; 

a. Bilinen deriĢimlere sahip bir seri örneğin analiz sonucunun gerçek değerle 

karĢılaĢtırılması ile gösterebilir. 

b. Sonuçların daha önce belirlenen doğru bir yöntemle alınmıĢ sonuçlarla 

karĢılaĢtırması ile gösterilebilir. 

c. Hedef deriĢim üzerinde üç düzeyde üç deney yapılarak katım yapılmıĢ 

numune üzerinde çalıĢılarak gösterilebilir. 

4) Kesinlik (Precision) 

Kesinlik, aynı Ģartlarda ve aynı yöntemle elde edilen sonuçların yakınlığını, 

diğer bir deyiĢle ölçümlerin tekrarlanabilirliğini göstermektir. Bağıl standart sapma (% 

BSS) veya varyasyon katsayısı (% VK) ile verilir.  Analitik bir iĢlemin veya ölçümün 

kesinliği yaygın olarak 3 terimle ifade edilmektedir. 

a. Tekrarlanabilirlik: Aynı çalıĢma Ģartlarında kısa bir zaman aralığında olacak 

tekrarlanan analiz sonuçlarının birbirine yakınlığıdır. Güniçi kesinlik olarakta 

adlandırılır.  
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b. Ara kesinlik: DeğiĢik gün, operatör ve cihazda yapılan deneyin sonuçlarının 

kesinliğini göstermektedir. Günlerarası kesinlik, gün değiĢkenliği kullanılarak yapılan 

ara kesinlik çalıĢmasıdır ve aynı çalıĢma Ģartlarında numunelerin farklı günler (en az üç 

gün) içerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuçlarının birbirlerine olan yakınlık 

ölçüsü olarak tanımlanır.  

c. Yenilenebilirlik: Laboratuvarlar arasındaki kesinliği ifade eder. 

5) Duyarlılık Limiti (Sensitivity)   

Bir cihazın ve yöntemin hasasaslığı, tayini yapılacak maddenin deriĢiminde 

meydana gelecek en küçük değiĢiklikleri bile fark edebilme özelliğidir ve analitik 

yöntemin en düĢük deriĢimlerdeki analitleri saptayabilmesinin bir ölçüsüdür. 

a. TeĢhis Limiti (Gözlenebilme Sınırı) (LOD): Bir analitik iĢlemin teĢhis limiti, 

bir örnekteki incelenen bileĢiğin belirlenebilen en düĢük miktarıdır. Ancak burada 

belirlenen deriĢim kantitatif tayin için tam olarak kesinlik ifade eden bir değer değildir. 

Tipik olarak LOD pik boyunun gürültü oranına 3 olduğu veya bağıl standart sapma 

değerinin % 20‘den küçük olduğu deriĢimdir. 

 b. Miktar Tayin Limiti (Tayin Alt Sınırı) (LOQ): Kalibrasyon eğrisinde ya 

da cihazın tayin edebileceği analitin en düĢük deriĢimine miktar tayin limiti 

denilmektedir. Belirlenen deney koĢulları altında, analitik yöntemin tayin alt sınırı 

değeri numune içindeki analitin uygun doğruluk ve kesinlik ile tayin edilebildiği en 

düĢük deriĢimdir. Tayin alt sınırı değeri, pik yüksekliğinin gürültü yüksekliğine oranın 

10 olduğu veya bağıl standart sapma değerinin % 10‘dan küçük olduğu deriĢimdir.   

 

6) Geri kazanım  (Recovery) 

Kimyasal ölçümlerde gerçek değerin ölçülmesi uygulanan yönteme bağımlı 

olarak değiĢim gösterir. Deneysel iĢlemler esnasında çeĢitli nedenlerle bir kayıp oluĢur. 
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Bu kayıp miktarının oranını ve belirsizliğini hesaplamak gerekir. Kayıp miktarı 

yöntemin geri kazanım oranı olarak ifade edilir. Analiz sonucunda bulunan değerin 

gerçek değere oranına ―geri kazanım‖ denir. 

7) Sağlamlık /Tutarlılık ( Robustness/Ruggedness) 

Bir yöntemin sağlamlığı, onun yüzde organik madde içeriği, hareketli fazın 

pH‘sı, tampon deriĢimi, sıcaklık ve enjeksiyon hacmi gibi parametrelerdeki küçük 

değiĢikliklerden etkilenmeme yeteneğidir. Bir yöntemin tutarlılığı ise, gerçek kullanım 

koĢulları altında tekrar edilebilirliğinin saptanmasıdır. Bu parametrelerin etkileri 

üzerinde veri elde etmek, son yöntem prosedüründe yer alacak kabul edilir değerlerin 

bir dağılımına izin verebilir. Örneğin, zamanla kolon performansı değiĢiyorsa, 

kolondaki değiĢimleri telafi etmek (gözardı) için hareketli faz kuvveti ayarlamaya izin 

verilebilir. Yöntem sağlamlığı; farklı ya da aynı laboratuarda farklı kiĢiler, farklı 

cihazlar, farklı kimyasallar ve farklı zamanlarda yapılan analizlerin değerlendirilmesi ile 

de ölçülür. 

9) Örneklerin Kararlığı, Stabilite (Stability) 

Saklanan örneklerin analiz süresince bozunmadan sabit kaldığından emin olmak 

için yapılan testlere kararlılık (stabilite) denilmektedir. Stabilite iĢlemleri numune 

toplama ve taĢıma, uzun süreli çalıĢma sonrası (arzu edilen depolama sıcaklığında 

dondurma) ve buzdolabı, dondurucu ve analitik iĢlemler sonrasında yapılmalıdır. 

Stabilite deneylerinde kullanılan Ģartlar çalıĢma esnasında kullanılan numunelendirme 

ve analizdeki bütün Ģartları içermelidir. ĠĢlem aynı zamanda çalıĢmada kullanılan stok 

çözeltinin stabilitesini de içermelidir. Bütün stabilite çalıĢmalarında, analitin standart 

çözeltisi, kullanılan matriks ortamında ve stok çözeltilerin tümünü içeren bir deney 

prosödürünü kullanmak gerekir. Stabilite çalıĢmaları için analitin stok çözeltisi bilinen 

deriĢimde uygun bir çözücü ile hazırlanmalıdır. Biyolojik ortamda analit stabilitesi 
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depolama Ģartlarının, analitin kimyasal özelliklerinin, matriksin ve kullanılan kapların 

bir fonksiyonudur. Stabilite çalıĢması aĢağıdaki beĢ basamakta gerçekleĢtirilmelidir. 

a-Donma ve erime stabilitesi: ÇalıĢılan analit stabilitesinin üç donma ve erime 

turlarından sonra belirlenmesidir. Analit ayarlanmıĢ depolama sıcaklığında stabil 

değilse, stabilite örneği üç donma ve erime turu boyunca -20ºC‘de dondurulmalıdır.  

b. Kısa-dönem stabilitesi: ÇalıĢılan analit stabilitesinin oda sıcaklığında 2 ile 24 

saat arasında belirlenmesidir. 

c. Uzun dönem stabilitesi: Uzun dönem bir stabilite değerlendirmesinde 

depolama zamanı son örneğin analiz tarihi ile ilk örneğin toplanma tarihi arasındaki 

zamanı aĢmayacak Ģekilde bu zaman diliminde çalıĢılan analit stabilitesinin 

belirlenmesidir.  

d. Stok çözeltinin stabilitesi: ÇalıĢılan analitin ve iç standartın stok 

çözeltilerinin stabilitesi en az 6 saatlik oda sıcaklığında stabil olduğunun 

değerlendirilmelidir. Ayrıca eğer stok çözeltiler uygun peryotlarda dondurulur ya da 

buzdolabinda tutulursa, stabilite belgelenmelidir.  

e. Hazırlama sonrası stabilite: Oto örnekleyici içindeki bekleme zamanını 

içeren iĢlenmiĢ örneklerin stabilitesinin belirlenmelidir. 

8) Özgünlük (Matriks Etkisi)  

ÇalıĢılan biyolojik örneklerde bulunan analiz edilmeyen analitler veya 

interferans maddelerin varlığından dolayı cevapta interferans veya direk veya indirek 

değiĢikliklerin belirlenmesidir
102, 103
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Kullanılan Materyaller 

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler  

ÇalıĢmada kullanılan Losartan potasyum (LP) standart maddesi Sigma-

Aldrich‘den (Germany) temin edildi. Milli-Q saflıkta su kullanılmıĢ olup kimyasal 

çözücü olarak kloroform (Merck, Germany), sülfüröz asit (Sigma-Aldrich, Germany) ve 

hidroklorik Asit (Merck, Germany) analitiksel saflıkta, metanol (Merck, Germany), 

asetonitril (Merck, Germany) ve metil-tersiyer-bütil eter (MTBE) (Sigma-Aldrich, 

Germany) HPLC saflıkta kullanıdı. 

Biyolojik matriks olarak kullanılan tavĢan plazması ve New Zealand türü Beyaz 

sağlıklı tavĢanlar Atatürk Üniversitesi, Tıbbi Deneysel Uygulama ve AraĢtırma Merkezi 

(ATADEM) tarafından temin edildi.  

LP içeren, Cozaar, Eklips, Loxibin, Sarilen ve Sarvas isimli ticari farmasötik 

preparatlar eczanelerden temin edildi. 

ÇalıĢmada kullanılan otomatik pipetler (10-100 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL ve 

1000-5000 µL) ve kuvartz küvet (USA) Atatürk Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

Analitik Kimya Laboratuvar‘ından temin edildi. 

3.1.2. Cihazlar 

ÇalıĢmada floresans ölçümler Spektroflorometre cihazı (Perkin Elmer LS 45 

Spektroflorometre cihazı, Xenon deĢarjlı lamba, Monk-Gillieson tipi monokromatör 

(dalga boyu aralığı 200-800 nm) ve bilgisayar (Vestel)) ile yapıldı. Ayrıca çalıĢmada pH 

metre (Schott), santrifüj (Hettich, RPM x 100), terazi (Metler Toledo Ad 104-5),  

karıĢtırıcı vorteks (IKA), su banyosu (GFL), etüv (Memmert) ve Ultrasonik Banyo 

(Elma LC30) cihazları kullanıldı.  
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Spektroflorometri Yöntemi ġartları  

LP‘nin standart çözeltileri, plazma ekstraksiyonu sonucu elde edilen çözeltileri 

ve gerçek numuneler için spektroflorometrik yöntem Ģartları Tablo 3.1‘de verilmiĢtir.  

Tablo 3.1. LP için spektroflorometre yöntem Ģartları 

Yöntem ġartları Uyarma Emisyon 

 Start Lamba (nm) 210 300 

Stop Lamba (nm) 310 500 

Tarama Hızı(nm/dak) 400  400  

Uyarma Monokromotörün Slit Aralığı 10.0 10.0 

Emisyon Monokromotörün Slit Aralığı 10.0 10.0 

Referans Dalgaboyu (nm) 410 (Emisyon) 248 (Uyarma) 

 

3.2.2. LP’nin Plazmadan Ekstraksiyon ĠĢlemi 

Deney tüpüne 0.5 mL plazma örneği koyuldu. Plazma üzerine uygun 

deriĢimlerde 0.1 mL LP çözeltisi eklendi ve karıĢtırıldı. Bu karıĢım 0.15 mL 1 M HCl 

çözeltisi ile asitlendirilip 1 dak. vortekslendi ve 5 mL MTBE ilave edildi. Ağzı 

kapatılarak 5 dak. vortekslendi. 3000 rpm de 5 dak. santrifüj edildi. Daha sonra organik 

faz,  içinde 0.2 mL 0.05 M NaOH çözeltisi bulunan santrifüj tüpüne alındı ve 5 dak 

vortekslenip 3000 rpm‘de 5 dak santrifüj edildi. Organiz faz dekantasyon ile ayrıldı. 

LP‘nin bulunduğu sulu faz üzerine 2.8 mL 0.01 M sülfüröz asit çözeltisi (pH:2) ilave 

edilip vortekslendi ve daha sonra uyarma ve floresans emisyon spektrumları LP katımı 

yapılmamıĢ plazma örneğinin ekstraksiyonu ile elde edilen köre karĢı alındı.  

3.2.3. LP’nin Floresans Özelliklerinin Ġncelenmesi 

LP‘nin belirlenmesinde kullanacağımız uygun çözücü, pH ve uygun asit veya 

tampon çözeltisi belirlemek amacıyla, deriĢimi 0.5 µg/mL olacak Ģekilde LP‘nin çeĢitli 

organik çözücüde (su, etanol, metanol, kloroform, eter, hekzan ve aseton),  çeĢitli asit ve 
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tampon çözeltisi kullanarak ( HNO3, H2SO4,  HCl ve H2SO3/NaHSO3  (pH:2)) çeĢitli 

pH‘larda (1, 1.5, 2, 2.5 ve 3) çözeltileri hazırlandı. Spektroflorimetrede uyarma dalga 

boyu 200 nm`den baĢlayarak 10 nm aralıklarla 900 nm`ye kadar uyarma ve emisyon 

spektrumları alındı. Ayrıca kullandığımız çözücü ortamınında uyarma ve emisyon 

spektrumları aynı dalga boyları arasında tarandı. Spektrumlardan, uygun koĢulları 

belirlemek için, çözücü ortamının floresans emisyonunun etkin maddenin floresans 

emisyonunu en az etkilediği dalga boyları göz önüne alındı. LP‘nin en iyi bağıl 

floresans yoğunluğunu elde etmek için belirtilen değiĢkenler incelendi.  

3.2.4. LP için Uyarma ve Emisyon Dalga Boyunun Belirlenmesi 

Ġlaç etkin maddesinin (LP) spektroflorometrik analizlerini yapabilmek amacı ile 

öncelikle çeĢitli pH ve çözücülerde uyarma ve emisyon dalga boyları belirlendi. Bunun 

için bu etkin maddenin 0.5 µg/mL deriĢimde çözeltileri hazırlandı ve bu çözeltilerin 

uyarma ve emisyon spektrumları alınarak incelendi. LP için uyarma ve floresans 

emisyon piklerinin net bir Ģekilde gözlendiği ve floresans Ģiddetinin en yüksek olduğu 

dalga boyları göz önüne alınarak en uygun uyarma dalga boyu (λuy) ve emisyon dalga 

boyu (λem) belirlendi. 

3.2.5. LP için Standart Çözeltilerin Hazırlanması 

1 mg/mL deriĢimde metanolde hazırlanan stok çözelti 0.01 M sülfüröz asit 

çözeltisi (pH:2) ile seyreltilerek 0.025-0.5 µg/mL deriĢim aralığında standart çalıĢma 

çözeltileri hazırlandı. Bölüm 3.2.2‘de verilen ekstraksiyon yöntemiyle plazmadan 

LP‘nin ekstraksiyonu yapılarak yine 0.025-0.5 µg/mL deriĢim aralığında plazma 

çalıĢma çözeltileri hazırlandı. Stok çözeltiler -20 ºC‘de saklandı. 
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3.2.6. LP için Biyoanalitik Yöntem Validasyonu 

a. Belirleyicilik (Seçicilik) 

LP‘nin hazırlandığı çözücü karıĢımının ve boĢ plazma çözeltilerinin LP‘nin 

floresans Ģiddeti üzerinde herhangi olumsuz bir etkisinin olup olmadığı saptandı. Bu 

uyarma ve emisyon dalga boylarında çözücünün emisyon piki LP emisyon pikininden 

farklı dalga boyunda olduğu görüldü.  

b. Doğrusallık/ÇalıĢma Aralığı 

LP‘nin 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 µg/mL derĢimlerinde standart 

çalıĢma çözeltileri ve yine aynı deriĢimlerde plazmadan ekstraksiyonla elde edilen 

plazma çalıĢma çözeltileri hazırlandı. En uygun uyarma ve emisyon dalga boylarında 

floresans Ģiddetleri kaydedildi. Elde edilen floresans Ģiddetleri kullanılarak deriĢime 

karĢı y=ax+b regresyon eĢitliğine sahip kalibrasyon eğrileri elde edildi. Korelasyon 

katsayısı,  regresyon eğrisindeki kaymanın ve eğimin standart sapması hesaplandı. 

c. Doğruluk/ Kesinlik 

0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde hazırlanan standart LP çözeltileri ve yine 

aynı deriĢimlerde plazmadan ekstraksiyon ile elde edilen plazma çözeltilerinden gün içi 

analizleri için 6‘Ģar adet hazırlandı ve aynı gün floresans spektrumları alındı. Günler 

arası analizleri için ise 2‘Ģer kere hazırlandı ve 3 gün boyunca floresans spektrumları 

alındı.  Elde edilen analiz sonuçlarının ortalaması ve standart sapmaları belirlendi. 

Doğruluk, bağıl hatayla [(bulunan-eklenen/eklenen)x100] ve kesinlikte bağıl standart 

sapma [% BSS= standart sapma/ortalamax100)] ile verildi. 

d. Gözlenebilme Sınırı (LOD) ve Tayin Alt Sınırı (LOQ) 

LP‘nin standart ve plazma çözeltileri ile elde edilen kalibrasyon eğrilerinin en 

küçük deriĢiminden daha küçük deriĢimlere inilerek bir seri standart çözeltileri 

hazırlandı ve altı kez floresans Ģiddetleri okundu. Okunan değerlerin bağıl standart 
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sapmaları (% BSS) belirlendi. Bağıl standart sapma değeri % 20‘den küçük olan deriĢim 

gözlenebilme sınırı ve % 10‘dan küçük olan deriĢim de tayin alt sınırı değeri olarak 

belirlendi.
 

e. Geri Kazanım  

Farmasötik preparatlarda ve plazmada geri kazanım çalıĢması standart ekleme 

yöntemi ile yapıldı. 0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde hazırlanan LP çözeltileri 

farmasötik preparatlara ve plazmaya eklendi ve floresans spektrumları alındı.  Geri 

kazanım [(bulunan/eklenen)x100] formülü ile hesaplandı. 

f. Örneklerin Kararlılığı, Stabilite 

LP‘nin standart çözeltilerinin stabilitesini belirlemek amacıyla LP‘nin düĢük orta 

ve yüksek deriĢimleri (0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL) hazırlanarak oda sıcaklığında 6, 24, 48 

ve 60 saat, buzdolabında (+4 ºC) ve derin dondurucuda (-20 ºC) 24, 48 ve 60 saat 

boyunca bekletildi. Floresans spektrumları alındı ve floresans Ģiddetleri ölçüldü. 

Bulunan değerler, yeni hazırlanıp analiz edilen standart çözeltilerin floresans Ģiddetleri 

ile kıyaslanarak sonuçlar yüzde geri kazanım olarak verildi. 

LP‘nin plazma çözeltilerinin stabilitesini belirlemek amacıyla donma-erime 

stabilitesi, uzun dönem stabilitesi, kısa dönem stabilitesi ve hazırlama sonrası stabilite 

çalıĢıldı. Bu amaçla, donma erime stabilitesini belirlemek için 0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL 

deriĢimlerde hazırlanan LP çözeltisi boĢ plazmaya eklenip -20°C depolama sıcaklığında 

24 saat bekletildi ve oda sıcaklığında yardımsız eritildi. Donma erime turları 3 kez 

tekrarlandı ve her donma erime turundan sonra floresans spektrumları alındı ve 

floresans Ģiddetleri ölçüldü. Yine 0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde hazırlanan LP 

çözeltisi boĢ plazmaya eklenip uzun dönem stabilitesi için -20 C de 24, 48 ve 60 saat 

bırakıldıktan sonra kısa dönem stabilitesi için oda sıcaklığında 6, 24 ve 48 saat 

bırakıldıktan sonra ve hazırlama sonrası stabiliteyi belirlemek için ekstraksiyonları 
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gerçekleĢtirildikten sonra plazma çözeltileri santrifüj tüplerine alınarak 6 ve 24 saat 

bekletildikten sonra floresans spektrumları alındı ve floresans Ģiddetleri ölçüldü. 

Bulunan değerler, yeni hazırlanıp analiz edilen standart çözeltilerin floresans Ģiddetleri 

ile kıyaslanarak sonuçlar yüzde geri kazanım olarak verildi. 

3.2.7. Tablet Çözeltilerinin Hazırlanması 

LP içeren tablet formundaki beĢ adet ticari farmasötik preparattan  (Cozaar 50 

mg, Eklips 50 mg, Loxibin 50 mg, Sarilen 50 mg ve Sarvas 50 mg)  her biri için 10 adet 

tablet alınıp tartılarak ortalamaları alındı. Tabletler havanda ezilerek toz haline 

getirildikten sonra her biri için yaklaĢık 1 tablet miktarı (50 mg LP) alınarak 40 mL 

metanol eklendi. 15 dak boyunca sonike edildi ve oda sıcaklığında soğutuldu. Hacim 50 

mL‘ye tamamlandı. Elde edilen çözelti süzülerek, istenilen deriĢimleri 0.01 M sülfüröz 

asit çözeltisi (pH:2)  ile seyreltilerek elde edildi.  

3.2.8. Numune Alımı Protokolü ve Deney Hayvanlarına Ait Özellikler 

 ÇalıĢma, 25.03.2011 tarih ve 2011/38 etik kurul kararı ile Atatürk Üniversitesi 

Tıbbi Uygulama ve AraĢtırma Merkezinde (ATADEM) gerçekleĢtirildi ve çalıĢmada 

kullanılan tavĢan bu merkezden temin edildi. TavĢanın izlemi, tavĢana yapılan tüm 

giriĢimler yine bu merkezde gerçekleĢtirildi. ÇalıĢmamızda ağırlıkları 3.5 kg olan 1 adet 

New Zealand cinsi beyaz sağlıklı tavĢan kullanıldı. Hayvan, herhangi bir ilaç 

uygulamasını önlemek amacıyla, çalıĢmaya baĢlamadan 10 gün önce özel kafese alındı. 

TavĢan, standart tavĢan yemi ile beslendi ve su verildi. Deney gününde ilaç uygulama 

saatinden 12 saat önce tavĢan aç bırakıldı (sadece su verildi). Deney boyunca ise sadece 

su ve ilaç uygulamasından 3 saat sonra yemi verildi. LP içeren ve türk ilaç piyasasından 

temin edilen COZAAR® ticari tabletin su içerisinde süspansiyonu hazırlandı. 10 mg/kg 

dozda New Zealand cinsi beyaz sağlıklı tavĢana gavaj yardımı ile oral yoldan uygulandı. 
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Uygulanan doz literatür verileri göz önünde tutularak saptandı
83, 87, 88, 104

. Ġlaç 

verilmeden önce ve verildikten 0,25, 0.5, 0.75, 1,  1.33, 1.67, 2, 4, 6, 10, 12, 24, ve 48 

saat) sonra tavĢanın kulak veninden 1 mL kan örneği alındı ve EDTA‘lı tüplere aktarıldı. 

3000 rpm de santrifüj edildi ve plazmaları ayrıldı. Elde edilen plazmalar analiz 

edilinceye kadar -20ºC‘de muhafaza edildi.  

3.2.9. Farmakokinetik Hesaplamalar 

Farmakokinetik verilerin analizi non-kompartmental farmokokinetik model 

temel alınarak gerçekleĢtirildi. 0-48 saat için plazma deriĢimi- zaman eğrisi çizildi ve 

eğrinin altındaki alan (EAA)0-48 trapezoid kuralı ile belirlendi. Maksimum plazma 

deriĢimi (Cmax) ve bu deriĢime ulaĢma zamanı (tmax) çizilen deriĢim zaman grafiklerine 

bakılarak belirlendi. EAA48-∞ = Ct/Kel formülü ile hesaplandı. EAA0-∞ ise  (EAA)0-48 ve  

EAA48-∞ değerlerinin toplamı ile elde edildi. (Ct: 48. saatte ölçülen deriĢim). LP‘nin 

eliminasyon hız sabiti (kel) plazma verilerinden hareketle hesaplandı. Eliminasyon 

yarılanma ömrü (t1/2) ise t1/2 = ln(2)/kel formülü ile hesaplandı.                            

 

 

 

 

 

  



65 

 

4. BULGULAR 

4.1. LP’nin Floresans ġiddetine Çözücü ve pH’ın Etkisi 

LP‘nin en yüksek floresans Ģiddeti verebileceği çözücü belirlemek için su, etanol, 

metanol, kloroform, eter, hekzan ve asetonda 1mg/mL deriĢimde stok çözeltileri 

hazırlandı. LP‘ nin su, etanol ve metanolde iyi bir Ģekilde çözündüğünü asetonitril, 

kloroform, eter, hekzan ve aseton gibi organik çözücülerde ise kısmen çözündüğü 

gözlendi. Nötr ortamda LP‘nin floresans Ģiddeti çok düĢük olup bu çözücüler arasında 

en yüksek floresans Ģiddetinin metanol ile elde edildiği görüldü. LP için asitlik sabiti 

pKa: 3.15 olup losartanın asit türlerinin (pH: 5 den daha düĢük olduğu zaman) floresan 

olduğu literatür de bildirilmiĢtir
105

. Bu bilgiler ıĢığında metanolde hazırlanan LP‘nin 

stok çözeltisi Tablo 4.1 de verilen asit ve tampon çözeltisi kullanarak seyreltilip 0.5 

µg/mL deriĢimde LP çözeltisi hazırlandı ve çeĢitli dalga boylarında uyarılarak emisyon 

spektrumları kaydedildi. Sülfüröz asit ile hazırlanmıĢ çözelti için elde edilen floresans 

spektrumu ġekil 4.1‘de verildi. Elde edilen uyarma ve emisyon spektrumlardan 

yararlanılarak en yüksek floresans Ģiddetinin elde edildiği uyarma ve emisyon dalga 

boyları belirlendi. Tablo 4.1‘de görüldüğü gibi LP‘nin metanolde çözülüp 0.01 M 

sülfüröz asit çözeltisi (pH:2) ve HCl (pH:2) ile seyreltilerek elde edilen çözeltisinin en 

yüksek floresans Ģiddetine sahip olduğu görüldü. Metanol-sülfüröz asit çözeltisi 

kullanmamızın nedeni LP için seçtiğimiz uyarma dalga boyunda emisyon pikinin 

bulunmamasıdır (ġekil 4.2). Bundan sonraki tüm çalıĢmalarımız, bu çözücü karıĢımı 

ortamında yapıldı ve aynı dalga boyunda çözücü emisyonunun olmaması bu çözücü 

karıĢımının avantajıdır.   
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ġekil 4.1. Metanol-sülfüröz asit çözeltisinde hazırlanan LP çözeltisisinin (0.5 µg/mL) floresans 

spektrumu 

 

 
 

 

ġekil 4.2. Metanol-sülfüröz asit çözeltisinin floresans spektrumu 
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Tablo 4.1. LP‘nin floresans Ģiddetine çözücü ve pH‘ın  etkisi (0.5 µg/mL) 

 
Çözücü pH Kullanılan Asit 

veya tampon 

çözelti 

λuy λem Floresans ġiddeti 

Çözücü LP 

Su 2 0.01 M HCl 247.81 387.56 35 428 

Metanol 2 0.01 M HCl 251.08 274.82 43 448 

Etanol 2 0.01 M HCl 247.75 377.65 65 385 

Asetonitril 2 0.01 M HCl 279.15 369.12 44 381 

 

Metanol  

2 0.01 M HNO3 252.35 381.70 42 400 

2 0.01 M H2SO4 249.53 383.45 47 372 

2 0.01 M H2SO3 284.12 410.09 16 484 

 

Metanol 

1.5 0.01 M H2SO3 249.33 385.15 56 425 

2 0.01 M H2SO3 284.12 410.09 16 484 

2.5 0.01 M H2SO3 248.80 379.77 25 318 

3 0.01 M H2SO3 246.48 409.20 54 309 

 

4.2. LP için geliĢtirilen Spektroflorometri Yöntem Geçerlilik Testleri 

4.2.1 Belirleyicilik / Seçicilik 

Metanolde çözülerek 1 mg/mL çözeltisi hazırlanan LP,  pH 2.0‘deki 0.01 M 

sülfüröz asit çözeltisi ile seyreltilerek hazırlanan 0.025-0.5 µg/mL deriĢimlerindeki 

çözeltilerin 210-310 nm dalga boyu aralığında uyarma ve 300-500 nm dalga boyu 

aralığında emisyon taraması yapıldı ve spektrumları alındı. bu ortamnda en uygun 

uyarma dalga boyunun 248 nm ve buna karĢılık gelen uygun emisyon dalga boyunun 

410 nm olduğu tespit edildi (ġekil 4.3). Bu uyarma ve emisyon dalga boylarında 

çözücünün emisyon piki LP emisyon pikininden farklı dalga boyunda olduğu görüldü  

(ġekil 4.2).  

Ekstraksiyon ile elde edilen plazma çözeltilerinde de 248 nm uyarma dalga 

boyunda ve buna karĢılık gelen 410 nm emisyon dalga boyunda maksimum pik gösterdi. 

(ġekil 4.4). Plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadı ve yine kör 

plazma çözeltinin emisyon piki analit için elde edilen pikten farklı dalga boyunda 

geldiği tespit edildi (ġekil 4.5) .  
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ġekil 4.3. LP‘nin standart çalıĢma çözeltilerinin floresans spektrumu 

 

 

 

 

ġekil 4.4. LP‘nin plazma çalıĢma çözeltilerinin floresans spektrumu 
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ġekil 4.5. BoĢ plazmanın floresans spektrumu 

4.2.2. Doğrusallık/ÇalıĢma Aralığı 

Metanol kullanılarak hazırlanan LP‘nin stok çözeltisi, 0.01 M sülfüröz asit (pH:2) 

çözeltisi ile seyreltilerek 7 farklı deriĢimde (0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 µg/mL) 

standart çalıĢma çözeltileri hazırlandı. En uygun uyarma ve emisyon dalga boylarında 

floresans Ģiddetleri kaydedildi. LP deriĢimine karĢı floresans Ģiddetleri grafiğe 

geçirilerek kalibrasyon eğrileri elde edildi (ġekil 4.6A). Her bir eğrinin istatistik 

değerlendirmesi yapıldı (Tablo 4.2) . 

 Plazmaya spike edilip ve plazmadan Bölüm 3.2.2‘de verilen ekstraksiyon 

yöntemiyle elde edilen 7 farklı deriĢimde (0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 µg/mL) 

LP plazma çalıĢma çözeltileri hazırlandı. En uygun uyarma ve emisyon dalga 

boylarında floresans Ģiddetleri kaydedildi. LP deriĢimine karĢı floresans Ģiddetleri 

grafiğe geçirilerek kalibrasyon eğrileri elde edildi (ġekil 4.6B). Her bir eğrinin 

istatistiksel analiz sonuçları Tablo 4.2‘de verildi. 
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Tablo 4.2. LP standart ve plazma çalıĢma çözeltilerinin kalibrasyon eğrilerinin istatistiksel 

analiz değerleri 

 

Çözelti Türü 

ÇA 

( g/mL) 

LR
a
 Sa Sb R 

Standart Uyarma 0.025-0.5 Y=876.54x + 17.02 0.560 1.397 0.9966 

Standart Emisyon 0.025-0.5 Y=893.77x + 16.77 5.682 18.00 0.9993 

Plazma Uyarma 0.025-0.5 Y=819.98x + 7.683 2.122 10.676 0.9983 

Plazma Emisyon 0.025-0.5 Y=807.16x + 19.55 0.994 2.366 0.9991 
ÇA: çalıĢma aralığı, a : n=6, LR: lineer regresyon,  Sa: regresyon eğrisindeki kaymanın standart sapması Sb: 

regresyon eğrisindeki eğimin standart sapması, R: korelasyon katsayısı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.6. LP‘nin λuy= 248 nm ve λem= 410 nm′de çizilen kalibrasyon eğrileri: A) standart 

çözeltileri B) plazma çözeltileri 
 

 

4.2.3. Doğruluk/ Kesinlik 

LP‘nin stok çözeltisinden sülfüröz asit ile yapılan seyreltmelerle yüksek orta ve 

düĢük deriĢimleri temsil eden 0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde LP standart 

çözeltilerinin güniçi (aynı yöntem ve aynı labaratuar Ģartlarında 1 günde 6 kez) ve 

günler arası (aynı yöntemle farklı 3 günde 6 kez) floresans spektrumları alınarak 

analizleri gerçekleĢtirildi. Analiz sonuçlarının ortalaması ve standart sapmaları 

belirlendi ve değiĢim katsayıları hesaplandı. 

Plazma çözeltileri için, yine yüksek orta ve düĢük deriĢimleri temsil eden 0.05, 

0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde LP içeren tavĢan plazma örnekleri hazırlandı ve bölüm 
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3.2.2.‘deki ekstraksiyon yöntemi ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrelerin güniçi (aynı 

yöntem ve aynı labaratuar Ģartlarında 1 günde 6 kez) ve günler arası (aynı yöntemle 

farklı 3 günde 6 kez) floresans spektrumları alınarak analizleri gerçekleĢtirildi. Analiz 

sonuçlarının ortalaması ve standart sapmaları belirlendi ve değiĢim katsayıları 

hesaplandı. 

LP için standart ve plazma çözeltilerinden spektroflorometri yöntemi ile elde 

edilen doğruluk ve kesinlik değerleri Tablo 4.3‘de verildi. 

Tablo 4.3. LP standart ve plazma çözeltilerin güniçi ve günler arası doğruluk ve kesinlik 

değerleri (n=6) 

SS: standart sapma (n=6), doğruluk:(bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bağıl standart sapma (SS/ortalamax100) 

 

4.2.4. Gözlenebilme Sınırı (LOD) ve Tayin Alt Sınırı (LOQ) 

Spektroflorometri yöntemine göre LP‘nin hem standart ve hem de plazma 

çözeltilerinde gözlenebilme sınırı (LOD) ve tayin alt sınırı (LOQ)  değeri sırasıyla 1 

ng/mL ve 3 ng/mL olarak tespit edildi.   

4.2.5. Geri Kazanım 

Farmasötik preparattan geri kazanım çalıĢmaları standart ekleme yöntemi ile 

yapıldı. LP içeren, film tablet formundaki beĢ adet ticati farmasötik preparat (Cozaar® 

(50 mg), Eklips (50 mg), Loxibin (50 mg), Sarilen (50 mg) ve Sarvas (50 mg)) Bölüm 

3.2.7‘de verildiği gibi metanolde çözülerek 1 mg/mL‘lik çözeltileri hazırlandı. Daha 

Ortam 
Eklenen 

( g/mL) 

Güniçi Günler Arası 

Ortalama±SS 

( g/mL) 
Doğruluk %BSS 

Ortalama±SS 

( g/mL) 
Doğruluk %BSS 

 

Standart 

0.05 0.053 ± 0.002  6.52 4.95 0.050 ± 0.003 0.21 6.51 

0.2 0.212± 0.004 6.49 2.23 0.214 ± 0.005 7.06 2.73 

0.4 0.425 ± 0.010 6.44 2.57 0.422 ± 0.008 5.54 1.98 

Plazma 

0.05 0.049 ± 0.001  -1.29 2.75 0.049 ± 0.002 -1.69 4.97 

0.2 0.206 ± 0.001 3.26 0.80 0.192 ± 0.005 -3.83 2.85 

0.4 0.407 ± 0.003 1.83 0.75 0.422 ± 0.015 5.68 3.59 
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sonra pH 2.0‘deki 0.01 M sülfüröz asit çözeltiyle seyreltilerek her biri için 0.1 

µg/mL‘lik çözeltiler hazırlandı ve belirtilen dalga boylarında floresans spektrumu alındı. 

Sonra bu çözeltiler üzerine LP‘nin 3 farklı deriĢimde hazırlanan standart çözeltileri 

(0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL)  eklendi ve floresans spektrumu alındı. Belirlenen floresans 

Ģiddeti aynı deriĢimdeki standart çözeltilerinin floresans Ģiddeti ile kıyaslanarak 

sonuçlar yüzde geri kazanım olarak Tablo 4.4‘de verildi. 

Tablo 4.4. Farmasötik preparatlara katım yapılan  LP çözeltilerinin geri kazanım değerleri 

Ticari Preparat 
Eklenen 

( g/mL) 

Ortalama±SS
 

( g/mL) 
Geri Kazanım % BSS 

Cozaar 

0.1 g/mL 

 

0.05 0.042 ± 0.0006 85.50 1.63 

0.20 0.184 ± 0.001 92.47 0.84 

0.40 0.364 ± 0.003 91.09 0.84 

Eklips 

0.1 g/mL  

0.05 0.046 ± 0.003 91.78 6.86 

0.20 0.193 ± 0.001 96.44 0.70 

0.40 0.366 ± 0.005 91.70 1.38 

Loxibin 

0.1 g/mL  

0.05 0.045 ± 0.002 89.95 5.66 

0.20 0.185± 0.0006 92.50 0.33 

0.40 0.362 ± 0.005 90.48 1.64 

Sarilen 

0.1 g/mL  

0.05 0.045 ± 0.001 91.32 2.03 

0.20 0.188 ± 0.004 94.25 2.34 

0.40 0.371 ± 0.006 92.71 1.69 

Sarvas 

0.1 g/mL  

0.05 0.044 ± 0.003 87.74 6.52 

0.20 0.187 ± 0.002 93.49 1.29 

0.40 0.366 ± 0.003 91.67 0.83 

SS: standart sapma (n=6), % BSS: bağıl standart sapma (SS/ortalamax100) 

 

 

Plazmadan geri kazanım çalıĢmasında, LP‘nin kalibrasyon standart çözeltileri 

plazmaya eklendi. KarıĢtırıldı ve sırasıyla Bölüm 3.2.3‘de verilen ekstraksiyon iĢlemi 

ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrelerin floresans spektrumu alındı. Aynı zamanda 

standart çözeltilerin de floresans spektrumu alındı. Plazma çözeltilerinin floresans 

Ģiddeti standart çözeltilerden elde edilen floresans Ģiddeti ile kıyaslanarak sonuçlar 

yüzde geri kazanım olarak Tablo 4.5‘de verildi.   



73 

 

Tablo 4.5. TavĢan plazmasına katım yapılan LP çözeltilerinin ekstraksiyon geri kazanım 

değerleri 

Eklenen 

( g/mL) 
Geri Kazanım±SS % BSS 

0.025 96.31±6.45 6.70 

0.05 93.46±2.03 2.17 

0.1 95.35±7.49 7.85 

0.2 91.12±1.04 1.15 

0.3 92.55±0.65 0.70 

0.4 91.55±0.67 0.74 

0.5 91.13±0.71 0.78 

SS: standart sapma (n=6), % BSS: bağıl standart sapma (SS/ortalamax100) 

 

4.2.6. Stabilite (Kararlılık) 

a. LP’nin Standart Çözeltilerinin Stabilitesi 

 0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde hazırlanan LP‘nin standart çözeltilerinin 

oda sıcaklığı (+20ºC), +4ºC ve -20ºC‘de 60 saate kadar floresans Ģiddetleri 

değerlendirilerek yapılan stabilite çalıĢmasının analiz sonuçları Tablo 4.6‘da verildi. 

 

 
Tablo 4.6. LP standart çözeltilerin stabilitesi 

 
Stabilite 

  

Eklenen 

(µg/mL) 

6 Saat 

(%GK±SS) 

24 Saat 

(%GK±SS) 

48 Saat 

(%GK±SS) 

60 Saat 

(%GK±SS) 

 

 (+20ºC) 

(%GK±SS) 

0.05 101.76 ± 1.237 105.67 ± 0.665 110.53 ± 1.723 104.67 ± 1.433 

0.2 98.94 ± 1.001 100.80 ± 0.716 103.69 ± 0.500 98.16 ± 2.495 

0.4 99.87 ± 0.491 100.62 ± 1.748 100.19 ± 2.239 100.30 ± 1.997 

 

(+4ºC) 

(%GK±SS) 

0.05 - 102.35 ± 0.562 101.38 ± 1.558 103.63 ± 7.707 

0.2 - 97.74 ± 0.342 97.35 ± 1.294 96.85 ± 1.581 

0.4 - 100.54 ± 0.789 98.66 ± 1.669 98.90 ± 1.859 

 

(-20ºC) 

(%GK±SS) 

0.05 - 96.31 ± 0.343 97.97 ± 1.502 98.04 ± 2.376 

0.2 - 95.61 ± 1.874 96.35 ± 1.276 95.48 ± 2.132 

0.4 - 96.87 ± 10.909 101.30 ± 0.208 99.96 ± 0.291 

SS: standart sapma (n=3), %GK: yüzde geri kazanım, (-): analiz yapılmadı 
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b. LP’nin Plazma Çözeltilerinin Stabilitesi 

1) LP’nin Kısa Dönem Stabilitesi 

   0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde boĢ plazmaya eklenerek ekstrakte edilen 

LP‘nin plazma çözeltilerinin oda sıcaklığında (+20ºC), 48 saate kadar floresans 

Ģiddetleri değerlendirilerek yapılan stabilite çalıĢmasının analiz sonuçları Tablo 4.7‘de 

verildi. 

2) LP’nin Uzun Dönem Stabilitesi 

 0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde boĢ plazmaya eklenerek ekstrakte edilen 

LP‘nin plazma çözeltilerinin -20º‘de 60 saate kadar floresans Ģiddetleri 

değerlendirilerek yapılan stabilite çalıĢmasının analiz sonuçları Tablo 4.7‘de verildi. 

3) LP’nin Donma ve Erime Stabilitesi 

0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde boĢ plazmaya eklenerek ekstrakte edilen 

LP‘nin plazma çözeltilerinin -20ºC‘de 24 saat aralıklarla 3 kez donma-erime turu 

sonrası floresans Ģiddetleri değerlendirilerek yapılan stabilite çalıĢmasının analiz 

sonuçları Tablo 4.7‘de verildi. 

4) LP’nin Hazırlama Sonrası Stabilitesi 

0.05, 0.2 ve 0.4 µg/mL deriĢimlerde boĢ plazmaya eklenerek ekstrakte edilen 

LP‘nin plazma çözeltilerinin ekstraksiyon sonrası banko üzerinde oda sıcaklığında 

(+20ºC) 24 saate kadar floresans Ģiddetleri değerlendirilerek yapılan stabilite 

çalıĢmasının analiz sonuçları Tablo 4.7‘de verildi 
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Tablo 4.7. LP plazma çözeltilerin stabilitesi 

 Zaman 

(ssat) 

Eklenen 

(µg/mL) 

Donma Erime 

Stabilitesi  

(%GK±SS) 

Kısa Dönem 

Stabilitesi  

(%GK±SS) 

Uzun Dönem 

Stabilitesi  

(%GK±SS) 

Hazırlama Sonrası 

Stabilitesi  

(%GK±SS) 

 

 

6 

0.05 - 77.01 ± 1.811  - 100.49 ± 2.338 

0.2 - 86.90 ± 0.548  - 106.31 ± 1.089 

0.4 - 112.72 ± 1.406 - 111.57 ± 0.257 

 

 

24 

0.05 114.86 ± 1.577 93.78 ± 1.414 99.35 ± 0.562 95.77 ± 2.962 

0.2 103.89 ± 1.057 93.23 ± 0.830 94.40 ± 3.081 99.80 ± 1.129 

0.4 107.60 ± 1.076 108.64 ± 0.576 109.83 ± 0.500 107.95 ± 0.920 

 

 

48  

0.05 113.86 ± 1.321 91.90 ± 1.074 97.61 ± 0.490 - 

0.2 117.99 ± 1.111 91.37 ± 0.745 121.96 ± 2.354 - 

0.4 110.50 ± 0.665 113.21 ± 0.891 122.00 ± 0.763 - 

 

60 

0.05 98.45 ± 2.612 - 87.38 ± 4.140 - 

0.2 98.05 ± 2.159 - 106.66 ± 5.362 - 

0.4 104.35 ± 0.813 - 105.31 ± 1.042 - 

SS: standart sapma (n=3), %GK: yüzde geri kazanım, (-): analiz yapılmadı 

 

 4.3. Gerçek Numunelere Uygulama 

4.3.1. GeliĢtirilen Yöntemlerin Farmasötik Preparatlara Uygulanması 

GeliĢtirilen ve geçerlilik testleri yapılan spektroflorimetrik yöntemin 

uygulanabilir olduğunu görmek amacıyla, LP içeren farmasötik preparatlarda LP‘nin 

kalibrasyon grafiklerinden doğrudan tayinini yapıldı ve ġekil-4.6A‘da verilen 

kalibrasyon grafiğinden yararlanıldı. 

 LP içeren, film tablet formundaki beĢ adet ticati farmasötik preparat ( Cozaar (50 

mg), Eklips (50 mg), Loxibin (50 mg), Sarilen (50 mg) ve Sarvas (50 mg)), Bölüm 

3.2.7‘de verildiği gibi metanolde çözülerek 1mg/mL‘lik çözeltileri hazırlandı. Daha 

sonra bu çözeltiler 0.01 M sülfüröz asit çözeltisi (pH:2) ile seyreltilerek 0.1 ve 0.3 

µg/mL deriĢimdeki çözeltileri hazırlandı. Elde edilen çözeltilerin floresans spektrumu 

alındı (ġekil 4.7, ġekil 4.8, ġekil 4.9, ġekil 4.10 ve ġekil 4.11) ve floresans Ģiddetleri 
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ölçülerek standart kalibrasyon grafiğinden (ġekil 4.6) yararlanılarak LP deriĢimi 

belirlendi. Elde edilen sonuçlar Tablo 4.8‘de verildi. 

 

 

ġekil 4.7. 0.1 ve 0.3 g/mL deriĢimlerde Cozaar (50 mg) ilaç çözeltilerinin floresans spektrumu 
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ġekil 4.8. 0.1 ve 0.3 g/mL deriĢimlerde Eklips  (50 mg) ilaç çözeltilerinin floresans spektrumu 

 

 

 

ġekil 4.9. 0.1 ve 0.3 g/mL deriĢimlerde Loxibin (50 mg) ilaç çözeltilerinin floresans 

spektrumu 
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ġekil 4.10. 0.1 ve 0.3 µg/mL deriĢimlerde Sarilen (50 mg) ilaç çözeltilerinin floresans 

spektrumu 

 

 

ġekil 4.11.  0.1 ve 0.3 µg /mL deriĢimlerde Sarvas (50 mg) ilaç çözeltilerinin floresans 

spektrumu 

 

Tablo 4.8. LP içeren  farmasötik prepratların spektroflorometri yöntemi ile miktar tayini  

Ticari Preparat n 
Ortalama±SS 

(mg) 

%Geri 

kazanım 
% BSS 

Güven  

Aralığı 

Cozaar (50 mg) 24 50.99±2.95 101.9 5.79 94.2-109.2 

Eklips (50 mg ) 24 51.88±1.74 103.8 3.35 97.0-110.7 

Loxibin (50 mg) 24 52.39±1.84 104.8 3.51 98.1-110.4 

Sarilen (50 mg) 24 51.71±1.67 103.4 3.23 96.3-106.8 

Sarvas (50 mg) 24 51.55±2.23 103.1 4.32 96.6-109.5 

SS: standart sapma, % BSS: bağıl standart sapma (SS/ortalamax100) 

4.3.2. TavĢanlarda LP’nin Farmakokinetik Parametrelerinin Belirlenmesi  

TavĢan plazma çalıĢmasında geliĢtirilen ve geçerlilik testleri yapılan 

spektroflorimetrik yöntemin uygulanabilir olduğunu görmek amacı ile LP etkin 

maddesini içeren farmasötik preparat (Cozaar) New Zealand cinsi beyaz sağlıklı tavĢana 

Bölüm 3.2.8 de belirtildiği gibi 10 mg/kg dozda oral yoldan uygulandı. Belirli sürelerde 
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alınan kan örnekleri alınıp plazmaları ayrıldı. Ayrı saklama tüplerine alınan tavĢan 

plazma örnekleri analiz edilinceye kadar -20 C‘de depolandı ve plazma örnekleri 

Bölüm 3.2.7‘de belirtildiği Ģekilde ekstrakte edildi. Elde edilen çözeltilerin floresans 

spektrumu alındı (ġekil 4.12 A ve B) ve floresans Ģiddetleri ölçülerek plazma 

kalibrasyon grafiğinden yararlanılarak LP deriĢimi belirlendi ve deriĢim-zaman eğrisi 

elde edildi (ġekil 4.13). Elde edilen deriĢim-zaman eğrisinden ilacın farmakokinetik 

parametreleri belirlendi (Tablo 4.9). 

 

 

 
ġekil 4.12. Coozar ilacı (10 mg/kg) verilen tavĢan plazmalarının floresans spektrumu A) ilaç 

uygulanmadan önce B) ilaç uygulandıktan 1 saat sonra 
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Tablo 4.9. Coozar ilacı (10 mg/kg) verilen tavĢanda LP‘nin farmakokinetik parametreleri 

 

tmax: maksimum zaman, Cmax: maksimum deriĢim,  AUC0-48 : eğri altındaki alan (0-48 saat arası), AUC0- : eğri 

altındaki alan (0-  saat arası) t1/2: yarı ömür, CL: klerens, kel: eliminasyon sabiti 

 

 

 

ġekil 4.13.  Coozar ilacı (10 mg/kg) verilen tavĢan plazmasında LP‘nin deriĢim-zaman grafiği 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Farmakokinetik  

Parametreler 

TavĢan 

Tmax (saat) 1.000 

Cmax ( g/mL) 0.395 

CL (L/saat) 3.836 

T1/2 (saat) 1.311 

kel (sa
-1

) 0.528 

AUC0-48  ( g.saat/mL) 2.568 

AUC0-  ( g.saat/mL) 2.606 
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5. TARTIġMA 

Hipertansiyon kan basıncının devamlı olarak 140/90 mm-Hg değerinin üzerinde 

olması anlamına gelir ve dünya genelinde 600 milyon insanda görülen ve her yıl 3 

milyon insanın ölümüne neden olan yaygın bir hastalıktır
6
. Hipertansiyonun tanı ve 

tedavisinde önemli bir ilerleme olmasına rağmen, kan basıncı kontrolü dünya genelinde 

yetersiz kalmaktadır. Hipertansiyonun yaygınlığı, hastalığın doğru bir Ģekilde teĢhis 

edilememesi ve hastaların bilinçsizliği ile birleĢerek yetersiz tedavinin bir sonucu olarak 

ortaya çıkmaktadır
8
. LP hipertansiyon tedavisinde kullanılan bir non-peptid ARA-

II‘dir
3
. ARA-II‘ler, hipertansiyon ve kalp rahatsızlıklarının tedavisinde etkili ajanlardır. 

Losartan vücutta dönüĢtüğü aktif metaboliti ile birlikte selektif olarak AT1 metabolitine 

bağlanarak AT2‘nin vazokonstriktör ve aldesteron salgılatıcı etkilerini bloke eder ve bu 

yolla antihipertansif etki gösterir
4
.  

Günümüzde muhtelif maksatlarla çok çeĢitli ilâç kullanılmakta ve bunlara her 

geçen gün yenileri eklenmektedir. Ġlaçların etkili olan kısımları ilaçların etkin 

maddeleridir. Bir farmasötik preparat her türlü kalite kontrolünden geçmesine rağmen 

yine de hastaya verildiğinde etkisi yetersiz olabilir. Ġlaçların biyolojik sıvılarda analizi 

ile ilacın vücut içerisindeki davranıĢı incelenebilir ve elde edilen profillerden ilacın 

biyolojik etkisiyle iliĢkisi saptanabilir ve daha tutarlı ve verimli tedavilere gidilmesine 

olanak sağlanabilir. Bu yüzden biyolojik ortamlarda ilaç ya da diğer maddelerin miktar 

analizi, teĢhisi ve belirlenmesi bilimsel açıdan önemli çalıĢmalardır
106

.Bu bilgilere göre, 

plazma LP deriĢiminin belirlenebilmesi, hipertansiyonun tedavisinde yardımcı bir faktör 

olabilir.  

Ayrıca gerek imalat ve gerekse piyasa kontrolleri sırasında ilaç etkin 

maddelerinin miktarlarının doğru olarak belirlenmesi ilacın kullanımı açısından çok 

önemlidir. Eksik etkin madde içeren ilaçlar gereken yararı göstermemekte ve ilaçların 
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yan etkileri dikkate alındığında, fazla ilaç etkin maddeli olanlar ise pek çok zararlı 

etkilere neden olmaktadır. Bu nedenle ilaç etken maddeleri farklı ilaçlarda farklı 

biyolojik matrikslerde bulunduğunda belirlenebilmesi önemlidir
107

. 

Miktar analizi, teĢhisi ve belirlenmesi gibi kalitatif ve kantitatif analizlerde 

çeĢitli analitik yöntemler kullanılmaktadır. Analizlerde kullanılabilecek iyi bir yöntem 

seçimini yapabilmek için analitik yöntemler hakkında yeterli bir bilgi ve donanıma 

sahip olmak gerekir. Ayrıca çalıĢılacak konu hakkında iyi bir literatür bilgisine de sahip 

olmak gerekmektedir. Tabiî ki uygulanacak analitik tekniğin nasıl seçilmesi gerektiği 

hususunda net bir Ģey söylemek mümkün değildir, çünkü her türlü koĢullar altında en 

iyi yol sadece bir tane değildir. Genel olarak yöntem seçiminde ilk adım analiz sırasında 

ölçülmek istenen değerlerin belirlenmesi ve buna ulaĢmak için en hızlı ve güvenli yolun 

araĢtırmasıdır
108

.  

Etrafımızda, canlı cansız çeĢitli yapılar bulunur. Bu yapılar, birbirinden oldukça 

farklı fiziksel ve kimyasal özelliklere sahip atom ve molekül gibi daha küçük 

parçacıkların, belirli bir düzen içerisinde bir araya gelerek oluĢturdukları makro 

sistemlerdir. Bu sistemleri oluĢturan parçacıklar birbirleri ve doğada bulunan radyasyon 

gibi çeĢitli formlarla etkileĢim halindedirler. Bir sistemi oluĢturan parçacığın kalitatif ve 

kantitatif analizi, parçacığın etrafındaki bu formlarla olan etkileĢimine dayanır. Bu 

etkileĢimleri inceleyen bilim dallarından bir tanesi de maddenin, elektromanyetik 

radyasyon, ses dalgaları, iyon ve elektron gibi formlarla olan etkileĢmesini inceleyen 

spektroskopidir
98

. Moleküler floresans, moleküler fosforesans ve kemilüminesans 

maddenin bir birine yakın üç fiziksel özelliğidir. Bu özelliklere lüminesans da denir. 

Anılan özelliklerin her biri üzerine bir spektroskopi geliĢtirilmiĢtir. Moleküler floresans 

ve fosforesans yöntemlerinde, maddenin çözeltisi üzerine ıĢık enerjisi gönderilerek 

madde uyarılır (eksite edilir) ve sistemin atom ve moleküllerinde enerji artıĢı meydana 
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gelir. Bu enerji artıĢıyla atomlarda elektronik geçiĢler, moleküllerde titreĢim ve dönme 

gibi çeĢitli değiĢiklikler meydana gelir. Enerji artıĢı sistemin kararlılığında istenen bir 

durum olmadığından, sistem kararlı hale tekrar geri dönebilmek için bu fazla enerjiyi 

çeĢitli Ģekillerde geri bırakır. Enerjiyi geri bırakma olayına ―durulma‖ denir. IĢımalı ve 

ıĢımasız olmak üzere durulma iki farklı türde olur. Bunlardan ıĢımalı durulma floresans 

ve fosforesans diye ayrılan iki farklı Ģekilde meydana gelir. Bu iki durulma türü 

arasındaki temel farklılık elektron spinlerinde soğurulma sırasında değiĢiklik olup 

olmadığına dayanır. Durulma sırasında spinde değiĢiklik meydana geliyorsa 

fosforesans, değiĢiklik meydana gelmiyorsa floresans diye adlandırılır. Floresans ve 

fosforesans maddenin yapısı, yapısal rijidite, numunenin çözücüsü, sıcaklık, pH ve 

absorblanan ıĢının dalga boyu gibi iç ve dıĢ etkilerden dolayı her madde için farklılık 

gösterir. Bir maddenin floresans ve fosforesanını ölçmek için ―spekroflorometre‖ adı 

verilen cihazlar kullanılmaktadır. Spekroflorometreler genel olarak; sürekli bir ıĢık 

kaynağı, monokromatör, örnek kabı, ıĢın enerjisini ölçülebilir bir sinyale çeviren bir ıĢın 

dedektörü ve bir sinyal iĢleyicisinden oluĢur. Spektroflorometre, spesifikliği, düĢük 

tayin sınırı, yüksek duyarlılığı ve kullanım kolaylığı gibi üstünlükleri sebebiyle 

farmakolojide miktar analizlerinde oldukça tercih edilen bir yöntemdir. Florometri 

yönteminin, deriĢimleri 10
-6

-10
-9

 M arasında olan maddeleri çok büyük bir kesinlik, 

doğruluk ve seçicilikle tayin etme özelliğinden dolayı, ultraviyole spektroskopisi ve 

atomik absorpsiyon spektroskopisi gibi diğer spektroskopik yöntemlere göre bazı üstün 

özelliklere sahip olduğu görülmektedir
98

. Ġlaç etkin maddelerinin pek çoğu molekül 

yapıları nedeniyle karakteristik lüminesans özelliği gösterirler. Yukarıda bahsedilen 

özelliklerinden dolayı çalıĢmamızda spektroflorometrik yöntem seçilmiĢtir. 

Analitik yöntem seçimi yapıldıktan sonra da bu yöntemin uygulanabilir 

olduğunu göstermek için doğruluk, kesinlik, doğrusallık, seçicilik, spesifiklik ve 
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hassaslık gibi parametreleri içeren geçerlilik testlerinin yapılması gerekmektedir. 

Geçerlilik testlerinde bileĢimi tam olarak bilinen standart maddeler kullanılır. Kullanılan 

standart maddeler, analizi yapılacak analit ile aynı ya da kimyasal özelliklerinin 

birbirine yakın olması gerekir
109

. Geçerlilik testleri yapıldıktan sonra belirlenen 

yöntemin uygulanabilir olduğu, gerçek numunelerde (farmasötik preparatlar ve 

biyolojik sıvılar (plazma, serum v.s.)) analit veya analitlerin analiz yapılarak 

gösterilir
110

. 

Bu çalıĢma da, farmasötik preparatlarda ve tavĢan plazmasında LP‘nin 

belirlenmesi için spektroflorometrik bir yöntem geliĢtirilmesi; geliĢtirilen yöntemin 

geçerlilik testlerinin yapılması; yöntemin uygulama aĢamasında ise hem LP içeren 

farmasötik prepatlarda LP‘nin miktar analizinin gerçekleĢtirilmesi hem de tavĢanlara 

oral olarak verilen LP preparatının plazma deriĢimlerini ve farmakokinetik verilerin 

incelenmesi amaçlanmaktadır. 

LP‘nin yapısındaki imidazol halkasına bağlı ve yapının elektron yoğunluğunu 

arttıran klor (-Cl), sübstitüe olmamıĢ benzen halkası ve bileĢiğin yapısal rijitlik özelliği 

ile LP asidik ortamda limünesans özellik gösterir.  

Spektrofotometrik analizlerde, çözücü seçimi, çözücülerin floresans sinyaline 

etkileri bakımından önemlidir. Teorik olarak polar çözücüler n→π* geçiĢleri için gerekli 

enerjiyi düĢürerek floresans dalga boyunu azaltır ve lümünesans Ģiddetini arttırır ve bu 

nedenle polar çözücüler tercih edilir. Ayrıca kullanılan çözücü ve çözücü karıĢımının 

analit ile aynı dalga boyunda emisyonunun olmaması gerekmektedir
99

. 

Ortamın pH‘ındaki değiĢimler ortamdaki proton aktarımı tepkimeleri nedeniyle 

hem temel hem de uyarılmıĢ molekülleri etkileyeceği için pH, floresans verimini 

etkileyen faktörlerden biridir
98

. LP‘nin asitlik sabitinin pKa: 3.15 olduğu ve losartanın 

asit türlerinin (pH 5 den daha düĢük olduğu zaman) floresans etkili olduğu literatürde 
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bildirilmiĢtir
74

. Cagigal ve ark.
94

 yaptıkları çalıĢmada LP‘nin floresans Ģiddetleri üzerine 

pH‘ın etkisini araĢtırmıĢ ve elde ettikleri sonuçlara göre pH 2.0 civarlarında yüksek 

floresans Ģiddete sahip olduğu ve ortam bazikleĢtikçe floresans Ģiddetinin düĢtüğünü 

ortaya koymuĢlardır. Yine bu çalıĢmayı destekleyen çalıĢmalar mevcuttur. El-Shaboury 

ve ark.
74 

pH 2-2.5 arasınında floresans Ģiddetin %10 civarında arttığını ve daha sonra 

pH:7 değerine kadar kademeli olarak azaldığını gözlemlemiĢlerdir. Ritter ve ark.
77

 ise 

çalıĢmalarında çözeltinin pH değerinin floresans dedektör cevabındaki hassasiyet 

üzerinde son derece etkili olduğunu belirtmiĢ ve en uygun pH değerini araĢtırdıklarını 

ve optimum pH‘ın 2.5 olduğunu tespit etmiĢlerdir. Cagigal ve ark.
82

 yaptıkları diğer bir 

spektroflorometrik çalıĢmada da pH:2‘de ölçümlerini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Floresans 

dedektörlü HPLC yöntemlerinde de asidik pH‘da (Ritter ve ark
77

 (pH:2.5), Del Rosario 

Brunetto ve ark.
84

  (pH:3.8) mobil faz kullanarak LP analizleri yapılmıĢtır.  

Yapılan literatür araĢtırmasında, LP‘in standart çözeltileri farklı polariteye sahip 

çözücülerde (su, asetonitril
76,77

, etanol, metanol ve propan-2-ol
74

) hazırlanmıĢ ve pH‘yı 

ayarlamak için ise değiĢik asit ve tampon çözeltileri  (HCl, sitrik asit, asetik asit, sülfirik 

asit, nitrik asit, okzalik asit ve fosforik asit) ekleyerek yüksek floresans Ģiddetleri 

verdiği dalga boylarında (260/390 nm
74

, 247/387 nm 
82,92,105

, 250/370 nm
111

 ve 259/399 

nm
78 

) floresans ölçümler gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda yukarıda belirtilen bilgiler ıĢığnda, LP‘nin en yüksek floresans 

Ģiddeti verebileceği çözücüyü belirlemek için su, etanol, metanol, kloroform, eter, 

hekzan ve asetonda çözeltileri hazırlandı. Nötr ortamda LP‘nin floresans Ģiddeti çok 

düĢük olup bu çözücüler arasında en yüksek floresans Ģiddetinin metanol ile elde 

edildiği görüldü. Daha sonra LP‘nin stok çözeltisi Tablo 4.1 de verilen asit ve tampon 

çözeltisi kullanarak seyreltilip  çeĢitli pH'larda (1, 2, 2.5 ve 3) 0.5 µg/mL deriĢimde LP 

çözeltisi hazırlandı ve çeĢitli dalga boylarında uyarılarak emisyon spektrumları 
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kaydedildi ve en yüksek floresans Ģiddeti verdiği dalga boyları ( λuy/λem) 248/410 nm 

olarak belirlendi. Sülfüröz asit ile hazırlanmıĢ çözelti için elde edilen floresans 

spektrumu ġekil 4.1‘de verildi. Tablo 4.1‘de görüldüğü gibi LP‘nin metanolde çözülüp 

0.01 M sülfüröz asit çözeltisi (pH: 2) ile seyreltilerek elde edilen çözeltisinin en yüksek 

floresans Ģiddetine sahip olduğu görüldü. Ayrıca metanol-sülfüröz asit çözücü 

karıĢımının emisyon pikinin analit piki ile aynı dalga boyunda gelmediği ve interfere 

etkisinin olmadığı görüldü (ġekil 4.2).  Bu durum kullanıldığımız çözücü karıĢımının en 

büyük avantajıdır. Ayrıca ölçüm yapılan dalga boyunun yükselmesi ile ölçüm 

hassasiyetinin arttığı göz önünde bulundurulursa çalıĢmamızda daha hassas bir ölçüm 

yapıldığı söylenebilir. Ölçüm dalga boylarındaki bu farklılıklar kullanılan çözücü tipi ve 

çözeltinin pH‘ından kaynaklanmaktadır. 

Yapılan literatür taramasında, farmasötik preparatlarda LP‘nin belirlenmesine 

yönelik, spektrofotometri
72

, türev spektrofotometri
75

, HLPC
73,84,85,86,90,91,104

 ve 

spektroflorometri
74,94,105

  yöntemlerinin geliĢtirildiği gözlenmiĢtir. 

 Spektrofotometrik yöntemler ile farmasötik preparatlarda LP‘yi, Lastra ve ark.
72

  

ve Ansari ve ark.
73

 ve Erk
75

 sırasıyla 234 nm, 232.5 nm ve 238.3 nm dalga boyunda 

1.türev spektrumlarını alarak; LP‘nin Calmagite (CT) ve Orange-II ( O-II) ile ayrı ayrı 

reaksiyona sokularak oluĢan 491 nm ve 486 nm‘de güçlü bir absorbanslar veren renkli 

kompleks oluĢturarak belirlemiĢlerdir. 

HPLC yöntemi ile farmasötik preparatlarda LP‘yi, Erk C18 kolonu ve sodyum 

dihidrojen fostat (pH: 5.5), metanol ve asetonitril (8:2:1, h/h/h) hareketli faz karıĢımı 

kullanarak; Ansari ve ark.
73

 ODS-1 kolonu ve asetonitril ve fosforik asit (pH:3) (60:40, 

h/h) hareketli faz karıĢımını kullanarak; Carlucci ve ark.
76

  C18 kolonu ve asetonitril ve 

fosfat tamponu (pH 4.0; 0.1 M) (35:65, h/h) hareketli faz karıĢımını kullanarak; Bonfilio 

ve ark.
88

 fosfat tamponu (pH 6.2; 58 mmol/L) ve asetonitril (65:35, h/h) hareketli faz 
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karıĢımını kullanılarak; Özkan, C18 kolonu, fosfat tamponu (0.01 M) ve asetonitril 

(pH:3.1, 65:35, h/h) hareketli faz karıĢımını kullanarak;  Hertzog ve ark
94.

 C8 kolonu ve 

fosfat tamponu (pH: 7) ve asetonitril hareketli faz karıĢımını kullanarak analiz etmiĢtir.  

 Farmasötik preparatlarda LP‘yi spektroflorometrik yöntem ile El-Shaboury ve 

ark.
74

 belirlemiĢ ve pH 2-2.5 aralığında 0.1 M sitrik asit çözeltisi ile LP‘yi hazırlamıĢ ve 

399 nm dalga boyunda emisyon spektrumlarını almıĢlardır.  

ÇalıĢmada, LP‘nin farmasötik preparatlarda miktar analizi için çözücü olarak pH: 

2 de sülföröz asit çözeltisinin kullanıldığı spektroflorometrik bir yöntem geliĢtirildi ve 

geçerlilik testleri yapıldı.  

Literatürde bulunan spektroskopik yöntemlerin 4-6 mg/L
70

, 2-50 µg/mL
71

, 10-50  

µg/mL
73

 ve 10-100 µg/mL
75

 deriĢim aralıklarında doğrusal olduğu ve belirtilen 

yöntemler arasında en yüksek LOQ değerinin 0.228 µg/mL
73

 olduğu belirtilmiĢtir. 

Literatürde bulunan HPLC yöntemlerinde ise 2-50 µg/mL
71

, 1-30 µg/mL
73

, 3-7 µg/mL
74, 

30-70 mg/L
76 

ve 25-10000 ng/mL
77

 deriĢim aralığında doğrusal olduğu ve belirtilen 

yöntemler arasında en yüksek LOQ değerinin 0.08 µg/mL
75

 olduğu belirtilmiĢtir. 

Literatürde bulunan spektroflorometrik yöntemlerde ise deriĢim aralıkları 0.006-1.7 

µg/mL
72

 ve 0.5-5 µg/mL
80

,  LOQ değerleri 0.072 µg/mL
72 

ve 0.5 µg/mL
80

 olarak rapor 

edilmiĢtir. 

0.025-0.5 µg/mL deriĢim aralığı ve 3 ng/mL LOQ değeri ile geliĢtirdiğimiz 

yöntemin literatürlerdeki spektroskopik yöntemlerden daha hassas, HPLC 

yöntemlerinden daha kolay, hızlı ve hassas ve spektroflorometrik yöntemden daha 

hassas bir yöntem olduğu söylenebilir. 

Yöntemin uygulanabilirliğinin araĢtırılması amacıyla da seçilen 5 adet film tablet 

formundaki ticari farmasötik preparat Bölüm 3.2.7‘ de anlatıldığı gibi hazırlanarak iki 

farklı deriĢimleri halinde geliĢtirlen yöntem ile emisyon spektrumları alındı. Analiz 
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bulguları etiketli miktarlarla uyumlu olarak bulundu. Ayrıca beĢ farklı farmasötik 

preparat için yapılan geri kazanım çalıĢmasında % 85.50-96.44 aralığında geri kazanım 

değerleri elde edildi ve bu da yöntemin doğruluğunun bir göstergesi olarak kabul edildi. 

Sonuç olarak, geliĢtirilen spektroflorometrik yöntemin ilaç endüstrisinde kalite kontrol 

çalıĢmalarında baĢarı ile uygulanabilir olduğu söylenebilir. 

Yapılan literatür taramasında, insan
79,83,85-88,91-93,105

 ve rat plazmasında
89,96

 ve 

insan ve rat idrarında
90,111

 LP‘nin belirlenmesi yönelik HPLC, LC/MS/MS ve 

spektroflorometri
78

 yöntemlerine rastlandı. Fakat tavĢan plazmasında LP‘nin 

spektroflorometrik yöntem ile belirlenmesine yönelik bir çalıĢmaya rastlanmadı. Bu 

sebeble LP‘nin plazmada miktar tayini için spektroflorometrik bir yöntem geliĢtirildi. 

Plazmadan LP‘nin ekstraksiyon yönteminin araĢtırılması sırasında zaman alıcı 

iĢlemleri gerektirmeyen, LP‘nin plazmadan gelen kirliliklerden arınmıĢ bir Ģekilde 

floresans özelliklerinden yararlanılarak tayinine imkân veren duyarlı, seçici ve 

tekrarlanabilir bir yöntem seçilmesi amaçlandı. Bu amaçla Bölüm 3.2.3‘de verilen 

ekstraksiyon yöntemi kullanılarak LP tavĢan plazmasından ekstrakte edildi. 

LP‘nin plazma proteinlerine % 98.7 oranında bağlandığı literatürde bildirilmiĢtir
94

. 

Plazma proteinlerinin çöktürülerek ayrılmasında LP tam olarak serbest hale geçemediği 

için geri kazanım verimini düĢürmektedir. Bu yüzden plazmadan LP‘yi elde etmek için 

asit/baz sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemi kullanıldı. Asit/baz sıvı-sıvı ekstraksiyonu, 

ekstrakte edilen çözünenin çözünürlüğüne dayanarak yapılır. Asit/baz sıvı-sıvı 

ekstraksiyonunda ekstrakte edilecek olan molekül farklı bir yapıya dönüĢtürülür. 

Böylece moleküle yeni bir çözünürlük özelliği kazanmıĢ olur. Sulu fazın pH‘ının 

değiĢtirilmesiyle dağılım katsayısı önemli ölçüde değiĢir. Böylelikle moleküller organik 

faz ya da sulu fazdan istenilen bir tanesine çekilebilir. 
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LP, losartan asitinin tuzu olarak pH 7.0-8.5 aralığında iyonik yapılı bir bileĢik 

olduğu için asidik ortamda losartan asitine dönüĢtürülerek organik fazdaki çözünürlüğü 

artırıldı ve plazma proteinlerine bağlı LP serbest hale geçirildi. Asidik yapıdaki LP, 

MTBE eklenerek organik faza çekildi ve sonra tekrar sulu faza LP‘yi çekebilmek için 

0.2 mL 0.05 M NaOH çözeltisi eklendi. Bu Ģekilde LP geri ekstrakte edildi. Daha sonra 

pH:2 ortamını sağlamak amacıyla elde edilen ekstreye 0.01 M sülföröz asit çözeltisi 

eklendi ve spektroflorometri yöntemi ile floresans spektrumları alındı.  

Literatürde plazmada LP‘nin belirlenmesine yönelik yapılan çalıĢmalarda, katı 

faz
76,78,82

 ve sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemleri uygulanmıĢtır. Katı faz ekstraksiyonunda 

C18
76,78

, C2
77

 ve Oasis HLB
91

 kartuĢları kullanılmıĢ ve bütün yöntemler için geri 

kazanım değerinin % 70‘den yüksek olduğu belirtilmiĢtir. Uygulanılan sıvı-sıvı 

ekstraksiyon yöntemlerinde ise, Jia ve ark.
81

,  plazma örneklerini HCl çözeltisi (1 mol/L) 

ile karıĢtırmıĢ ve ardından etil eter ile ekstrakte etmiĢtir. Sonuçta % 53 geri kazanım 

değeri elde etmiĢtir. Prasaja ve ark.
85

, plazmaya asetonitril eklemiĢ ve direk elde edilen 

süpernatantı analiz etmiĢtir. Rao ve ark.
96

 ise kuru kan örneğinden LP‘yi metanol ve su 

(1:1, h/h) çözücü karıĢımı ile ekstrakte etmiĢler ve geri kazanımı % 89 ile % 97 arasında 

tespit etmiĢlerdir.  Literatürde plazmadan ve diğer biyolojik sıvılardan LP için önerilen 

diğer ekstraksiyon yöntemleri ise asit/baz sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemleridir
77,79,80,82

. 

Ritter ve ark
77

 ve Soldner ve ark
89

 plazmadan LP‘yi 1.0 M fosforik asit ile 

asitlendirilmiĢ ortamda MTBE ile ekstraksiyonun ardından 0.05 M NaOH çözeltisi ile 

geri ekstraksiyon sonrası etmiĢtir. Ekstraksiyon çözücü olarak MTBE‘nin kullanıldığı 

diğer bir çalıĢmada,
86

 LP içeren plazma ve idrar örnekleri MTBE ile karıĢtırılmıĢ ve 

sonra santrifüj edilerek organik faz ayrılmıĢtır. Organik faz azot gazı altında uçurulmuĢ 

ve kalıntı isopropanol ve formik asit (25:75, h/h) ile çözülerek analiz edilmiĢtir.  
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Bu bilgiler ıĢığında, çalıĢmamızda literatürde belirtilen asit/baz sıvı-sıvı 

ekstraksiyon yöntemleri modifiye edilerek kullanıldı. Kullanılan ekstraksiyon yöntemi 

Bölüm 3.2.2‘de anlatıldı ve bu yöntem ile ortalama % 91‘in üzerinde geri kazanım 

değeri elde edildi. Literatürde belirtilen çalıĢmalar arasında insan idrarında LP‘nin 

spektroflorometrik yöntem ile belirlenmesine yönelik sadece bir çalıĢmaya rastlandı ve 

bu çalıĢmada da katı faz ekstraksiyon yöntemi kullanılarak LP‘nin idrardan ayrıldığı 

gözlendi. ÇalıĢmamızda plazmadan LP, asit/baz sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemi ile 

ayrılıp spektroflorometrik yöntem ile analiz edildi. Bu yönüyle de yaptığımız 

çalıĢmanın literatürde baĢka bir benzeri bulunmamaktadır. Ayrıca geliĢtirilen 

ekstraksiyon yönteminin, zaman alıcı bir yıkama veya uzun süreli bir kurutma iĢlemine 

gerek duyulmaması diğer avantajlarıdır.  

Plazmadan Bölüm 3.2.2‘de belirtilen yöntem ile ekstrakte edilen LP‘nin 

spektroflorometrik analizi için optimum çalıĢma koĢulları belirlendi ve bu çalıĢma 

Ģartlarında LP‘nin floresans spektrumları alındı ve yöntemin geçerlilik testleri yapıldı. 

Literatürde bulunan HPLC yöntemlerinde 0.5-500 ng/mL
77

,  0.5-5 µg/mL
76

, 10-

300 ng/mL
77, 

0.001-2.5 µg/mL
78 

ve 2-1000 ng/mL
89

, 5-500 ng/mL
81

,  5-3200 ng/mL
83

,
 

2-400 ng/mL
84

, 
 
3.0-7.0 µg/ mL

86
, 30-70 mg/mL

87
 ve 25-10000 ng/mL

89
 deriĢim 

aralığında doğrusal olduğu ve en düĢük LOQ değerinin ise 1 ng/mL olduğu 

belirtilmiĢtir.  

0.025-0.5 µg/mL deriĢim aralığı ve 3 ng/mL LOQ değeri ile geliĢtirdiğimiz 

yöntemin literatürlerdeki HPLC yöntemlerinden daha kolay ve hızlı olduğu ve 

farmakokinetik verilerin elde edilebileceği kadar hassas olduğu söylenebilir.  

ÇalıĢmanın son kısmında, geçerlilik testleri yapılan spektroflorometrik yöntem ile 

tavĢan plazmasında LP‘nin farmakokinetik verilerinin araĢtırılması amaçlandı. 

Literatürde tavĢanlar üzerinde yapılan ve LP‘nin farmakokinetik verilerinin 



91 

 

belirlenmesine yönelik bir çalıĢmaya ulaĢılamadı. Fakat insan ve ratlarda LP‘nin 

farmakokinetik verilerinin incelendiği çalıĢmalara ulaĢıldı
81,82,104

 ve bu çalıĢmalarda 

LP‘nin maksimum deriĢiminin düĢük seviyelerde olduğu ve maksimum deriĢim 

zamanlarının (tmax), değiĢilik gösterdiği (1.05-2.0 saat arasında) gözlendi
83,87,88

. tmax 

değerinin değiĢken olmasının nedeninin vücut kitle indeksi, dağılma hacmi, yaĢ, kilo, 

diyet gibi faktörlerin değiĢken olmasından ve denekler arasındaki varyansının yüksek 

olmasından kaynaklandığı bildirilmiĢtir.
112

. ÇalıĢmamızda Cozaar ilacı New Zealand 

cinsi beyaz sağlıklı tavĢana Bölüm 3.2.8 de belirtildiği gibi 10 mg/kg dozda oral yoldan 

uygulandı ve tmax değerinin değiĢkenliği göz önünde tutularak kan örneği alınma 

zamanlarını 1.saat ve civarında yoğunlaĢtırılarak tasarlandı. Plazma örnekleri Bölüm 

3.2.2‘de belirtildiği Ģekilde ekstakte edildi. TavĢan plazmasından elde edilen ekstraktlar 

geliĢtirilen spektroflorometrik yöntem ile analiz edilerek floresans spektrumları alındı. 

Elde edilen verilerden maksimum deriĢim zamanı (tmax) 1 saat, maksimum deriĢim 

(Cmax) 0.395 µg/mL, klerens (CL) 3.836 L/saat, yarılanma ömrü (t1/2) 1.311 saat, 

eliminasyon sabiti (kel) 0.528 1/saat, deriĢim zaman grafiğinde eğrinin altında kalan alan 

0-48 saat arası  (AUC0-48 ) 2.568 µg saat/mL ve eğrinin altında kalan alan 0-∞ saat arası 

(AUC0-∞) 2.606 µg saat/mL olarak bulundu. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Türkiye'de 18 milyon civarında hipertansiyon hastasının olduğu ve 

hipertansiyonun toplumsal boyutlara ulaĢan ölümcül sonuçlar doğurabilecek bir sağlık 

sorunu haline geldiği bilinmektedir. Son yıllarda hipertansiyon tedavisinde ilaçla 

tedavide büyük atılımlar olmuĢtur. Hipertansiyon ilaçlarının belirtilen sistemik 

dolaĢımdaki anlaĢılmaz davranıĢlarının aydınlığa kavuĢabilmesi için yeni hayvansal 

modeller ve analitiksel yöntemler geliĢtirmeye ihtiyaç duyulmaktadır.  Bu çalıĢma, 

farmasötik preparatlarda ve tavĢan plazmasında antihipertansif bir ilaç olan LP‘nin 

belirlenmesi için spektroflorometrik bir yöntem geliĢtirilmesi, geçerlilik testlerinin 

yapılması ve geliĢtirilip geçerlilik testleri yapılan yöntemlerin uygulanabilir olduklarını 

göstermek amacıyla yapılmıĢtır.  

ÇalıĢma sonucunda LP‘nin analizinde geliĢtirilen yöntemin hızlı, hassas ve basit 

olduğu, farmasötik preparatların kalite kontrol ve farmakokinetik çalıĢmalarda 

uygulanabilir olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca, elde edilen verilerin LP‘nin sistemik 

dolaĢımındaki davranıĢlarının belirlenmesine yönelik yapılacak incelemelere yol 

göstereceği düĢüncesindeyiz. 
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