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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MIRTAZAPIN ETKIN MADDESININ FARMASOTIK PREPARATLARDA
ANALITIK YONTEMLERLE MIiKTAR TAYINi

Elif Nilay KAYA

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Yiicel KADIOGLU

Piperazineazpin grubunudan antidepresan bir ila¢ olan mirtazapin etkin maddesinin
farmasoétik preparatlarda miktar tayini igin literatiirdeki mevcut yontemlere alternatif
olarak basit ve hizli bir UV-Goriniir Bolge Spektrofotometri, 1. Tiirev
Spektrofotometri ve Yiiksek Performansli Sivi  Kromatografisi (HPLC)
yontemlerinin gelistirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi amaglanmistir.

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri  yonteminde 319 nm ve 1. Tirev
Spektrofotometri yonteminde ise 276 nm dalga boylarinda (A) dlgiimler alindi. Her
iki yontemde 1-50 pg/mL mirtazapin derisim aralifinda dogrusallik elde edildi.
HPLC yonteminde, floresans dedektdr [FID, 290 nm uyarma ve 370 nm yaymim
dalga boylar1], metanol-Su—asetonitrilden (5:60:35, h/h/h) olusan hareketli faz, C18
kolon, 1 mL/dk akis hizt ve 10 pL enjeksiyon hacmi ¢alisma parametreleri ve ig¢
standart olarak sitalopram kullanildi. Yontemler gelistirildikten sonra ICH
kurallarina gére dogruluk, kesinlik, dogrusallik, gézlenebilme sinir1 (LOD), miktar
tayin alt sinir1 (LOQ) ve geri kazanim parametreleri ¢alisarak valide edildi. Calisma
sonucunda gelistirilip valide edilen her ii¢ yontemin kalite kontrol ¢alismalarinda
basariyla uygulanabilecegi sonucuna varildi.

2016, 89 sayfa

Anahtar Kelimeler: HPLC, Mirtazapin, Spektroskopi, Validasyon.



ABSTRACT
Master Thesis

DETERMINATION OF MIRTAZAPINE IN PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS BY ANALYTIC METHODS

Elif Nilay KAYA

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Yiicel KADIOGLU

It is aimed to develop and validate a simple and rapid first-order UV-Vis
spectrophotometry and High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method,
alternative to the present method in literature, for determination of mirtazapin which
is a member of piperazine-azepine group, in pharmaceutical formulations.

Measurements were taken for zero order and first order UV-Vis spectrophotometry
method at 319 and 276 nm wavelengths (L), respectively. Both methods were lineer
between 1-50 pg/mL for standard mirtazapin solutions. In HPLC method,
flourescence detector [FID, 290 nm excitation and 370 nm emission wavelengthl],
methanol-water—acetonitrile (5:60:35, v/v/v) mobile phase, C18 column, 1 mL/min
flow rate and 10 pL injection volume was selected as working parameters and
citalopram was used for internal standard. After the method development step,
proposed method was validated in terms of accuracy, precision, Limit of Detection
(LOD), Limit of Quantitation (LOQ) and recovery parameters in accordance with
ICH guideline. As a result of the proposed study, it is claimed that developed and
validated methods can be succesfully used in quality control studies.

2016, 89 pages

Keywords: HPLC, Mirtazapine, Spectroscpy, Validation.
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1. GIRIS

Ilag, tipta hastaliklarin tedavisinde kullamilan, biyolojik etkinligi olan aktif maddelere
verilen genel bir isimdir. Ilaglar saf kimyasal maddeler olabildigi gibi bitkisel veya
hayvansal kaynakli da olabilmektedir. Baska bir tanimla ilag canli hiicrelerde
meydana getirdigi etki ile hastaliklarin iyilesmesi veya belirtilerinin azaltilmasi
amaciyla kullanilan; dogal, yar1 sentetik veya sentetik kimyasal maddelerdir. ilaglar
etkin madde ve tasiyict olmak iizere iki kistmdan meydana gelir. Etkin madde,
canlida biyolojik ve fizyolojik etki gosteren hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
veya birka¢ kimyasal madde karigimindan olusan kismi; yani ilacin ana bilesenidir.
Tastyic1 ise etkin maddenin hasta tarafindan kolay alinabilmesi veya iyi doze
edilebilmesi icin katilan fizyolojik etkisi olmayan glikoz, parafin, gliserin gibi
kimyasal maddelerdir. Ilaglar yeterli miktarlarda alindiginda hastaliklarin
iyilesmesine sebep olur. Bu miktardan az alindiginda herhangi bir etkisi olmazken bu
miktardan fazla alindiginda toksikolojik etkiye neden olur. Bu sebeple ilaclarin
tiretiminden tiiketimine kadar her asamada ilag analizlerinin yapilmasi oldukca

Onemlidir.

Mirtazapin, optimal diizeyde antidepresan etkinlige ve kabul edilebilir diizeyde
tolerabiliteye sahip yeni gelistirilmis bir noradrenerjik ve spesifik serotonerjik bir
antidepresan (NaSSA) ilagtir. Mirtazapin gii¢lii ve segici bir presinaptik alfa2—
adrenoseptOr antagonistidir ve noradrenerjik hiicre ateslenmesinin ve norepinefrin
salinimini artirarak noradrenerjik iletiyi giiclendirir (Ozcankaya ve Acar, 2001; Inal,

Biiytiksekerci ve Ulusoy, 2016).

Literatlirde, mirtazapin etkin maddesinin farmasétik preparatlarda miktar tayinine
yonelik cesitli calismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismanin amaci farmasotik
preparatlarda mirtazapin etkin maddesinin miktar tayinine yonelik UV—-Goriiniir
Bolge Spektrofotometrisi, 1. Tiirev Spektrofotometri ve Floresans Dedektorli—

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi yontemleri gelistirip validasyonlarini



gerceklestirmek ve daha sonra bu etkin maddesini igeren farmasotik preparatlarda

uygulamasini gerceklestirmektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Depresyon

Major depresyon, yogun iiziintli, umutsuzluk, karamsarlik, ilgisizlik, su¢luluk
duygusu, zihinsel yavaglama, konsantrasyon kaybi gibi belirtilere uykusuzluk/agiri
uyku, istahsizlik/asir1 istah, enerji ve libido azalmasinin yani sira normal gilinliik
aktivite ritmi, beden 1s1s1 ve pek ¢cok endokrin fonksiyon degisikliklerinin eslik ettigi

ciddi bir hastaliktir (Andrews ve Nemeroff, 1994; Kayaalp, 2002).

Major depresyon, yetenek bozukluguna sebep olan ve insan yasam kalitesini bozan
hastaliklarm basinda gelmektedir. Diinya Saghk Orgiitii, diinya ¢apinda en acil saglik
sorunlari siraladigi listesinde depresyonu dordiincli siraya koymustur. Yapilan
calismalarda depresyona bagl islev kayiplarinin, diyabet, hipertansiyon ve bobrek
yetmezligi gibi kronik hastaliklarla karsilastirilabilecek boyutlarda oldugu
gosterilmistir. Major depresif bozuklugun kadinlardaki yasam boyu yaygmlig: % 10—
25, erkeklerde ise % 5-12 arasindadir (Laird ve Benefield, 1995; Karabekiroglu,
2008). Bu fark erken erigkinlik doneminde ortaya ¢ikar. Kadin—erkek farki 35-40
yaslar1 arasinda en yiiksek seviyededir ve yaslilikta da devam etmektedir. Kadinlarda
major depresif bozukluk daha sik goriilmektedir. Bu goriilme sikligi biyolojik ve
psikososyal olaylarla (6rn. hormonal ve biyolojik farkliliklar, birden fazla sosyal
roliin getirdigi yiikk vb.) aciklanmaya calisilmistir. Ancak neden daha sik gorildigi
aciklamasi deneysel verilerle yapilmamistir. Yasam kalitesi bireyin yasamdan
bekledikleri ile elde ettikleri veya gerceklestirdikleri arasindaki farklilik diizeyi
olarak tanimlanabilir. Major depresyon hastalarinda yasam kalitesinin bozuldugu ile
ilgili cok sayida ¢alisma mevcuttur (Katon ve Sullivan, 1990; Andrews ve Nemeroff,

1994; Laird ve Benefield, 1995; Karabekiroglu, 2008; Aydemir vd., 2009).



2.2. Antidepresan flaclar

Depresyon olusma sebebi veya sebeplerine, uzun yillar boyunca yapilan ¢aligmalara
ragmen tam bir aciklik getirilememistir. En ¢ok kabul goren hipotez depresyonun
beynin monoaminlerinin islevsel yetersizliginden kaynaklandigini kabul etmektedir.
Ayrica depresyon tedavisinde kullanilan ilaglarin bir bigimde monoaminlerin
etkinligini artirmalar1 bu hipotezi desteklemektedir. Depresyonda eksikligi sz
konusu olan monoaminler, 5-hidroksitritamin (5HT, serotonin) ve noradrenalindir.
Dopamin eksikliginin depresyon olusumunda ¢ok fazla bir etkisinin oldugu
diisiiniilmemektedir. Yapilan calismalarda antidepresan etkinlik i¢in serotonerjik
aktivite artisinin gerekli oldugu, noradrenerjik aktivitenin antidepresan etkinin
stirekliligini sagladigl, dopaminin ise stimiilan etkiden sorumlu oldugu bildirilmistir

(Preskorn, 1994; Kayaalp, 2002; Masana et al.,2012).

Gliniimiizde depresyon tedavisinde kullanilan ilaglar etki mekanizmalarina gore,
trisiklik antidepresanlar, tetra/bi/mono/heterosiklik antidepresanlar, segici serotonin
“re—uptake" inhibitorleri (SSRI), segici seratonin-noradrenalin  "re—uptake"
inhibitorleri (SSNI) ve monoamin oksidaz inhibitorler1 olarak 5 grupta

siniflandirilabilmektedir (Kayaalp, 2002; Kirsch, 2010).

Tetrasiklik antidepresanlar, trisiklik antidepresanlarin ortak yan etkileri olan
konviilsiyon esigini diisiirme, antikolinerjik etkiler gosterme, yiiksek dozda daha
belirgin kardiyotoksisite ve hipotansiyon gibi sakincalarini ortadan kaldirmak tizere

gelistirilen ikinci kusak antidepresan ilaclardir (Gillman, 2007; Kirsch, 2010).

2.3. Mirtazapin

Tetrasiklik antidepresanlar grubundan olan mirtazapin major depresyon tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. Mirtazapinin etki mekanizmas1 iki sekilde agiklanmaktadir.
Bunlarin: 1- alfa—2 otoreseptorleri bloke ederek noradrenalin saliverilmesini ve

noradrenerjik iletiyi artirmak suretiyle 5—-HT salimimi artirarak, 2— 5-HT sinir



uclarindaki alfa—2 heteroreseptorleri bloke ederek ve noradrenalin tarafindan bu
reseptOrlerin uyarilmasini engelleyerek 5—HT salimimi artirmasi seklinde oldugu
diistintilmektedir. Mirtazapinin 5-HT2 ve 5-HT3 reseptorlerini bloke etmesi ve 5—
HTI1A agonisti gibi etki gdstermesi, antidepresan ve anksiyolitik etkisiyle birlikte
SSRI ’larin olusturdugu bazi yan etkilerin daha az ortaya ¢ikisini agiklayabilir.
Mirtazapinin anksiyolitik etkisinin antidepresan etkisinden bagimsiz olarak ortaya
¢iktig1 bildirilmektedir (Hartmann, 1999; Anderson, 2001; Gillman, 2007). Trisiklik
antidepresanlar kardiyotoksik, hipotansif, antikolinerjik ve epilepsi esigini diisiirme
gibi ciddi yan etkileri mevcuttur. Mirtazapinin alfa—1 adrenerjik, kolinerjik ve
dopaminerjik reseptorlere; trisiklik antidepresanlara gore daha diisiik derecede ilgisi
oldugu gosterilmistir. Bu 6zelligi mirtazapininin ortostatik hipotansiyon ve tasikardi
gibi adrenerjik; agiz kurulugu, bulanik gérme, konstipasyon gibi antikolinerjik veya
dopaminerjik yan etkilere diisiik derecede neden olmasii saglar (Hartmann, 1999;

Anderson, 2001; Ozcankaya ve Acar, 2001; Gillman, 2007).

2.3.1. Mirtazapinin fizikokimyasal 6zellikleri

Mirtazapin, (+)-1,2,3,4,10,14b-heksahidro—2— [11C]metilpirazino(2,1 a)pirido(2,3—
¢)(2)benzazepin seklinde kimyasal isimlendirilmesi yapilmaktadir ve C7H19N3 kapali
formiiliine sahiptir (Sekil 2.1). Mirtazapin, beyaz veya beyaza yakin higroskopik toz
olup, 265,35 g/mol molekiil kiitlesine, 114-116 °C erime noktasimna ve 7,1 pKa
degerine sahiptir. Mirtazapin suda az ¢Oziiniir, metanol ve kloroformda ise

¢ozliniirdiir (Anon., 2004; Foye et al., 2008).

N
N
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Sekil 2.1. Mirtazapinin kimyasal formiilii



2.3.2. Farmakolojik ozellikleri

Major depresyon tedavisinde kullanilan mirtazapin piperazinoazepinler grubundan
bir antideprasan ilagtir. Mirtazpin ile anhedoni, psikomotor inhibisyon, uyku
diizeninde bozulma (erken uyanma) ve kilo kaybi gibi semptomlar tedavi
edilebilmektedir. Ayrica, ilgi kaybi, intihar diisiincesi ve (aksamlar1 sabaha oranla
daha iyi) duygudurum degisikligi gibi septomlarin giderilmesinde de etkilidir. 1— 2
hafta icerisinde mirtazapin etkisini gostermeye baslar. Noradrenerjik o 2-0to ve
heteroreseptorlerini yiiksek afiniteyle bloke eder. Ayrica 5S-HT2 ve 5-HT3 serotonin
reseptorlerini de bloke etmektedir. o 2—oto reseptorlerin noradrenalin tarafindan
uyarilmasi, noradrenalin saliminin inhibisyonuna yol agar. Mirtazapin bu reseptorleri
bloke ederek noradrenerjik norotransmisyonu arttirir. Ayrica noradrenalinin
serotonerjik hiicreler iizerine etkileri ile de serotonerjik nérotransmisyon da uyarilir.
Mirtazapinin a 1-adrenerjik, kolinerjik ve dopaminerjik reseptorlere karsi afinitesi
cok distiktiir. Bu nedenle adrenerjik (ortostatik hipotansiyon, tasikardi),
antikolinerjik (agiz kurulugu, bulanik gérme, kabizlik) ve dopaminerjik yan etki
insidans1 ¢ok diisiiktiir. Ancak H1 histamin reseptorlerine karsi yiiksek afinitesi
olmasindan dolay1 sedasyon, uyku hali ve viicut agirliginda artis gibi yan etkilere
sebep olmaktadir. Ancak bu etkiler kisa siirede ortadan kalkabilmekte yani gecici
ozellige sahiptir. Bu etkilerin gecici olmasi, biiylik bir ihtimalle noradrenerjik
sistemin aracilik ettigi merkezi uyaniklik durumunun, antihistaminik etkiyle
baglantili sedasyonu dengelemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Anttila and

Leinonen, 2001; Kaya, 2006).

2.3.3. Farmakokinetik ozellikleri

Mirtazapin igeren tabletler oral yoldan alindiginda mirtazapin hizli bir sekilde emilir
ve biyoyararlanimi yaklasik % 50 dir. Iki saatte doruk plazma diizeyine ulasir. 15 ile
80 mg diizeyinde bir dozlama yapildiginda mirtazapin dogrusal bir farmakokinetik
ozellik gosterir. Gida alimi bu dagilima mindr diizeyde etki eder. Fakat

absorpsiyonda biiyiik bir etkiye sahip degildir. Mirtazapinin farmakokinetigi yasa ve



cinsiyete bagl olarak degismektedir. Mirtazapinin yarilanma omrii yaklasik olarak
20 ile 40 saat araliginda degisirken 4 ile 6 giinde sabit plazma diizeyine ulasilir ve
sonrasinda birikim gbézlenmez. Mirtazapinin farmakokinetigi yiiksek plazma
derisimleriyle sonug¢lanan enantiyoselektif oldugu gozlenmektedir. Eliminasyon
yarilanma 6mrii glinde tek doz uygulanmasini miimkiin kilar. Oral alimlarda alinan
dozun yaklasik % 100 ’ii dort giin igerisinde idrar (% 75) ve diski (% 15) ile atilir.
Biyotransformasyon demetilasyon ve ksidasyondur; konjugasyonla da metabolize
olmaktadir. 8-hidroksi metabolitinin olusumunda sitokrom P450 (CYP) 2D6 ve 1A2;
N-demetil ve n-oksit metabolitlerinin olusumunda ise CYP3A4 ’in roli
bulunmaktadir. Dimetil metaboliti farmakolojik olarak etkindir ve ana madde ile
benzer bir farmakokinetik profile sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bobrek veya
karaciger yetmezligi mirtazapin klerensini azaltabilir (Agargiin vd., 1998; Timmer
and Sitsen, 2000).

2.3.4. Farmakodinamik ézellikleri

Mirtazapin bir presinaptik alfa—2 antagonisti olup asil olarak noradrenerjik ve
serotonerjik ndrotransmisyonu artirir. Serotonerjik norotransmisyonun artmasi
ozellikle 5—HT; reseptorii araciligiyladir. Ciinkii mirtazapin postsinaptik serotonerjik
5-HT, ve 5-HTj3 anatgonistidir. Buna ilaveten, mirtazapin 5-HT1 reseptoriine zayif
bir afiniteye sahiptir ve ¢ok zayif muskarinik antikolinerjik olup histamin (Hj)
antagonist 6zellikleri gosterir. Mirtazapin genelde iyi tolere edilen etkili ve giivenilir
bir ilactir. Pratik olarak antikolinerjik aktivitesi yoktur ve terapotik dozlarda
kardiyovaskiiler sistem tizerine herhangi bir etki goriilmez (Fawcett and Barkin,
1998; Celikel et al., 2006; Danileviciute et al., 2009).

2.3.5. Mirtazapin etkin maddesine sahip farmasotik preparatlar

Tablo 2.1 ’de Tiirkiye ilag piyasasinda mirtazapin etkin maddesine sahip ilag listesi

verilmistir.



Tablo 2. 1. Mirtazapin etkin maddesine sahip ilag listesi

Ila¢ ismi Dozaj Sekli Doz
Remeron Oral Soliisyon 15mg/mL
Zestat Oral Cozelti 15 mg/mL
Minelza Film Tablet 30 mg
Mirtaron Film Tablet 30 mg
Redepra Film Tablet 30 mg
Remeron Film Tablet 30 mg
Remeron Film Tablet 45 mg
Velorin Film Tablet 30 mg
Zapix Film Tablet 30 mg
Zestat Agizda Eriyen Tablet 15 mg
Zestat Agizda Eriyen Tablet 30 mg
Zestat Agizda Eriyen Tablet 45 mg

2.4. Miratazpinle Tlgili Literatiir Ozeti

2.4.1. Biyolojik ortamlarda yapilan ¢calismalar

Maris et al., (1999) antidepresan ilag olan mirtazapin ve dimetil metabolitini insan
plazmasinda miktar tayini icin HPLC yontemini gelistirip valide etmislerdir. I¢
standart ile birlikte etkin madde ve metabolitini hekzan ile plazmadan ekstrakte
ettikten sonra fenil ters faz kolon kullanarak ayirimlar1 gergeklestirilmistir. Yontemin
LOQ degeri 0,5 ng/mL, giini¢i ve gilinler arast dogruluk degeri mirtazapin i¢in
%104,6—-117,7; metaboliti i¢in % 89,9-103,7; kesinlik degerinin ise % 6,8 ’in altinda
oldugu belirlenmistir.

Dodd et al., (2000) insan kan plazmasinda mirtazapinin iki enantiyomerinin analizi
icin HPLC yontemini gelistirmiglerdir. Islemler bos plazmaya mirtazapinin spayk
edilmesi seklinde gerceklestirilmistir. Mirtazapin plazma ortamindan CERTIFY
kolon kullanarak kati—faz ekstraksiyon ile ekstrakte edilmistir. Kromatografik

aymrimlar Chiralpak Ad kolonunda ve Ol¢limlerde 290 nm dalga boyunda



gerceklestirmiglerdir.  Yontemin 10 ng/mL ile 100 ng/mL derisim araliginda
dogrusal, varyans katsayisinin (+)mirtazapin i¢in % 16 ve % 5,5—(—)mirtazapin i¢inse
% 15 ile % 7,3 oldugu tespit edilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore yontemin klinik

caligmalara uygun oldugu sonucuna varmiglardir.

Romiguieres et al., (2002) toksikolojik bir ¢alisma amaciyla plazmada mirtazapin
miktar tayini igin RP-HPLC yo6ntemini gelistirip valide etmislerdir. Yontemin 50—
500 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu, dogruluk degerinin yiiksek oldugu,
giini¢i ve giinler aras1 varyans katsayisinin % 8,3 ’den kii¢lik oldugu, LOD degerini
20 ng/mL olarak belirlemislerdir. Hastalarda toksik olmayan degerlerinin

belirlenmesi isleminde gerceklestirilmistir.

Morgan et al., (2003) insan plazmasi ve serumunda mirtazapin ve onun N—dimetil
metaboliti ile normirtazapin miktar tayini i¢in floresans dedektorlic HPLC yontemini
gelistirmislerdir. Kromatografik ayirim Spherisorb S5 SCX kolonda pH ’1 6,7 ’ye
ayarlanmis amonyum perkloratli (50 mmol/L) metanol / su (95 + 5, h/h) olusan
hareketli faz ile gergeklestirilmistir. Mirtazapin ve normirtazapinin geri kazanim
degerleri sirasiyla % 79+2 ve % 6443 olarak tespit edilmistir. Her iki analit icin
yontemin 4 pg/mL ile 1000 pg/mL derisim araliginda dogrusal, LOD degerinin 0,5
pg/mL ve LOQ degerinin ise 1 pg/mL oldugu belirlenmistir. Analitlerin serum
ortaminda 10 ay stabil kadig1 tespit edilmistir.

Duverneuil et al., (2003) insan plazmasinda 11 en yaygmn olan trisiklik olmayan
antidepresanlar ve iki metaboliti (floksetin, norfloksetin, sertralin, paroksetin,
sitalopram, fluvoksamin, moklobemid, mirtazapin, milnasipran, tolokzaton,
venlafaksin, desmetil venlafaksin, ve viloksazin) insan plazmasinda miktar tayini ve
taramasi i¢in UV dedektorliit HPLC yontemi gelistirmislerdir. Plazmadan ilaglar sivi—
stvi ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmisdir. Kromatografik ayirim C18
kolonda, 1,0 mL/dk ’lik bir akis hizinda, pH 3,8 ’de asetonitril fosfat tampon
hareketli fazin gradient eliisyonla gergeklestirilmistir. Toplam analiz siiresi 18
dakikadir. Geri kazanim degerleri 11 bilesik i¢cin % 74-109 araliginda olup sadece

moklobemid % 59 ve toloksaton ise % 10 ’dan azdir. Yontem tiim bilesikler igin 25—
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1000 ng/mL derisim araliginda dogrusalliga sahiptir. LOD degeri toloksaton (10
ng/mL) hari¢ 2,5 ile 5 ng/mL arasinda degismistir. Giinici ve giinlerarasi analizlerde
kesinlik ve dogruluk iki derisim seviyelerinde incelenmistir (50 ve 500 ng/mL) ve %

87,2 -% 100,5 ve % 88,4 — % 100,5 olarak belirlenmistir.

Pistos et al., (2004) insan plazmasinda mirtazapin ve dimetilmirtazapin miktar tayini
i¢cin tandem kiitle spektroskopi dedektorlii HPLC yontemini gelistirip valide ettikten
sonra her iki madde icin farmakokinetik parametreleri belirlemislerdir. Insan
plazmasindan mirtazapin sivi—sivi ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilmistir.
Kromatografik ayirim ters faz C8 kolonda 0,80 mL/dk akis hizinda 0,01 M amonyum
format (pH=7,8) ve asetonitrilden (35:63, h/h) hareketli faz ile gergeklestirilmistir.
Yontemin her iki madde i¢in 0,10 ng/mL ile 200 ng/mL derisim araliginda dogrusal
oldugu, giini¢i ve giinler aras1 % BSS degerinin mirtazapin ve dimetilmirtazapin i¢in

sirastyla % 14,8 ve % 16,6 *dan kii¢lik oldugu belirlenmistir.

Mandrioli et al., (2006) insan plazmasinda spesifik serotonerjik antidepresan
ilaglardan olan mirtazapin ve onun iki metabolitinin (N—desmetilmirtazapin ve 8-
hidroksimirtazapin) miktar tayini igin floresans dedektorlii HPLC yontemini
gelistirmiglerdir. Calismada C8 kolon, % 75 sulu fosfat tamponu igeren pH ’1 3,0
olan trietilamin ve % 25 metanolden olusan hareketli faz, melatonin i¢ standardi ve
370 nm emisyon dalga boyu ve 290 nm absorbans dalga boyu parametreleri
kullanilmigtir.  Kalibrasyon egrisi mirtazapin i¢in  15-150 ng/mL, N-
desmetilmirtazapin ve 8-hidroksimirtazapin igin 2,5-75,0 ng/mL derisim
araliklarinda dogrusal oldugu, yontemin gézlenebilme smir1 (LOD) 1,25 ng/mL ve
miktar tayin sinir1 (LOQ) 2,5 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Kirchherr and Kiihn—Velten, (2006) mirtazapin etkin maddesinin de iginde
bulundugu kirk sekiz adet antidepresan ilacin tekli numune/iigclii enjeksiyon
yontemiyle insan serumunda HPLC-MS/MS yontemiyle miktar tayinlerini
gerceklestirmiglerdir. Calismada, 400 tandem kiitle spektrometri dedektorii, C8
kolon, izobarik kiitle fragmentleri, metanol-5 mM asetat tamponu (pH=3,9) ’den

olusan hareketli faz ve gradient eliisyon parametreleri kullanilmistir. Islem siiresi 8
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dakika olarak verilmektedir. Geri kazanim degerlerinin % 92 ile % 111 arasinda

oldugu tespit edilmistir.

Ptacek et al., (2008) insan plazmasinda mirtazapin miktar tayini i¢in floresans
dedektorlii ters faz HPLC yoOntemini gelistirmislerdir. Plazmadan sivi—Sivi
ekstraksiyon yoOntemiyle mirtazapin ekstrakte etmislerdir. Kromatografik ayirma
izokratik elisyonlu C18 kolonda gerceklestirilmistir. Zolpidem i¢ standardi
kullanilmistir. Giinigi kesinlik (% BBS) degeri % 5 den daha kiiciik ve LOQ degeri
1,5 ng/mL olarak bulunmustur.

Borges et al.,, (2012) i¢ standart olarak Ketiapin kullanarak insan plazmasinda
mirtazapin miktar tayini i¢in HPLC-ESI-MS/MS yontemini gelistirmislerdir.
Kormatografik ayirim toplam 1,8 dakikalik islem siiresinde CI18 kolonda
gerceklestirmislerdir. Yontemin 0,5 ng/mL ile 150 ng/mL derism araliginda dogrusal
ve miktar tayin simirinin 0,5 ng/mL oldugu tespit edilmistir. Daha sonra 30 mg tek
doz mirtazapin verilmis 31 goniilliide biyoyararlanim g¢aligmasini gergeklestirerek

farmakokinetik parametreleri belirlemislerdir.

Lavasani et al., (2014) insan plazmasinda antidepresant ilag olan mirtazapin ve iki
metaboliti olan N—desmetilmirtazapin ve 8-hidroksimirtazapinin miktar tayini i¢in
HPLC yontemini gelistirmislerdir. Calismada, C18 kolon, asetonitril—fosfat tamponu
(pH=3, 20:80, h/h) olusan hareketli faz, izokratik eliisyon, 2 mL/dk akis hiz1 ve
floresans dedektor (Aeks= 290 nm , Aem= 350 Nm) ’den olusan ¢alisma parametreleri
ve i¢ standart olarak zolpidem, ayrica plazmadan analitlerin ekstraksiyonu i¢in sivi—
sivt ekstraksiyon yontemini kullanmiglardir. Mirtazapin i¢in LOQ degeri 1 ng/mL,
N—desmetilmirtazapin ve 8-hidroksimirtazapin i¢inse 2 ng/mL olarak tespit
edilmistir.  Gelistirdikleri yontem ile saglikli goniillilerde mirtazapin ve

metabolitlerinin miktar tayinini gergeklestirmislerdir.
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2.4.2. Framasotik preparatlarda yapilan cahismalar

Karagen ve Altindz, (2000) UV-spektrofotometri, 1.- ve 2.- derece tiirev
spektrofotometri  yontemlerini  kullanarak ~ mirtazapin =~ miktar  tayinini
gerceklestirmislerdir. Dalga boyu araligi, ¢oziicliniin tipi, tiirevlendirme derecesi ve
tekrar sayisi gibi parametreleri optimize etmislerdir. UV, birinci—derece tiirev ve
ikinci—derece tiirev spektrofotometrik yontemlerinin ¢alismasinda, onun metanol
cozeltilerinde mirtazapin derisimi 225-360 nm dalga boyu aralifinda sirasiyla
yontemler 1-100, 2-100 ve 1-120 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu tespit
edilmistir. Gelistirilen yontemler ile tabletlerde mirtazapin miktar analizleri

gerceklestirilmistir.

Labat et al., (2002) tabletlerde mirtazapin miktar tayini i¢in spaktrofotometri,
spektroflorimetri, HPLC ve kapiler elektroforez (CZE) ’den olusan dort analitik
yontem gelistirmiglerdir. Tiim yontemlerde mirtazapin analizinden 6nce tabletlerden
mirtazapin basit bir ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmistir. Spektrofotometri
yontemi i¢in 315 nm dalga boyunda, HPLC ve CZE yontemleri i¢in ise 220 nm dalga
boylarinda yapilan ol¢iimlerde 5-25 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu
belirlenmistir. Spektroflorimetri yonteminde ise Ol¢imler 328 nm dalga boyunda
eksitasyon ve 415 nm dalga boyunda emisyon Olclimleri gerceklestirilmistir ve
yontemin 2-25 pg/mL  derisim araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir.
Validasyon caligmalarinda dort yontemin benzer sonuglar verdigi gorilmiistiir.

Tabletlerde mirtazapin miktar tayini dort yontem kullanilarak gergeklestirilmistir.

Dallet et al., (2002) bes adet SSRIs (fluvoksamin, floksetin, sertralin, paroksetin ve
sitalopram), iki adet SNaRIS (venlafaksin ve milnasipran), bir adet NaSSA
(mirtazapin) ve dort aktif metabolitler (norfloksetin, desmetilsitalopram,
desmetilvenlafaksin ve desmetilmirtazapin) birbirlerinden ayrilmasi igin UV
dedektorlii (225 nm) RP-LC yontemini gelistirmislerdir. Iki yeni nesil ters faz (RP)
kolon (Satisfaction RP 18 AB ve Satisfaction C8+) kullanilarak izokratik eliisyon ile



13

asetonitril-sulu tampondan olusan hareketli faz ile ayirimlar gergeklestirilmistir.

Degisik sicakliklar kullanilmstir.

Malfara et al., (2007) 10 adet trisiklik ve trisiklik olmayan (imipramin, amitriptilin,
klomipramin, floksetin, sertralin, paroksetin, sitalopram, mirtazapin, moklobemid ve
duloksetin) antidepresanlarin belirlenmesi i¢gin HPLC yontemini gelistirmislerdir.
Yontemin geri kazanim degerleri % 72 ile % 86 arasinda degistigi sadece
moklobemidin diisiikk geri kazanim degerine (% 59) sahip oldugu goézlenmistir.
Kromatografik ayirma UV dedektor (230 nm) ile izokratik kosullar altinda bir ters
faz select B kolonu kullanilarak 0,25 mol/L sodyum asetat tamponunun % 65 ’inden
(pH=4,5 ’de ) ve asetonitril / metanol (92:8, h/h) *iinde % 35 ’inden elde edilmis

hareketli faz kullanilarak gerceklestirilmistir. Herbir madde i¢in yontem full valide

edilmistir.

Rao and Raju, (2009) farmasoétik preparatlarda ve standart ¢cozeltilerde mirtazapin ile
iliskili maddelerin miktar tayini ve aymrmlar i¢in fotodiyot dedektorli HPLC
yontemini gelistirmis ve valide etmislerdir. Mirtazapin parcalanma {iriinilinii de i¢eren
alt1 adet safsizligi C8 kolonda % 0,3 trietilamin (pH=3,0)—asetonitril (78:22, h/h) 'den
olugan hareketli faz kullanilarak izokratik eliisyonla ayirmini saglamiglardir. Tim
calisilan analitlerin kromatografik davraniglarimi  farkli  bilesimlerde, farkl
sicakliklarda, farkli ¢oziicii sistemlerinde, tampon derisimlerinde ve pH degerlerinde
incelemislerdir. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinlik degerini (%BSS) % 0,98
degerinden kii¢iik ve geri kazanim degerinin % 95,54 ile % 102,22 arasinda

oldugunu belirlemislerdir.

Gondov and Petrkov, (2010) spesifik serotonergik antidepresan olan mirtazapin ve
mainserinenin farmasotik preparatlarda miktar tayini igin TLC—dansitometri
yontemini gelistirilip valide etmislerdir. Silikajelden olusan ince tabaka plaklar1 ve
hekzanizopropanol25amonyum (70+25+5, h/h/h) hareketli fazi kullanilmistir.

Yontem ICH kilavuzlarina gore valide edilmistir.
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Youssef, (2010) mirtazapin analizi i¢in birinci tlirev spektroflorimetrik yontemini
gelistirmistir. 0,1 M siilfiirik asit ortaminda 375—435 nm dalga boylarinda pikten pike
Olgtimler gerceklestirmistir. Yontemin 1 ile 400 ng/mL derisim araliginda (r=0,9999)
dogrusal, LOQ degerini 1,0 ng/mL ve LOD degerini de 0,2 ng/mL olarak tespit

etmistir. Mevcut yontemi ICH kilavuzuna gore valide etmistir.

Bhusari et al., (2011) antidepresan bir ilag olan mirtazapinin zorlanmis degradasyon
calismasinda RP-HPLC yontemini gelistirip valide etmislerdir. ICH kilavuzlarinda
verilen zorlanmis degradasyon parametreleri uygulanmistir. HPLC c¢aligma
parametreleri, C18 kolon, su—asetonitril (80:20, h/h) hareketli faz, 225 nm dalga
boyu ve 1 mL/dk akis hizidir. Optimize edilen HPLC sartlarinda alikonma zamani
8,43 dk ve geri kazanim degeri de % 101,37 olarak belirlenmistir.

Anand and Bansal, (2011) mirtazapin etkin maddesinin hidroliz, oksidasyon, kuru 1s1
ve fotoliz sartlarinda zorlanmis pargalanma c¢alismasini gergeklestirmislerdir.
Bozunma firtinleri ile ilact LC-MS ve LC-UV yontemleri ile analiz etmislerdir.
[lacin peroksit oksitleyici ortamda 37 °C de, hidrolitik ortamda 80 °C ’de ve termal
bozunma ortammda 50 °C ’de ayrica kuru ve alkali ortaminda stabil oldugu
belirlenmistir. Fotolitik kosullarda % 5 ’ten kiiciik bir oranda bozulmanin oldugu

gozlenmistir.

Ozdemir vd., (2012) miratazpinin farmasétik preparatlarda miktar tayini igin
spektrofotometrik yontem gelistirmiglerdir. Bu yoOntem mirtazapinin metiloranj
indikatorii arasinda sar1 renkli iyon ¢ifti kompleksi olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Iyon cifti kompleksi diklormetan ile ekstre edilmistir. Optimize
edilmis sartlar altinda olusan kompleksin 427 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verdigi tespit edilmistir. Mirtazapinin dogrusallik aralig1 2,5-12,5 pg/mL
olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin tabletlerde mirtazapin miktar tayininde

giivenle uygulanabilir oldugu bildirilmektedir.
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Benajeer et al., (2012) farmasotik preparatlarda ve standart ¢ozeltilerde mirtazapin
miktar tayini igin spektroskopik yontem gelistirmislerdir. Fosfat tampon ¢oziici
sisteminde 232 nm dalga boyunda mirtazapinin maksimum absorbans verdigi, 0,999
korelasyon sabitine sahip 5-30 pug/mL derisim araliginda Beer yasasina uydugu
belirlenmistir. Farmasotik preparatlarda mirtazapinin geri kazanim degeri %99,57—

%100,26 degerine sahip oldugu bulunmustur.

Bir bagka caligmada ise antidepresan bir ila¢ olan mirtazapin analizi i¢in voltametri
ve HPLC yontemi gelistirilip valide edilmistir. Siklik voltametri yonteminde, asidik
ortamda ilave bir dalga ve keskin bir oksidasyon piki gozlenmistir. Cam karbon
elektrot ile analizde 0,212 ve 26,54 pg/mL boron-doped diamond elektrot ile
analizde de 1,06 ve 26,54 pg/mL derisim araliklarinda dogrusallik gdzlenmistir.
Calisma sonuglarini test etmek i¢in de HPLC ile analizler gergeklestirilmistir. HPLC
sartlari, C18 kolon, metanol-su (30:70, h/h/; 15 mM o—fosforik asit iceren pH=3,0)
hareketli faz ve 25 °C sicaklik. HPLC galigma aralig1 1,0 ile 18,0 pg/mL olarak tespit
edilmistir (Agm et al., 2013).

Murthy et al., (2013) farmasoétik formiilasyonlar ve standart ¢ozeltilerde mirtazapin
miktar tayini i¢in iki basit ve duyarli ekstraktif goriiniir spektrofotometrik yontem
gelistirmis ve valide etmislerdir. Tropaeoline ooo (TPooo, A method) ve
Azokarmine-G (ACG, B method) isimlendirilen iki yontem uygulanmis ve sirasiyla
olusan kompleksler 480 nm ve 540 nm dalga boylarinda maksimum absorbans
gostermistir.  Gelistirilen yoOntemler ticari ilaglara uygulanmistir. Sonuglarin

tekrarlanabilir oldugu belirlenmistir.

Ravi et al.,, (2014) farmasotik preparatlarda ve standart ¢ozeltilerde mirtazapin
miktar tayini i¢in dort ekstraktif spektroskopi yontemini gelistirip valide etmislerdir.
Asidik ortamda bromkrezol mor (BCP), bromtimol mavisi (BTB), bromfenol mavisi
(BPB) ve bromkrezol yesili (BCG) ile mritazapinin kloroform ile ekstrakte
edilebilen iyon—¢ifti kompleksleri olusturularak spektroskopi ile analizleri
gerceklestirmiglerdir. Olusturulan kompleksler belirteglerin verildigi siraya gore 405

nm, 412 nm, 405 nm ve 417 nm dalga boylarinda maksimum absorbans
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gostermislerdir. BCG, BPB ve BTB ile olusturulan kompleksler 2,0 ile 25 pg/mL
derisim araliginda BCP ile olusturulan komleks de 2,5 ile 25 pg/mL derigim

araliginda dogrusallik gdstermistir.

Gurke et al., (2015) Mirtazapin etkin maddesinin de ig¢inde bulundugu ilaglarin
bitkilerde analizi i¢in SPE-HPLC-MS/MS yontemini gelistirip valide etmislerdir.

2.5. Spektroskopi

Elektromanyetik 1s1nmin madde ile etkilesmesi sonucu atom, molekiil veya iyon
elektronlariin bulunduklar1 enerji diizeyinden bir {ist enerji diizeyine gecisleri
sirasinda absorplanan veya uyarildiktan sonra geri donerken yayilan elektromanyetik
151n siddetinin Ol¢ililmesinde ve yorumlanmasinda kullanilan yonteme spektroskopi
denir. Madde tarafindan 1s1nin absorplanma esasina gore caligan sistemlere sogurma
(absorpsiyon) spektroskopisi denir. Madde iizerine gonderilen belirli dalga
boyundaki 1s1n absorplandiktan sonra daha biiyiik dalga boyunda 1sin olarak
yaymlanma esasina gore caligan sistemlere ise yaymmma (emisyon) spektroskopisi
denir. Elektromanyetik 1gimnin atomlar tarafindan sogrulmasi veya sogrulan i1gmlarin
yayimnmasini inceleyen spektroskopi tekniklerine Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi
veya Atomik Emisyon Spektroskopisi denir. Elektromanyetik 1sinlarin molekiiller
tarafindan sogrulmast ve yaymmasmi inceleyen tekniklere de Molekiiler
Spektroskopi denir. Isinlarin molekiiller tarafindan sogrulmasi ve yaymmasi
molekiildeki atomlarin tiirtine, diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiyiikliigline
vb. bagli oldugundan dolay1 spektroskopik yontemler maddelerin yapilarinin ve
stereokimyasal 6zelliklerinin bulunmasi, taninmasi ve saflik kontrolii gibi ¢ok genis
alanda kullanilmaktadir. Elektromanyetik 1g1mnin hem dalga hem de tanecik 6zelligi
bulunmaktadir. Bu 6zelliklerden yararlanarak cesitli teknikler tiiretilmistir (Skoog et.
al., 1998; Hollas, J.M., 2004). Gama 1sinlarindan Radyo dalgalarina kadar genis bir
dalga boyu araligina sahip 1sinlar madde {izerine gonderildiginde bu 1sinlardan

sadece belli dalga boylarinda bulunan isinlar madde tarafindan absorplanir. Bu
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Ozellikten yararlanarak maddenin yapisi ve derisimi belirlenebilmektedir (Skoog et.

al., 1998) .

Elektromanyetik 1s1may1 absorbe ederek en diisiik enerji diizeyinden (temel diizey)

uyarilmis diizeylere gegisleri Sekil 2.2 *de gosterilmistir.

T
PN
l -
‘.:W
Temel hal Uyartlrg hal

Sekil 2.2. Temel haldeki ve uyarilmis haldeki elektronlar

Spektrofotometrik Ol¢limler, madde {izerine gonderilen 151 siddeti (I,) madde
tarafindan 1s1n absorplandiktan sonra maddeden c¢ikan 15in siddeti (I) Olgiiliip

bunlardan gegcirgenlik (transmittans) ve absorbans degerlerinin belirlenmesi iizerine

olusturulmustur (Sekil 2.3).

_—
——-I—-' (74 I,
0

l——
/

Sekil 2.3. Numune {izerine gonderilen ve ¢ikan 1sin siddeti (I = 1s1nin numune iginde
aldig1 yoldur)
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Bir ¢ozelti iginden gecen 151n siddetindeki degisim, 1s1nin ¢ozelti iginde aldig1 yol ve
¢oOzeltinin derisimiyle logaritmik olarak ters orantilidir ve absorplanan 1sin miktar
ise dogru orantilidir. Bu 6zellik Lambert-Beer yasasi ile incelenmektedir. Lambert-

Beer yasasinin matematiksel olarak ifadesi Es. 2.1 ile verilmektedir.

l=1,.10°¢ (2.1)

Burada;

I = Numuneyi terk eden 151n siddeti

I, = Numune tizerine gonderilen 151n siddeti
€ = Molar absorplama katsayisi

C = Absorpsiyon yapan tiirlerin derisimi

| = Isin aldig1 yol

Esitlikten gegirgenlik T = Ii denklemi ile absorbans ise gegirgenligin ters isaretlisi
o

g

o

olarak A = 5 du. Buradan absorbans 4 = ii= £ C ’dir. Bu durumda bu esitlik

kisaca;
A=¢IC (2.2)

seklinde verilir ve bu esitlikten derisim kolaylikla hesaplanabilir (Skoog et. al., 1998;
Viggiano, 2006).

2.5.1. UV — Goriiniir bolge spektroskopisi

Madde iizerine gonderilen 1sinlardaki bazi dalga boylarinda olanlar madde tarafindan
absorplanir. Maddenin hangi dalga boylarindaki isinlar1 absorplayacagi kendine
Ozgiidiir. Bir maddenin absorplayacag 1s1n siddeti ise madde miktar ile orantilidir.
Bu o0zellikten yararlanarak nitel ve nicel analizler yapilabilmektedir. Bu amagla

madde {izerine ¢ok c¢esitli enerjilere sahip 1sinlar gonderilebilir. Madde ile etkilesen
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1s1n1in enerjisi degistiginde madde ile etkilesim mekanizmast da degisir. Buna bagl
olarak Ol¢lim tekniginin de deg8ismesi gerekir. Bu nedenle elektromanyetik
spektrumun timii icin Ol¢glim yapilabilecek tek bir cihazin bulunmasi miimkiin
degildir. Elektromanyetik spektrumun farkli bolgeleri i¢in farkli cihazlar kullanilir.
Dalga boyu 110 nm-1000 nm arasindaki UV ve gorlinlir bolge isinlan ile
caligilabilen cihazlara UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri denir. Hem organik,
hem de anorganik molekiiller UV ve goriinilir bélge 1sinlarini absorplarlar. Her iki
grup molekiilde de 151 absorpsiyonu elektron gegisi ile gerceklesmesine ragmen
etkilesim mekanizmalar1 farklidir. Organik molekiillerdeki absorpsiyon molekiil
orbital teorisine gore, anorganik molekiillerdeki absorpsiyon ise kristal alan teorisine

gore agiklanir (Skoog et. al., 1998; Viggiano, 2006; Giindiiz, 2007).

2.5.2. UV—-Gdriiniir bolge absorpsiyon spektrofotometreleri

Bir madde tizerine gonderilen 11nin madde tarafindan absorplanmasi ve yayinmasini
incelemek tiizere kullanilan cihazlara absorpsiyon spektrometresi veya emisyon
spektrometresi adi verilir. Sekil 2.4 *de verilen spektrofotometre diizeneginde 1s1n
kaynagi, dalga boyu secicisi ve dedektorden olusan kisimlar bulunmaktadir.
Dedektér maddeden c¢ikan isinlarin elektrik sinyaline ¢evrilmesini saglayan optik
sinyal bir kaydedicidir (Skoog et. al., 1998; Viggiano, 2006; Giindiiz, 2007; USP 37,
2014).

151K DALGA BOYU ORMNEK

] b —>| DEDEKTOR |—> T
KAYNAG SECICi KABI

Sekil 2.4. Bir spektrofotometrenin temel bilesenleri
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Bu dort ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrelerde 1s1n kaynagindan gelen
1sinlart toplamak, odaklamak, yansitmak, iki demete bolmek ve 6rnek {izerine belli
bir siddette gondermek amaciyla mercekler, aynalar, 1s1n boliiciileri, giris ve ¢ikis
araliklar1 (slit araligl) vardir. Cihazda 6rnekler kullanilan dalga boyu boélgesindeki
isinlart  gegiren maddeden yapilmis kuvarz kiivetlere konulup 1smn  yoluna

yerlestirilirler (Skoog et. al., 1998; Viggiano, 2006; USP 37, 2014).

=2

-

Sekil 2.5. UV-Goriintir alan spektrofotometresi

2.5.3. Isin kaynaklari

Spektroskopik ¢alismalarda, olgiimlerde kolayca belirlenebilecek ve oOlgiilebilecek
yeterli giigte 151n demetleri olusturan kisimlar 15in kaynaklaridir. Isin kaynaklarinin
tirettigi 1s1nlarin siddeti, belirli bir siire i¢inde sabit kalmalidir. Bu ylizden kaynaktan
sabit bir 151n giicii saglamak i¢in, potansiyelinin istenilen kararlilikta tutulmasi
gereklidir. Kaynaktan gelen 151n siddetini ¢ok iyi kontrol etmek yerine, ¢ift—1ginl
cihazlar1 kullanmak tavsiye edilir. Bu cihazlarda, numuneden gecen 1sinin siddeti,
kor numuneden gegen 1s1n siddeti ile mukayese edilir (Skoog et. al., 1998; Viggiano,
2006; Giindiiz, 2007; USP 37, 2014).

Sogurma cihazlarinda kullanilacak 151n kaynaklari, tayin ve 6l¢iim i¢in yeterli giicte
olmal1 ve siirekli, yani kullanilan bolgedeki biitiin dalga boylarinda 1s1in vermelidir.
UV bolge 1smlarmi elde etmek i¢in diigiik basingli hidrojen veya déteryum lamba
(D7) kullanilirken, goriiniir bolge 1sinlarini elde etmek i¢in de Tungsten lamba

(Wolfram, W) kullanilir. Tungsten lambalar 320-2500 nm araliginda siirekli bir
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spektrum verirler. Doteryum lambalar 180-375 nm araliginda siirekli spektrum
verirler. D, lambalarinin kullanim araligi Hp—lambalarin ki ile aynidir, fakat 1sin
siddeti daha yiiksek olup yaklasik {i¢ kat1 kadardir (Skoog et. al., 1998; Viggiano,
2006; Giindiiz, 2007).

2.5.4. Dalga boyu segiciler

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometrik calismalarda belli bir dalga boyunda
olusturulan 1sinlar madde {izerine gonderilerek analizler gerceklestirilir. Secilen
dalga boyu maksimum absorbansin oldugu aralikta ise duyarlilik artmis olur ve diger
dalga boylarinda sogurma yapan maddelerin girisimi engellenmis ve secimlilik
arttirllmis olur. Bu nedenle istenilen dalga boylu 1sinlari elde etmek i¢in filtreler ve
monokromatorlerden yaralanilir. Filtreler; renkli ¢ozeltiler, renkli camlar, cut off
(dalga boyu smirlayict filtreler), interferans (girisim) filtreleri  olup,
monokromatorler; optik aglar ve prizmalar seklinde smiflandirilabilir (Skoog et al.,

1998; Viggiano, 2006).

2.5.5. Ornek kaplar

Spektrofotometrelerde ¢alisilan bolgede 1sinlar1 absorplamayan ve gecgirgen ozellige
sahip maddelerden yapilmis numune kaplar1 kullanilir. Bunlara sel veya kiivet denir.
UV bolgesinde kuartzdan yapilmis kiivetler kullanilir. Bunlar 20 nm—-300 nm dalga
boyu araliginda kullanilirlar. Silikatten yapilmig cam kiivetler ise 350 nm—2000 nm
bolgesinde kullanilabilirler. Ogrenci laboratuvarlarinda gériiniir bolge calismalarinda
plastikten yapilmis kiivetler kullanilabilir. Kiivetler dikdortgenler prizmasi seklinde
olup en ¢ok kullanilanlarin genisligi 1 cm ’dir. Kiivetlerin 151n dogrultusundaki
yiizeyleri temiz olmalidir. Parmak izi gibi diger kirlilikler sonuglarda hatalarin
olusumuna sebebiyet verir ve tekrarlanabilir 6l¢iimler alinamaz (Skoog et. al., 1998;

Viggiano, 2006; Giindiiz, 2007).



22

2.5.6. Dedektorler

Spektrofotometrelerde genellikle foton ve termal dedektorler kullanilmaktadir. UV
ve gorliniir bolgede en ¢ok 1s1n enerjisini elektrik enerjisine ¢evirerek dl¢iim yapan
foton dedektorler kullanilmaktadir. Bu dedektorler tiim 1sinlar1 soguran aktif bir
yiizeye sahiptirler ve 1sinlar sogurulduktan sonra ya fotoelektronlar olusur ve
yayimlanir ya da elektronlar iletkenlik bantlarina gegirilerek fotoiletim olusur. Foton
dedektorleri; fotovoltaik piller, fototiipler, fotoiletken piller ve silisyum diyotlar
seklinde gruplanip incelenebilir. Ideal bir dedektor asagida verilen dzelliklere sahip
olmas1 gerekir (Skoog et. al., 1998; Giindiiz, 2007) :

Duyarlilig1 yiiksek olmali,

Sinyal/giiriiltii oran1 yiiksek olmali,

Genis bir dalga boyu araliginda spektral yanit1 sabit olmali,

Aydmlatma yokken ¢ikis sinyali en az olmali, yani dark akim kiigiik olmali,

Yanitlama stiresi kisa olmali,

NN N N N RN

Alman sinyal, 151n giicii ile dogru orantili olmalidir.

2.5.7. UV-Gdriiniir bolge spektroskopi yonteminin uygulama alanlari

UV—-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontemi cesitli analizlerde yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir. Bu alanlardan ikisi asagida verilmistir.

2.5.7.1. Nitel analiz

Bilinmeyen bir maddenin analizinde ilk 6nce madde saflastirildiktan sonra uygun bir
coziiciide ¢oziilerek spektrumu alinir. Alinan bu spektrum bilinen bilesiklerin aym
sartlarda alinmig spektrumlari ile karsilastirilir. Bu karsilastirmada birbiri ile uyum
gosteren spektrumdaki madde ile benzer madde oldugu sdylenebilir. Ayrica maddede

bulunan kromofor gruplarin vermis oldugu spektrumlardan yararlanarak maddenin
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yapist hakkinda yaklasik bir bilgi verilebilir. Bilinmeyen maddelerin yapis1 hakkinda
kesin bir bilgi bu yontem ile elde edilemez. Ciinkii molekiillerin absorpsiyon bantlari
oldukca genistir ve baz1 kromoforlarin absorpsiyon bantlar1 birbiri ile cakisabilir.
Ayrica molekiillerin UV-Goriintir Bolge absorpsiyon spektrumlarinda ¢ok az sayida
bant bulunur. Bu az sayida bandin birbiri ile karsilastirilarak karar verilmesi bazen

hatali sonuglara yol agabilir (Skoog et. al., 1998; Giindiiz, 2007).

2.5.7.2. Nicel analiz

Spektroskopik yontemler nicel analiz i¢in daha g¢ok kullanilan yontemlerdir ve
oldukga yararlt ve giiclii yontemlerdir. Spektroskopi yontemlerin klasik yontemlere
gore avantajli ve dezavantajli yanlar1 vardir. Bunlar (Skoog et. al., 1998; Giindiiz,
2007) :

* Sonuglar ¢abuk alindigindan dolay analiz siiresi kisadir.

» Dogruluk derecesi yliksektir. Cogunlukla analizlerdeki hata binde bir veya iki
civarindadir.

* Olduk¢a duyarli bir yontemdir. 108 M ’a kadar seyreltik ¢ozeltilerin
analizleri yapilabilir.

* Her maddenin kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu oldugu icin segiciligi
yiiksektir. Cogunlukla bir karistmdaki maddeler bir 6n ayirma islemine gerek
kalmaksizin analizleri yapilabilir.

* Hem organik hem de anorganik pek ¢ok molekiil UV—-Goriiniir Bolge

1sinlarin1 absorpladigindan uygulama alani genistir.

2.6. Tiirev Spektrofotometri Yontemi

Tiirev spektrofotometri, UV—-Goriinlir Bolge spektrumlarinin tiirevlerinin alinmasi
esasina dayali bir analiz yontemidir. Bu yontem genis bir uygulama alan1 bulmustur.
Bunun nedeni, tiirev spektrofotometri teknigi ile orijinal spektrumun egimleri

hakkinda bilgi vererek spektrumun omuz noktalart ile doniim noktalarinin daha
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belirgin hale gelmesinden dolayidir. Boylece bir bilesik daha kolay ve daha kesin
olarak tanimlanabilir. Yontemin dezavantaji ise, yiiksek tlirev derecelerinde S/G
oranin bozulmasi, pik sekillerinde bozulma ve doniim noktasi kaymasidir. Bu
nedenle uygulanacak tiirevin derecesi iyi secilmelidir (Anonim, 2005; Giindiiz, 2007;

Uddin, 2012).

2.6.1. Teorik temelleri

UV spektrumu, madde iizerine gonderilen 15181in dalga boylara karsi absorbans
degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilir. UV spektrum veya sifirinct derece
spektrum, A=f(A) fonksiyonudur. Bir fonksiyonu gosteren egrinin herhangi bir
noktasindaki tegetinin egimi, fonksiyonun bu noktadaki tiirevidir (dA/dA). Bu
fonksiyonun her noktasindaki tiirevi hesaplanabilir. Eger bu tiirev degerleri grafige
gegirilecek olursa "tiirev spektrumu" elde edilir ve 1°’den n’e kadar derecede tiirevi

alinabilir.

Sekil 2.6. ’da 0, 1, 2 ve 3. derece tiirev egrileri goriilmektedir. Tiirevlendirme islemi
ile spektrum daha ayrintili ve net bir goriiniim kazanir (Anonim, 2005; Giindiiz,

2007; Uddin, 2012).
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Orijinal Gauss egrisi tipindeki bir pike karsilik n. tiirevde n+1 tane maksimum ve
minimum abasorbans piklerine rastlanmaktadir. Yani birinci derece tiirev egrisinde
iki, ikinci derece tiirev egrisinde l¢, ligiincii derece tiirev egrisinde ise dort tane
maksimum ve minimum absorbans noktalar1 goriilmektedir (Sekil 2.7) (Akgiin,
2001). Teorik olarak tiirev absorbans degerleri ile bilesigin derisimi arasinda

asagidaki bagintilar mevcuttur (Anonim, 2005; Giindiiz, 2007; Uddin, 2012).

Sekil 2.7. Cesitli sekillerdeki Gauss Diyagramlariin tiirev spektrumlart (Akgiin,
2001). a. Gauss diyagraminin temel, 1, 2, 3, 4. Tirevleri; b.  Esit olmayan iki
Gauss diyagraminin temel spektrumu; c. Ust {iste ¢akismis ve esit olmayan iki Gauss
diyagraminin temel, 1, 2, 3, 4. Tiirevleri
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2.6.2. Tiirev spektroskopisi yonteminin uygulamalari

Tiirev spektrokopisi genellikle, a- ila¢ analizlerinde, b- ayni spektral bolgede
absorbsiyon yapan ilag karisimlarinin tayininde, c- etkin maddenin bozunma iiriinii
varhigindaki tayininde, d-bozucu etki yapan matriks bilesenlerinin varliginda etkin

maddenin tayininde uygulanmaktadir.

2.7. Kromatografi

Bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve miktar tayininin yapilmasi i¢in
yaygin olarak kullanilan analitik teknige kromatografi denir. Kromatografik
ayirimlarda sabit bir faz lizerinden hareketli bir faz yardimiyla gegirilen bilesenlerin
farkli yiiriime hizlarindan yararlanilarak ayirimlari saglanir. Sabit faz bir kolon igine
doldurulmus veya diiz bir ylizeye kaplanmis maddelerdir. Hareketli fazda numuneyi
sabit faz iizerinde yiirlimesini saglayan herhangi bir ¢6ziicii veya ¢oziicli karisimlar
olabildigi gibi gaz da olabilmektedir. Hareketli faz sivi olan kromatografi teknigine
sivi  kromatografisi, gaz olan kromatografi teknigine de gaz kromatografisi
denilmektedir. Kromatografi hem kalitatif amacli hem de kantitatif amagh

analizlerde kullanilmaktadir (Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).

Kromatografi 1906 yilinda Tswett isimli bilim adaminin yapmis oldugu ¢alismayla
bilim alanina ve bilimsel ¢aligmalara dahil edilmistir. Yapilan bu ¢alismada bilim
adam1 bitki yapraklarim1 petrol eterinde beklettikten sonra kalsiyum karbonat
doldurdugu bir kolon igerisinden bu ¢ozelti karisimint petrol eteri ile ylirtitmiistiir.
Bu yiiritme sonucunda kolonda renkli bantlar olustugu goriilmiistiir. Bundan dolay1
da renkli yazilim anlamina gelen kromatografi terimi kullanilmistir. Kroma renk
grafi yazilim yani renkli yazilim denilmektedir. 1938 yilinda ince tabaka
kromatografisi Tiirk asilli Rus arastiric1 Izmailov tarafindan kesfedilmis olup 1950
yilinda Stahl tarafindan pratikte kullanilis sekli ile tanitilmistir. 1941 yilinda Martin—
Synge kolon dagilma kromatografisi esaslarindan bahsetmis ve sivi—sivi

kromatografisi ortaya ¢ikmistir. Martin—James gaz—sivi kromatografisini gelistirmis



27

ve diger yontemlerden farkli olarak hareketli fazda gaz kullanilmis ve bu ¢alisma
1952 yilinda Nobel ddiiliine layik goriilmiistiir. 1967 yilinda Huber ve Hulsman adli
arastiricilar kolon teknolojisini gelistirerek yiiksek performansli pompa sistemleri ve
duyarli dedektorlerin kullanilmasi ile yiiksek performansli sivi kromatografisinin

temellerini ortaya atmiglardir (Dola and Jupille, 2012).

2.7.1. Kromatografinin simiflandirilmasi

Kromatografik yontemler, teorik (ayirma temel prensiplerine gore) siniflandirma ile
hareketli ve sivi faza gore smiflandirma olmak {izere iki sekilde simiflandirilabilir

(Hamilton and Sewell, 1982; Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).

A- Teorik Siniflandirma
a- Adsorpsiyon Kromatografisi
b- Dagilma (Paylasim) Kromatografisi
c- Iyon-Cifti Olusum Kromatografisi
d- Iyon Degistirme Kromatografisi
e- Eleme (Boyutlandirma) Kromatografisi
f-  Afinite Kromatografisi
B- Hareketli ve Sabit Faza Gore Smiflandirma
1. Hareketli Faz Gaz (Gaz Kromatografisi)
a- Sabit Faz Kat1 (Gaz—Kat1 Kromatografisi)
b- Sabit Faz Sivi (Gaz—S1vi Kromatografisi)
2. Hareketli Faz Siv1 (S1vi Kromatografisi)
a- Sabit Faz Diizlemsel
o Kagit Kromatografisi
e Ince Tabaka Kromatografisi
b- Sabit Faz Kolon Igerisinde
e Kati—S1vi Kromatografisi
e  Sivi—Si1vi Kromatografisi

e Iyon Degisim Kromatografisi
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e Boyutlandirma (Jel Filtrasyon ve Jel Gegirgenlik) Kromatografisi
e Bagil Faz Kromatografisi
e Afinite Kromatografisi

3. Hareketli Faz Siiper Kritik Akiskan (Siiper Kritik Akiskan Kromatografisi)

Kolon kromatografisinde, sabit faz bir kolonda (cam veya demir, gelik bir boru)
tutulur ve hareketli faz basing altinda bu sabit fazin arasindan ge¢gmeye zorlanir.
Diizlemsel kromatografide, sabit faz bir kagit veya diiz bir plaka ilizerine tutturulmus
silikajel veya aliiminadan olusmustur ve hareketli faz sabit faz tizerinden kapiler
etkisiyle veya yer cekimi etkisiyle hareket eder. Her iki kromatografinin de
dayandigi ilkeler aynidir. Bu tiirlerde kullanilan hareketli fazlar sirasiyla sivi, gaz ve
stiperkritik akigkandir. Sadece sivi kromatografi, hem kolonlarla hem de diiz
yiizeyler lizerinde gercgeklestirilebilir, gaz kromatografi ve siiperkritik akiskan

kromatografisi yalniz kolonlarda gergeklestirilebilir.

Eliisyon islemi bir kolondan stirekli taze ¢oziicli gegirerek ¢oziinmiis bilesenin sabit
faz boyunca hareket ettirilerek ayrilmasi ve kolon sonunda toplanmasidir. Kolondan
gecirilen hareketli faz, numuneyi kolonda hareket etmeye zorlar ve bu arada
numunenin hareketli faz ve sabit faz arasindaki farkli dagilma ve farkli yiirtime
hizlarindan yararlanarak ayirma gerceklestirilir. Fakat ¢oziinen madde hareketi
sadece hareketli fazda oldugu icin, ¢oziinen maddelerin kolonda gdg¢ ettigi ortalama
hiz1, onun hareketli fazda gec¢irdigi zaman ile orantilidir. Sabit fazin kuvvetle tuttugu
maddeler kolonu daha geg¢ terk ederler. Yiirtime hizlarinda meydana gelen farkliliklar
bir karisgimdaki bilesenlerin kolonu farkli zamanlarda terk etmesine sebep olur

(Hamilton and Sewell, 1982; Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).
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Harcketli faz

Dolgulu fe* _.
kolon &

Sekil 2.8. Bir kolon kromatografisinde A ve B bilesenlerinin ayrilma diyagrami

Sekil 2.8.’den goriilecegi gibi B, sabit faz tarafindan A ’ya gore daha kuvvetli
tutuldugu icin kolonda daha yavas yiirlimektedir. Kolonda asagiya dogru ilerleme
oldukca her iki madde arasindaki mesafe artacaktir. Sekilden goriildiigli gibi kolonu

ilk 6nce A bileseni daha sonra da B bileseni terk edecektir.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Gaz Kromatografisi (GC) gibi
kromatografi tiirlerinde kolonun ¢ikis kismina bir dedektor yerlestirildiginde gelen
maddenin ve dedektoriin ozelligine gore pikler elde edilir (Sekil 2.9). Calisma
sonucunda elde edilen grafige kromatogram adi verilir. Kromatogramlardan hem
nitel hem de nicel bilgiler elde edilir (Hamilton and Sewell, 1982; Skoog et al., 1998;
Giindiiz, 2007).
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Sekil 2.9. Kromatografik ayirma sonucu elde edilen bir kromatogram 6rnegi

2.7.2. Adsorbsiyon kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisinde diiz bir ylizey veya kolon icerisindeki kat1 destek
maddesi (sabit faz) yilizeyine karisimdaki bilesenlerin farkli tutunma (absorpsiyon)
hizlarindan yararlanarak ayrilmasi saglanan kromatografi tiiridiir. Sabit fazdaki
mevcut gozeneklerde maddenin farkli tutunma hizlari ile hareketli fazda ki farkh
¢oziinme hizlar birbirleriyle yarigma halindedir. Bu yarismada sabit fazda daha az
tutunan ve hareketli fazda daha fazla tutunan maddeler kolonu erken terk ederler.
Sabit fazda daha fazla tutunan hareketli fazda daha az ¢6ziinen maddeler ise kolonu
daha ge¢ terk ederler. Adsorban madde olarak silika ve aliimina kullanilir. Bu
maddeler polar oldugundan dolay1r polar bilesenler bu ylizeylere ilgi gosterir ve
dipol—dipol, dipol-indirgenmis dipol ve hidrojen bagi gibi etkilesmelerle geri
dontistimlii olarak yiizeyde tutulurlar. Polar maddeleri ayirmak ic¢in polar sabit faz,
apolar maddeleri ayirmak icin apolar sabit faz kullanilir. Bir maddenin tutunma giicii,
molekiildeki fonksiyonel grup tiirline ve sayisina baglidir (Hamilton and Sewell,

1982; Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).
2.7.3. Dagilma (paylasim) kromatografisi

Dagilma kromatografisi, kat1 bir destek ylizeyine tutturulmus sivi bir sabit faz ile sivi
hareketli faz arasinda karisimdaki maddelerin farkli ¢6ziinme hizlarindan
yararlanarak maddelerin ayrilmasinda kullanilan kromatografi teknigidir. Ayrilacak

maddeler her iki sivi fazda ¢oziinme oranlart farkli oldugundan dolayr dagilma
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katsayilar1 da farklidir. Dagilma katsay1 farkliliklarina gore karisimdaki maddeler
kolon igerisinde farkli hizlarda yiiriirler ve bu sekilde ayirma gerceklesir. Coziinen
madde kolonda sadece hareketli fazla tasindigindan, ortalama goc¢ hizi, ¢dziinen
maddelerin hareketli fazda gegirdigi zamanin sabit fazda gegirdigi zamana oranina
baglidir. Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan tiirler i¢in bu oran kiiciik, hareketli
fazda tutulma biiyiik ise ayn1 oran biiyiiktiir (Hamilton and Sewell, 1982; Skoog et
al., 1998; Giindiiz, 2007).

Dagilma kromatografisinde kati destek yiizeyine tutturulan sivi fazin farkh
tekniklerde tutturulmasindan dolayr sivi—sivi ve sivi—bagli faz kromatografi olmak
tizere iki smifa ayrilabilir. Sivi—sivi tekniginde sabit faz kati yiizeyine fiziksel
adsorpsiyonla ve bagli faz tekniginde ise kovalent kimyasal baglarla kati destek
lizerine tutturulur. Bagli faz dolgu maddeleri, fiziksel olarak ylizeye tutturulmus
dolgulara gore daha kararli olma gibi bir iistiinliige sahiptir. Yiizeye fiziksel olarak
tutturulan fonksiyonel gruplar zamanla hareketli fazda ¢6ziinerek siiriiklenebilir ve

etkisizlestirilebilir (Hamilton and Sewell, 1982; Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).

Dagilma kromatografisi sabit faz ile hareketli fazin polaritelerine gore normal faz ve

ters faz sivi kromatografisi olmak tizere ikiye ayrilir.

2.7.3.1. Normal faz s1ivi kromatografisi

Sabit faz polar hareketli faz ise apolar ise normal faz kromatografisi olarak
adlandirilir. Normal faz kolonlarda, kolon dolgu maddesi olarak silika veya aliimina
kullanilir. Hareketli faz olarak da hekzan, izo—propil, metilen kloriir, metil biitil eter,
kloroform ve bunlarin karigimlar1 gibi apolar ¢oziiciilerdir. Silika tizerine farkl
polaritelerdeki —-CN, -NO, ve —NH, gibi gruplar baglanarak farkli sabit fazlar elde
edilebilmektedir. Normal faz sivi kromatografisinde apolar bilesikler kolonu erken
terk ederken polar bilesikler kolonu daha ge¢ terk ederler (Hamilton and Sewell,

1982; Meyer, 1988; Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).
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2.7.3.2. Ters faz s1v1 kromatografisi

Ters faz kromatografisinde ise sabit faz apolar hareketli faz polardir. Sabit faz alkil
zincirlerinin kat1 destek ylizeyine baglanmasi ile iiretilmektedir. Bu tiir dolgu
maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon gruplar1 pargacik yilizeyine dik ve birbirine
paralel sekilde yerlestirilerek apolar bir yiizey elde edilmis olur. C8 veya daha kisa
zincirli hidrokarbonlar, siklohekzil ve fenil bagl sabit fazlar da kullanilmaktadir.
Fenil gruplart alkil gruplarina gore daha polardir. En sik kullanilan kolonlar ise oktil
(C18) veya oktadesil silan bagl dolgu maddeli olanlardir. Bu kromatografi tiiriinde
hareketli faz olarak su, metanol, asetonitril gibi polar ¢oziiciiler kullanilir. Ayirma
esnasinda polar maddeler kolonu ilk olarak terk ederken apolar maddeler sabit fazla
daha fazla etkilestikleri i¢in kolonu daha ge¢ terk ederler (Hamilton and Sewell,
1982; Meyer, 1988; Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).

Ters—faz sivi ve normal-faz sivi kromatografisinde maddenin polaritesine gore

ayrilma dereceleri Tablo 2.2 *de verilmistir.

Tablo 2. 2. Normal faz ve ters faz sivi kromatografisinde polariteye gore ayrilmalar

Normal-faz Ters—faz
Sabit Faz Polaritesi Yiiksek Diisiik
Hareketli Faz Polaritesi Diistik Yiiksek

Eliisyon siras1 Az polar 6nce Polar dnce
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2.7.4. Tyon cifti kromatografisi

Iyonik bilesiklerin ayrilmasi ve analizinde kullanilan iyon ¢ifti (veya eslesmis iyon)
kromatografi teknigi bir tiir ters faz dagilma kromatografisidir. Sabit faz tayini
yapilacak iyonik bilesikle zit yiiklii karsit iyondan olusan iyonik bir bilesiktir.
Hareketli faz ise metanol ve asetonitril gibi bir organik ¢oziicli i¢eren sulu tampon
cozeltisidir. Sabit fazdaki karsit iyon analitle (iyonik bilesik) birleserek sabit faz
yiizeyinde alikonulabilen nétral iyon ¢ifti olusturur. Iyon c¢ifti giiclerine gére
maddeler kolonu erken veya ge¢ terk ederler (Krstulovic and Brown, 1982; Basci

vd., 1998).

Dagilma kromatografisi yontemiyle iyonlagabilen maddelerin ayrilmasinda sorunlar
yasanabilmektedir. Bundan dolayr hareketli fazin pH ’smin degistirilmesi ve
denetlenmesiyle sulu ortamda iyonlasabilen bu maddelerin ters faz kolonla ayrimlari
saglanabilir. Bu isleme de iyon bastirma denir ve hareketli faz pH ’s1 analitin pKa
degerine yakin oldugunda pH ’da yapilan kiigiik degisiklikler alikonma siiresinde
biiyiik degisikliklere yol agabilir. Iyon bastirma teknigi, analitin kuvvetli asidik (pKa
< 3) ve kuvvetli bazik (pKa > 8) oldugu kosullarda uygulanir. Ayrica, hareketli faza,
karst iyon adi verilen maddeler eklenerek kromatografik ayirim daha da
tyilestirebilmektedir. Hareketli faza eklenen iyon; ya iyon ¢ifti olusturarak ya da
ayrilan madde ile kromatografik etkilesme iginde yarisarak veya dolgu maddesindeki
silanol uglarmi dinamik olarak kapatarak kromatografik ayirimi gerceklestirebilirler.
Bazi durumlarda, hareketli faza iyon ¢ifti olusturucu madde eklemek kromatografik
ayrimi saglayacak tek yoldur (Krstulovic and Brown, 1982; Basci vd., 1998; Skoog
et al., 1998; Giindiiz, 2007).
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Tablo 2. 3. Iyon—Cifti Kromatografisi tipleri ve uygulama alanlar

Karsi iyon tipi Uygulamasi

Kuvvetli asitler, siilfolanmis boyalar,
Kuaterner aminler (tetraetil, tetrametil, karboksilik asitler, hidrokortizon ve
trimetilamonyum) tuzlar
Bis-(2-etilhegzil) fosfat Fenoller
Tersiyer aminler (trietilamin) Stlfonatlar, karboksilik asitler

Kuvvetli ve zayif bazlar,
benzalkonyum tuzlari,
katekolaminler, peptidler, opium
alkoloidleri

Alkil siilfonik asitler (metan, pentan,
hegzan, heptan veya hegzan
siilfonik asit)

Genis bir pH araliginda aminler,

Perklorik asit peptidlerle giiclii iyon ¢ifti olusumu

Alkil siilfonatlar (oktil, desil, dodesil) Siilfonik asit benzeri etki

2.7.5. Tyon degistirme kromatografisi

Sabit faz lizerinde bulunan degistirilebilir katyon veya anyon gruplartyla numunedeki
katyon veya anyonlarin esdeger miktarlarda karsilikli yer degistirmesi esasina gore
yapilan ayirma teknigine iyon degistirme kromatografisi denir. Iyon degistirme
kromatografisi, kullanilan iyon degistiricilerin anyon veya katyon degistirmesine
gore sirastyla anyon degistirme kromatografisi ve katyon degistirme kromatografisi
olarak adlandirilir. Anyon degistirme kromatografisinde, sabit faz {izerine kovalent
bagli iyonlar pozitif yiliklidiir ve kendisine hareketli bir anyon baghdir. Kolon
igerisinden numune gegerken negatif yiiklii iyonlar1 sabit faz kendine dogru ¢eker ve
cozeltideki anyonlar ayrilir, sadece katyonlar kolondan ayrilir. Sabit faz iizerine
baglanan anyonlar OH  ve CI° gibi iyonik giicii ayarlanmis anyonik c¢ozeltiler
gecirilerek ayrilmasi saglanir. Katyon degistirme kromatografisinde ise benzer
sekilde katyonlarm ayrilmasi saglanir. Iyon degistirici dolgu maddeleri silika iizerine

iyonik fonksiyonel gruplarin baglanmasiyla elde edilir. Iyon degistirme
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mekanizmasinda hareketli fazin pH ’s1 ve iyonik giici alikonma siiresi tizerinde,
hareketli fazin organik ¢oziicii igerigine oranla daha fazla etkilidir. Ayrilacak madde
ile sabit faz arasinda ne kadar kuvvetli bag ve elektrostatik ¢ekim olusursa alikonma

o kadar gii¢lii olur (Skoog et al., 1999; Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).

2.7.6. Eleme (boyutlandirma) kromatografisi

Jel Gegirgenlik veya Jel Filtrasyon adi verilen boyutlandirma (eleme) kromatografisi
ozellikle yiiksek mol kiitleli maddelerin ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir.
Boyutlandirma kromatografisinde dolgu maddeleri, ¢oziinen madde ve c¢oziicii
molekiillerinin igine difiizlenebilecegi diizgiin bir gdzenek ag1 iceren kii¢iik boyutlu
partikiillerden olusmustur. Kiiglik boyutlu molekiiller gozenekler igine girerken
biiylik molekiiller gézenekler icerisine giremezler ve kolonu hizla terk ederler. Bu
sekilde karisim icerisindeki maddeler molekiil biiyiikliigline goére ayrilmis olurlar.
Kiigiik molekiiller porlart dolduran hareketli faza diflize olurlar. Bunlarin ortalama
hizlart porlarda gecirdikleri zamana baglidir. Orta biiylikliikteki molekiiller ise
sadece bazi porlara diflize olurlar, bu nedenle ortalama bir hizla hareket ederler.
Dolgu maddesinin gozenek biiylikliigii ve numunede bulunan molekiillerin boyutu
alikonma siiresini etkiler. Eleme kromatografisi genellikle polimerleri ayirmak icin
kullanilir. Alikkonma zamani ile molekiil agirligi arasinda cizilen grafikten bir
polimerin molekiil agirlik dagilimi bulunabilir (Skoog et al., 1999; Snyder et al.,
1988; Giindiiz, 2007).

2.7.7. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, enzim ve hormon gibi spesifik proteinlerin saflastirilmasinda
kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte kolon dolgu maddesine dekstran, poliakrilamid
ve seliiloz gibi spesifik bir protein ile kompleks yapabilen bir ligand baglanmistir.
Kolon igerisinden spesifik protein gecerken ligand ile kompleks yaparak tutunur.

Kompleks yapanlar kolonda kalirken kompleks yapmayan proteinler kolonu terk
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ederler. Bagl protein daha sonra pH ’1 degisen tuz ¢ozeltileri veya ligand ilavesi ile
kolondan ayrilirlar. (Skoog et al., 1998; Giindiiz, 2007).

2.8.  Kromatografi Temel Parametreleri

2.8.1. Alikkonma zamam ve kapasite faktorii

Numunenin enjeksiyonundan sonra dedektore ulasmasi i¢in gecen zamana alikonma
zamant denir (tr). Alikonma zamani terimi yerine alikonma hacmi de kullanilir. Bir
maddenin alikonma hacmi (Vg) bir bilesenin sabit fazdan eliie olmas1 i¢in gerekli
olan hareketli faz hacmi olup alikonma zamani ve hacimsel akis hizindan (F)

hesaplanabilir.

VR = tRF (23)

Alikonma hacmi temel kromatografik parametre olan dagilim katsayis1 K ile

asagidaki esitlik geregi dogrudan iligkilidir.

VR =Vp + KV, (2.4)

Vm: Kolondaki hareketli faz hacmi

V,: Kolondaki sabit faz hacmidir.

Dagilim katsayist (K) ise; analitin sabit fazdaki molar derisiminin (Cs) hareketli

fazdaki derisimine (Cy) oranidir.

K=Cs/Cnm (25)

Bir maddenin alikonma hacmi, 6li hacim (Vp) terimini igerecek bigimde de

tanimlanabilir. Kapasite faktorii (k') olarak bilinen bu kavram Es. 2.6 ’de verilmistir:
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k"= (tgr —to) / to (2.6)

bi¢iminde yazilabilir (Sekil 2.10).

Vi veya ty

E

Dedektbr Cevab

VYoveva ta
A

f

Hacim veya Zaman

Sekil 2.10. Kapasite faktoriiniin hesaplanmasi

Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir ve uygun bir hareketli faz—sabit faz
cifti segildiginde belirli bir karisimdaki her bir bilesen i¢in farkli kapasite faktorii
degerleri elde edilir. yi bir ayrim icin kapasite faktdriiniin 1-10 arasinda olmasi
istenir. Hesaplanan k' < 1 ise maddenin kolonda ¢ok az tutundugu, k" > 10 ise
maddenin kolonda ¢ok fazla tutunarak analiz siiresini asir1 uzattig1 diisiiniiliir (Skoog

et al., 1999; Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).

2.8.2. Secicilik

Iki maddeye ait kapasite faktorii oram segicilik (o) veya aymrm faktorii olarak

adlandirilir ve agagidaki esitlikle verilir.

a=k'/k'1 = (trz - to) / (trl - to) (27)

Bu esitlikte, k'; kisa alikonma zamanli maddenin, k', ise daha uzun alikonma zamanli

maddenin kapasite faktorii olarak tanimlanmistir. Segicilik, esas olarak sabit faz
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ozelliklerine baghdir ancak hareketli faz bilesimi de seciciligi etkiler. Deneysel
calismada iki pikin segiciliginin 1’den biiyiik olmasi beklenir (Skoog et al., 1999;
Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).

2.8.3. Kolon etkinligi

Kolon etkinligi, pik genisligi ile ilgilidir. Etkinligi yiiksek olan kolonlar, dar pikler
verirler ve bu kolonlarla maddeleri ayirmak daha kolaydir. Basarili bir
kromatografinin asil amaci dar bir kromatografik bant dolayisiyla yiiksek bir
ayiricilik elde etmektir. Kromatografik kolon etkinliginin nicel bir Slgiisii olarak,
birbiriyle ilgili iki terim kullanilmaktadir. Bunlar, teorik tabaka yiiksekligi H ve
teorik tabaka sayis1 N ’dir. Bu iki terim arasinda Es. 2.8 *deki bagint1 vardir.

N=L/H (2.8)

L: Kolon dolgu uzunlugu

Kromatografik kolonun etkinligi teorik tabaka sayis1 arttikga ve teorik tabaka
yiiksekligi azaldikga artar. Kolon tipi ve boyutu, hareketli faz bilesimi ve akis hizina
bagli olarak kolon etkinligi degismektedir.

Teorik tabaka sayisini elde edebilmek i¢in agsagidaki formiil kullanilabilir:

N= 16 (ts / w)? (2.9)

tr: Alikonma zamani

w: Pik zemin genigligi (Pik ytliksekliginin % 10 'undaki genisligidir).
Pik genisliginin Ol¢iilmesinde karsilasilacak hatalardan kaginmak i¢in N degeri
hesaplamada baska bir secenek, w1, yani yart ylikseklikteki pik genisligi degeri

kullanilmaktadir.

N=5.54 (tr/ Wi5) (2.10)
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2.8.4. Rezolusyon

Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢0ziicii etkinliginin ortak etkisi
rezolusyon kavramiyla ifade edilir. Rezolusyon (R), genel olarak asagidaki esitlikle

verilmektedir:

R=2(tra—tRre)/ (W +Wy) (2.11)

Kromatografik analizler i¢in iki pikin birbirinden tamamen ayrildigr R > 1,5 degeri

en uygun ayiriciliktir.

Genel olarak secicilik arttik¢a ayiriciligin da artmasi beklenir. Fakat belli bir segicilik
degerinden sonra toplam ayiricilikta gergek bir iyilesme olmadan farkli alikonma
stirelerine sahip madde pikleri elde edilebilir. Kromatografik ayirimin basari ile
gerceklesmesi i¢in a > 1 olmalidir, a = 1 oldugunda iki bilesik ayrilamaz. Segicilik,
hareketli ve sabit fazin bilesimi ile degisir. Birbirine yakin piklerde segicilik 1°e

yakindir.

2.8.5. HarekKetli faz bilesiminin ayirima etkisi

Siv1 kromatografisinde 1yi bir ayirim elde edebilmek i¢in uygun bir ¢oziicii ¢ifti
secmek gerekmektedir. Coziicli veya ¢oziicii karigimi ayrilan maddenin kapasite
faktoriinii degistirmektedir. ki veya daha fazla sayida madde aym kapasite faktorii
ile ayrilirsa hareketli fazin seciciligi iy1 degildir ve birbirinden farkli olacak sekilde
¢Oziicii veya c¢oziicii oranlart degistirilmelidir. Hareketli faz cozeltilerine ayirim
kalitesini arttirmak amaciyla ilave edilen maddelere diizenleyici denilmektedir. Ters
faz sivi kromatografisi hareketli fazlari genellikle su ve organik ¢doziicii
karisimlarindan olugmaktadir. Organik diizenleyici olarak kismen diisiik polariteli
metanol, asetonitril ve tetrahidrofuran gibi c¢oziiciiler kullamilir. Segiciligin
tyilestirilmesi i¢in kullanilabilecek ¢oziicii sayisi smirli olmasina ragmen bazi

kosullarda organik diizenleyici tipi degistirilerek yeterli segicilik elde edilebilir. Ters
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faz tekniginde diizenleyici olarak tamponlar da kullanilir. Hareketli fazin pH’si
dikkatlice ayarlanarak zayif asit ve bazlarin segiciligi optimize edilebilir. Bazik
numunelerde piklerdeki kuyruklanmayi azaltmak amaciyla hareketli faza iyon ¢ifti
reaktifi trietilamin, silfonik asit tiirevleri asit ilave edilerek ikincil mekanizmalar
yardimiyla diizenleyici olarak kullanilabilirler (Skoog et al., 1999; Snyder et al.,
1988; Giindiiz, 2007).

2.9. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek  Performansli  Sivi  Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) ayirma, teshis ve tayin islemlerinde en ¢ok kullanilan bir
kromatografi teknigidir. Kromatografik ayirimin etkinligi, sabit fazdaki tanecik
capinin ve kolon ¢apinin kiiciiltiilmesi ile artmaktadir. Sabit fazin tanecik yapisinin
ve kolon boyutlarinin kiigiilmesi ile iiretilen kolonlar igerisinden sivi fazin hareket
etmesi i¢in yiiksek basing uygulamak gerekmektedir. Bu tiir kolonlarda yiiksek
basing altinda (100400 atm) gerceklestirilen kromatografi tiiriine yiiksek basingli
kromatografi denilmektedir. Ilk zamanlar yiiksek basing sivi kromatografisi
denilmistir. Gilinlimiizde ayirmada ve kullanilan tekniklerde biiyilik ilerleme
oldugundan  dolayr  yiikksek  performansli  sivi  kromatografisi  olarak
adlandirilmaktadir. Yiiksek performans, yiiksek hiz ve yiiksek ayiriciligi ifade eder.
Yontemin bu kadar yaygin olmasimin sebepleri; duyarlilii, dogrulugu, nicel
analizlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla
kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasima uygun olmasi ve hepsinden de 6nemlisi
sanayinin, bircok bilim dalimin ve halkin ilgilendigi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilir olmasidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; amino asitler, proteinler,
niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbohidratlar, ilaglar, metal—organik tiirler ve ¢esitli
inorganik bilesikler sayilabilir (Hamilton and Sewell, 1982; Meyer, 1988;
Bidlingmeyer, 1992; Lindsay, 1992; Adamovics, 1997; Giindiiz, 2007).
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2.10. HPLC Cihaz1 Boliimleri

Bir HPLC cihazi, ¢oziicii (hareketli faz) haznesi, pompa, enjektor, kolon, dedektor ve

kaydediciden olusur (Sekil 2.11.).

Basinci ayarh
helyum kaynagi ——

Cikis kontrol vanasi A

o L L = L

s L_,l d
Puls giderici & o
—~—— Giris l r—D:l_,,,
| kontrol Bosaltma
L l i vanasi rx vanasi
i |
EES
Sinnga
Cozaca orant ayar muslugu / \
! — R ——
<—Dedektsre e —- . | [,._.., —l T S 1 . . —!
Kolon RESL S Basing ~ Basinc Filtre
| transduseri duzenleyicisi

Enjeksiyon vanasi

Sekil 2.11. HPLC cihazinin sematik gdsterimi

2.10.1. Coziicii (hareketli faz) hazneleri

Bir HPLC cihazinda hareketli fazin bulundugu sisteme ¢oziicli hazneleri denir.
Bunlar cam veya ¢elikten yapilmis her biri 200-1000 mL hacme sahip bir, iki, ii¢
veya dort adet olabilmektedir. Hazneler kismi kolonda veya dedektor sisteminde
bozucu etkilere neden olan ¢ozlinmiis gazlarin (6zellikle oksijen ve azot) giderilmesi
icin degazer (gaz giderici) adi verilen bir bolim ile donatilmigtir. Hareketli fazin
cithaza verilmeden Once siiziilmesi ve ¢ozlinmiis gazlarin giderilmesi gerekir. Siizme

islemi i¢in 0,45-0,6 um ¢apinda membran veya teflon filtreler kullanilmaktadir.

Ayirma islemlerinde sabit tek bir bilesimde ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirmalara
izokratik eliisyon ve sisteme gonderilen hareketli faz bilesiminin zamanla stirekli

veya kesikli olarak degistirilmesi ile yapilan ayirma islemine de gradient eliisyon
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denir. Gradient eliisyon da hareketli faz sisteme verilmeye basladiktan sonra ¢oziicii
oranlar1 belli bir programa gore, bazen siirekli olarak, bazen de bir seri basamaklar

seklinde degistirilir (Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).
2.10.2. Pompalar

Bir HPLC sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akisini

saglamaktir. Bir HPLC pompasinda bulunmasi gerekli sartlar sunlardir:

v 400 atm ’e kadar basing liretmeli,
v' Puls igermeyen basing ¢ikist olmali,

v 0,1-10 mL/dk araliginda akis hiz1 saglayabilmeli,

v" % 0,5 veya daha iyi bir tekrarlanabilirlikle akis kontrolii yapilabilmeli,
v Korozyona dayanikli pargalardan tiretilmis olmalidir.

Akisin sabit ve deneylerin tekrarlanabilir olmasi i¢in hareketli fazin pompalanma hizi

sabit olmalidir (Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).
2.10.3. Enjektorler

Numunenin sisteme verildigi bdlme numune enjeksiyon kismi diye adlandirilir.
Analizlerinde, numunenin kolon dolgu maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligi
Olctimlerin kesinligini belirleyen faktordiir. Asirt numune yiiklemesi yapildiginda
kolonlarda bant genislemesi goriiliir. Bu da kesinligi etkiler. Bundan dolayi
kullanilan numune hacminin ¢ok kii¢iik olmasi ve sistemin basincimi diisiirmeden
numunenin sisteme giriginin saglanmasi gereklidir. HPLC enjektorleri ikiye ayrilir

(Hamilton and Sewell, 1982; Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).

1. Manuel enjektorler: Bu sistemlerde bir enjektor vasitasiyla calisanin sisteme
numuneyi enjekte etme seklidir. Bu tiir sistemlerde tekrarlanabilirlik diisiiktiir.
Ciinki kisi stirekli ayn1 hizda numuneyi sisteme yiiklemesi gereklidir. Bu da kisinin

anlik durumlarina gore zor olmaktadir.
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2. Otomatik enjektorler: Bu sistemlerde ise numune ortama otomatik olarak
verilmektedir. Programlanabilen otomatik enjeksiyon sistemleri ile numune
“loop”unu doldurmak i¢in hassas bir motor ile hareket ettirilen siringalar kullanilir.
Enjektorle ¢ekilen hacim kontrol edilerek istenilen miktarda numune sisteme enjekte
edilir. Kiiciik miktarlardaki numune enjeksiyonlar1 gerceklestirilebilmekte ve
numune kayiplar1 en diisiik miktarda olmaktadir. Istenilen sayida enjeksiyonu pes

pese yapmakta miimkiindiir.

2.10.4. Kolonlar

Sabit fazin i¢ine dolduruldugu 2-5 mm i¢ capli, 5-30 cm boylarinda paslanmaz
celikten yapilmis borular HPLC kolonu olarak adlanmaktadir. Sabit faz tanecik
caplart ise 3—10 um arasinda degismektedir. Film dolgular ve gozenekli dolgular
olmak {iizere kolon dolgu maddeleri ikiye ayrilmaktadir. Film dolgular, gdzenekli
olmayan cam veya polimer tanelerinden olusur. Yiizeylerine de gozenekli yapida
silika, aliimina veya iyon degistirici re¢ineden olusan ince bir gozenekli film
kaplanmaktadir. Gozenekli dolgulu kolonlar ise silika, aliimina ve iyon degistirici
regineden TUretilirler. En ¢ok kullanilan dolgu maddesi de silikadir. Dagilma
prensibine gore ayirimlarda kullanilan kolonlarin {iretiminde ise silika ylizeyine
kimyasal veya fiziksel olarak ince organik bir film kaplanir. En ¢ok kullanilan,
klorodimetilsilanlarin yiizey silanol gruplari ile reaksiyonudur. Ters faz sivi
kromatografisi i¢in kullanilan ¢esitli alkil ve substitiie alkil silikalarda bu yolla elde

edilir.

Guard (On) Kolon: Analitik kolonun kullanim 6mriinii arttirmak amaciyla, analitik
kolondan 6nce genellikle kisa bir kolon yerlestirilir. Bu kolonlara Guard (6n) kolon
denilmektedir. Bu kolonlar1 kullanmanin amaci ¢oziicii icerisindeki partikiil haldeki
maddeleri ve yabanct maddeleri tutmak, ayrica numune i¢inde bulunan ve sabit faza
tersinmez olarak baglanabilecek bilesenleri de tutarak ortamdan uzaklastirmaktir. Bu
on kolonlar ek olarak hareketli faz1 sabit fazla doyurarak analitik kolonda hareketli

fazin sabit fazi siiriklemesini en aza indirmektir.



44

Sivi kromatografisinde kolon sicakliginin kontrolii de énemli konular arasindadir.
Ozellikle ters faz ve iyon degistirme kromatografisinde sicakligm alikonma
zamanina ve tekrarlanabilirlige etkisi mevcuttur. Birgok HPLC cihazinda kolon
sicakligini oda sicakligindan 60 °C ’ye kadar degisen sicakliklarda kontrol etmek igin
kolon firm1 mevcuttur (Horvath et al., 1977; Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).

2.10.5. Dedektorler

HPLC sisteminin en énemli pargalarindan birisi detektorlerdir. Dedektorler iki grup
altinda toplanirlar (Horvath et al., 1977; Krstulovic and Brown, 1982; Snyder et al.,
1988; Giindiiz, 2007):

a. Maddeye Yonelik Dedektorler: Hareketli faz i¢indeki maddenin &zelliklerine
gore cevap veren detektorlerdir. Bunlar agagidaki gibi siralanabilir:

v" Ultraviole (UV) dedektorler

v" Floresans dedektorler

v" Elektrokimyasal dedektorler

v' Kiitle spektrometresi

b. Cozeltiye Yonelik Dedektorler: Cozeltinin i¢indeki maddeye degil, maddenin

cozeltisine 0zgii dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

v' Refraktif indeks dedektorleri
v' Dielektrik sabiti dedektorleri
v Kondiiktivite dedektorleri
v Yogunluk dedektorleri

Bir numunedeki maddelerin kimyasal 6zelliklerine ve analiz gereksinimlerine gore
dedektor se¢imi yapilir. Numunede UV ve Goriinilir Bolge 1sinlarimi absorplayacak
kromofor gruplari mevcut ise analizde UV dedektor tercih edilir. Eger madde
floresans oOzellik gosteriyorsa calismada floresans dedektor kullanilir. HPLC

caligmalarinda, yiiksek duyarliligi, genis bir dogrusal araliga sahip olmasi, sicaklik
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dalgalanmalarindan ¢ok az etkilenmesi ve ucuz olmasindan dolayr UV dedektdrler
daha ¢ok kullanilmaktadir. Bu dedektorler, maddenin ultraviyole veya goriiniir bolge
15181 absorbsiyonu temeline dayanmakta ve ayrica bir veya daha fazla dalga boyunda
6l¢iim yapabilme imkanina sahiptir (Horvath et al., 1977; Krstulovic and Brown,
1982; Snyder et al., 1988; Giindiiz, 2007).

2.10.6. Kaydedici

HPLC sisteminde, hareketli faz akis hizini, enjeksiyonu, kolon firinini, 6rnek alma
sistemini, dedektdrii ve veri kaydini software ile kontrol edilen kisma kaydediciler
denir. Kaydediciler de mikro islemciler ve bilgisayarlar kullanilmakta ve bunlarin
kullanilmas1 kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon
parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak saglamaktadir (Snyder

etal., 1988; Yildiz vd., 1997; Giindiiz, 2007).

2.11. Analitik Yontem Validasyonu (Gegerlilik Testleri)

Bir analiz isleminde ilk 6nce ¢aligma ile ilgili olarak iy1 bir literatiir taramas1 yapmak
gerekir.  Literatiir taramasi sonrasinda elde edilen bilgiler 1s18inda calismada
kullanilacak yontem gelistirme islemleri yapilir. Yeni veya ileri bir yontemin
gelistirilmesinde genellikle uygulanan yaklasim; ekipmana, c¢alisacak analite,
hedeflere ve yontemin gerekliliklerine gore uyarlanir. Spektroskopik calismalarda
¢oziicii ortam1, maddenin maksimum absorbans gdsterdigi dalga boyu ve slit aralig1
gibi parametreler yoniinde optimize edilir. HPLC ¢alismasinda ise kolon, hareketli
faz, dedektor, enjeksiyon hacmi ve hareketli faz akis hizi gibi parametreler yoniinde
en iyl aymrimi elde edecek sekilde optimize edilir. Analitik yontem gelistirilirken;
analitin sentez yontemi, saflastirma yontemi, cesitli pH degerlerindeki davranisi,
ekstraksiyon c¢ozeltileri ile gecimsizligi, stabilitesi, fonksiyonel gruplarin
reaksiyonlari, ¢6ziiniirligii, molekiil agirh@: ve yapisi, spektrumu, benzer yapida ve

Ozelliklerdeki diger maddeler, safsizliklari, parcalanma {iriinleri, metabolitleri,
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depolama sartlar1 gibi kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin ve farmakokinetiginin iyi

bilinmesi gerekir (Shawartz and Krull, 1997; Sonawane et al., 2014).

Literatiirden elde edilen bilgiler 1s181nda benzer ¢alisma parametrelerini kullanmak
istedigimizde her zaman beklenen sonuglar elde edilemeyebilir. Beklenmeyen
sonuglarin, kullanilan cihazlar, malzemeler ve kisiler gibi degisik sebepleri olabilir.
Analitik bir ¢alismanin amaci; dogrulugu ve kesinligi yiiksek ayrica daha duyarl,
hassas, kesin, tekrarlanabilirliligi yiiksek, ekonomik ve kisa siiren, uygulanabilirligi

kolay ve sorunsuz yeni yontem gelistirmektir (Shawartz and Krull, 1997).

2.11.1. Tamumlar

Yontem gelistirme ve validasyon ¢alismalari i¢in uluslararasi yayinlanan kilavuzlara
gore asagida verilen tamimlar yapilmaktadir (Riley and Rosanske, 1996; Shawartz
and Krull, 1997; Anonymous, 1997; Sonawane et al., 2014).

Analit: Bir numune ortaminda yani bir biyolojik matrikste analizi yapilan maddedir.

Analiz Serisi: Calisma esnasinda yontem gelistirme, validasyon islemleri ve gergek
numunelerin analizi siralamasina gore yapilan islemlerin tiimiine denir. Islem serileri

birkag¢ glinde tamamlanur.

Biyolojik Matriks: Kan, idrar, serum, plazma ve dokular gibi insan veya

hayvanlardan elde edilen numuneler biyolojik materyaller olarak adlandirilir.

f¢ Standart: Analiz islemlerinde analitin tespitini kolaylastirmak ve analiz esnasinda
meydana gelen hatalar1 daha aza indirmek i¢in numune ortaminda olmayan analitin
yapisina benzeyen disardan numune ortamina eklenen test bilesikleridir (yapisi

benzer analoglar, isaretli stabil bilesikler).

Kalibrasyon Standardi: Analitik calismalarda bilinmeyen numune ortamindaki
analitin miktar tayini i¢in saflik derecesi tam olarak bilinen ve uluslararasi kabullere

gore iiretilmis standart maddelerden elde edilen ¢alisma ¢ozeltileridir.
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Kalibrasyon Egrisi: Derisimi kesin belli olarak hazirlanmis standart g¢alisma
cozeltilerinin derisimine karsilik deneysel cevap degerlerinden elde edilen grafiklere

kalibrasyon egrisi denilmektedir.

Kalite Kontrol Numunesi: Biyoanalitik yontemin performansini degerlendirmek ve

yontem validasyon c¢aligmalarin1 yapmak i¢in kullanilan standart ¢ozeltilere denir.

Kor: Biyolojik matriksin analitler eklenmemis numunesidir, biyoanalitik yontemin

Ozgiinliigiinii belirlemek i¢in kullanilir.
Yontem: Numune analizinde kullanilan tiim islemlerin detayli anlatimidir.
Numune: Analiz esnasinda kullanilan madde ortamina denilir.

Sistem Uygunlugu: Analize baslamadan oOnce referans standardin analiziyle
enstriimental performansin tespiti i¢in yapilan islemler (alilkonma zaman,

kuyruklanma faktorii) sistem uygunluk testleri olarak adlandirilir.

2.11.2. Validasyon (yontem gecerlilik) parametreleri

Bir numune ortaminda bir analitin veya analit serisinin miktar tayini i¢in gelistirilen
yontemin performans ve giivenirliligini gostermek i¢in yapilan islemlerin tiimiine
validasyon denilir. Ilag  calismalarinda uygulanacak ydntemin  mutlaka
validasyonunun yapilmasi gereklidir (Shawartz and Krull, 1997; Anonymous, 1997,
Shah and Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).

Yontem validasyonu analitik yontem gelisimi ve dokiimantasyonu igerir. Biyolojik
matrikste Olciilecek her analit i¢in yodtem validasyonu yapilmalidir. Yoéntem
validasyon parametreleri dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, secicilik, dogrusallik,
stabilite, kararlilik, geri kazanim, gozlenebilme sinir1 (LOD), miktar tayin siniri
(LOQ), tutarlilik ve ¢aligma araligi olarak siralanabilir (Haelfinger, 1981; Riley and
Rosanske, 1996; Shawartz and Krull, 1997; Anonymous, 1997; Shah and Midha,
2000; Sonawane et al., 2014).
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2.11.2.1. Secicilik

Safsizliklar ve bozunma {iriinleri gibi girisim yapabilecek maddelerin bulundugu
ortamda analizi yapilacak analitin gelistirilen yOntemle tam olarak analiz
edilebilmesi islemine segicilik denir. Yontem gelistirme ¢aligmalarinda ilk yapilmasi

gereken parametredir (Shah and Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).

2.11.2.2. Dogruluk

Dogruluk, analitik yontem sonucunda elde edilen verilerin ger¢ek degere yakinligi ile
tanimlanir. Dogruluk calismalarinda, derisimi kesin belli olan kalite kontrol
cozeltileri hazirlanir ve yontem ile en az alti kez analizleri yapilir. Bu analiz
sonuclarinin ortalamasi ve standart sapmalarindan mutlak hata belirlenir. Ortalama
deger gercek degerinin + % 15 sinir1 iginde olmalidir. Olgiilebilen en diisiik limit i¢in
%20 ’den fazla sapma gostermemelidir. Ortalama degerin ger¢ek degerden sapma
oran1 dogruluk Olgiitiidiir (Riley and Rosanske, 1996; Shah and Midha, 2000;
Sonawane et al., 2014).

2.11.2.3. Kesinlik

Ayni sartlar altinda, ayn1 homojenlikte hazirlanmis olan kalite kontrol ¢ozeltilerinin
mevcut yontem ile alt1 kez analizlerinin yapilmasi sonucunda elde edilen degerlerin
yakinligr yontemin kesinligini verir. Kesinlik; standart sapma (SS), bagil standart
sapma (BSS), varyans veya varyans katsayisi ile verilmektedir. Kesinlik ii¢ kisma
ayrilir. Bunlar (Riley and Rosanske, 1996; Shah and Midha, 2000; Sonawane et al.,
2014) :

a. Tekrarlanabilirlik : Aymi c¢aligma sartlarinda kisa bir zaman araliginda
tekrarlanan analiz sonuglarinin birbirine yakinligidir. Giinici ve giinler arasi kesinlik

olarak da adlandirilir.
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b. Ara kesinlik : Degisik giin, operatdr ve cihazda yapilan deney sonuglarinin
kesinligini gostermektedir. Giinler arasi kesinlik, giin degiskenligi kullanilarak
yapilan ara kesinlik caligmasidir ve ayni c¢alisma sartlarinda numunelerin farkli
giinler (en az Ui¢ giin) icerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuglarinin

birbirlerine olan yakinlik 6lgiisii olarak tanimlanir.

c. Yenilenebilirlik : Laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder.

2.11.2.4. Dogrusallik

En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti hazirlanarak yontemin
dogrusal oldugu araligin belirlenmesi islemine dogrusallik denir. Bu aralik
belirlendikten sonra ¢ozeltinin derisimine karsi elde edilen yontem cevaplarinin
grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi tiiretilir. Agirlikli ve agirlikst en kiiciik kareler
yontemi uygulanarak kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart
egrinin dogru denklemi ve korelasyon katsayisi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun
egimi, dogrusalligin matematiksel bir dl¢iisiidiir (Riley and Rosanske, 1996; Shah
and Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).

2.11.2.5. Calisma arahgi

Yontemin istenilen dogruluk ve kesinlik sinirlart i¢erisinde dogrusal oldugu derisim
araligidir. Bu dogrusallik ¢alismalari ile yontemin ¢alisma sinirlart belirlenmis olur.
Bu calisma smrlar1 ydntemlerin kullanilis 6zelliklerine gore degismektedir. ilag
analizlerinde, etkin madde veya bitmis {iriin yontem validasyonunda % 80 — % 120
derisim aralig1 olarak kabul edilir. Etkin madde ve safsizlik tayini tek bir yontem ile
yalnmizca % 100 standart kullanilarak yapiliyor ise derisim araligi safsizligin tayin
edilebildigi en kiigiik deger ile % 120 derisim arasi olarak kabul edilir (Riley and
Rosanske, 1996; Shah and Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).
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2.11.2.6. Gozlenebilme sinir1 (LOD)

Analitik yontemin ¢ozelti ortaminda maddenin bulundugunu gosteren yani cihazin
cevap verdigi en kiigiik analit derisimine gozlenebilme siniri denir. Bu derisimde
istenilen dogruluk ve kesinlikte analiz etmek zordur. Yontem ozelliklerine baglh
olarak degisik sekillerde gozlenebilme sinir1 belirlenmektedir. Kromatografik
Ol¢iimlerde sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu deger LOD degeri olarak tespit edilir.
Spektroskopik caligsmalarda kalibrasyon egrisinin en kiiclik degerinden daha diisiik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirlanir ve yontem ile en az ili¢ kez analizleri
gerceklestirilir. Elde edilen verilerin Bagil Standart Sapma degerleri tespit edilir ve
% BSS degeri % 20 ’den kii¢iik olan deger gozlenebilme standardi olarak belirlenir.
Ayrica, kalibrasyon egrisinin cevabin standart sapmasmin (SD), kalibrasyon
egrisinin (S) oraninin 3,3 kati1 LOD degeridir (Riley and Rosanske, 1996; Shah and
Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).

2.11.2.7. Miktar tayini sinir1 (LOQ)

Uygun dogruluk ve kesinlik sinirlar igerisinde kantitatif olarak tespit edilebilen
numunedeki en diisiik analit miktar1 Miktar Tayini Smir1 (LOQ) degeri olarak
tanimlanir. LOQ degeri de uygulanan yontemlere gore degisik sekillerde belirlenir.
Kromatografik analizlerde Sinyal/Giiriiltii oran1 10 oldugu deger LOQ degeridir.
Spektroskopik analizlerde alinan cevabin standart sapmasmin (SD), kalibrasyon
egrisinin egimine (S) oraninin 10 katt LOQ degeridir. Ayrica analitin cevap faktorii
tekrarlanabilir, % 20 kesinlik ve % 80-120 dogruluk limitleri ile uygun olmalidir
(Riley and Rosanske, 1996; Shah and Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).
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2.11.2.8. Tutarhhk

Farkli deney kosullarinda, farkli alet, farkli analizci, farkli laboratuvar, farkli
kosullarda hazirlanan reaktiflerle ve farkli giinlerde ayn1 yontemle analiz sonucunda
elde edilen bulgularin birbiriyle uygunluk derecesi tutarlik degerlerini verir. Analiz
sonuclart  birbiriyle uyumlu ise analitik yontemin uygulanabilirligini ve
tekrarlanabilirligini de gosterir (Riley and Rosanske, 1996; Shah and Midha, 2000;

Sonawane et al., 2014).

2.11.2.9. Stabilite

Stabilite, belirli bir matriks i¢indeki bir analitin ¢aligma siiresi boyunca saklama
kosullarinda ¢evresel faktorlerin etkisinde bozulmadan kalma siiresi olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica saf analitin ve c¢ozeltisinin de normal laboratuvar
sartlarinda nem, sicaklik, 151tk ve hava gibi etkilere maruz birakildiginda ne kadar
stirede bozunmadan kaldiginin incelenme testlerini de igermektedir (Riley and
Rosanske, 1996; Shah and Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).

2.11.2.10. Saglamhk

Caligmada kullanilan prosediire bagli olarak saglamlik degerlendirilmesi daha ¢ok
yontem gelistirme safhasinda goéz Oniinde bulundurulur. Yontem parametrelerinde
yapilan kiiclik degisimlerle analizin glivenilirligi belirlenmis olur. Bu degisimlere
yontem duyarli ise analitik sartlar uygun sekilde kontrol edilmelidir. Saglamligin
degerlendirilmesinin tek amaci sistem uygunluk parametrelerinin incelenerek analitik
yontem her uygulandiginda valide oldugunun ispatlanmasidir. HPLC calismalarinda
mobil faz bilesimi, pH, farkli kolonlar, 1s1 ve akis hiz1 gibi parametrelerde kiiciik
degisiklikler yapilarak saglamlik ¢aligmasi yapilir (Riley and Rosanske, 1996; Shah
and Midha, 2000; Sonawane et al., 2014).
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2.11.2.11. Geri kazanim

Biyolojik ortamlarda yapilan g¢aligmalarda, biyolojik ortamdan ekstrakte edilen
analitin analiz sonucunda elde edilen degerin gergek degere orani olarak ifade edilir.
Farmasotik preparatlar gibi ortamlarda yapilan ¢alismalarda standart ekleme yontemi
kullanilarak analitik geri kazanim degerleri belirlenir. Bu yontemde ilk 6nce numune
ortaminda analit analizleri yapilir. Sonra bu ortama kalibrasyon egrisinin igerisine
diisen diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde hazirlanan kalite kontrol c¢ozeltileri
numune ¢ozeltisine ilave edilir ve analizleri gerceklestirilir. Daha sonra {% Geri
Kazanim: [(Toplam Cozeltiden Bulunan Deger — Numune Cdzeltisinden Bulunan
Deger)/ Kalite Kontrol Cozeltisinden Bulunan Deger] x 100} formiilii kullanilarak %
analitik geri kazanim degeri elde edilir (Riley and Rosanske, 1996; Shah and Midha,
2000; Sonawane et al., 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Calismada asagida ozellikleri de verilmis kimyasal maddeler kullanildi.

v Mirtazapin Novagenix Bio—Analitik Ila¢ AR-GE Merkezi (Ankara)
v Hidroklorik asit Sigma Aldrich (Almanya)

v Metanol Sigma Aldrich (Almanya)

v Etanol Sigma Aldrich (Almanya)

v’ Asetonitril Sigma Aldrich (Almanya)

v’ Biitanol Sigma Aldrich (Almanya)

v' Minelza, 30 mg Bilim Ilag

v" Mirtaron, 30 mg Zentiva Ilag

v Deiyonize su

Bu kimyasal maddelerin yan1 sira otomatik pipetler (10-100 uL, 100-1000 pL ve
1000-5000 puL), kuvartz kiivet, oto drnekleyici vial kitleri, beher, erlen, meziir, deney

tiipii, balon joje gibi malzemeler de kullanildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar liste halinde asagida verildi:

o FEtiv Memmert
e Ultrasonik banyo Elma LC 30
e Hassas Terazi Metler Toledo

e Karistirict, Vorteks IKA



54

e pH Metre Metter Toledo — Seven Compact

e UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Thermo-Spectronic

e HPLC Sistemi:

v FD-Dedektor Agilent

v Degazer Agilent Technologies

v Pompa Agilent Technologies

v Kolon ACE 5 C18 150 x 4,6 mm (USA)
v Oto Ornekleyici Agilent Technologies

4 Oto Ornekleyici Vial Kiti ~ Agilent; 1,8 mL Screw cap

Yukarida verilen malzemelerin tiimii Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Analitik Kimya Laboratuvarindan temin edildi ve deneyler bu laboratuvarda

gerceklestirildi.
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3.3. Yontemler

3.3.1. Spektrofotometri yontem sartlari

3.3.1.1. UV—Goriiniir bolge spektrofotometrisi

Mirtazapin analizi i¢in uygulanan UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontem

sartlar1 Tablo 3.1 ’de verildi.

Tablo 3. 1. UV—Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontem sartlari

Yontem Sartlar: Mirtazapin
Veri modu Absorbans
Start Lamba (nm) 250,0

Stop Lamba (nm) 370,0
Lamba Degisimi (nm) 325,0

Maksimum Absorbans Verdigi

Dalga Boyu (nm) 319.0
Bant Genisligi (nm) 2,0
Scan Hizi (nm/dk) 600

Veri Araligi Normal




3.3.1.2. Tiirev spektrofotometri yontem sartlar:

1. Tiirev (1D-) Spektrofotometri yontem sartlar1 Tablo 3.2 *de verildi.

Tablo 3. 2. 1. Tiirev Spektrofotometri yontem sartlari

Yontem Sartlar Mirtazapin
Veri Modu 1. Tirev (1D-)
Start Lamba (hm) 250,0

Stop Lamba (nm) 370,0

Lamba Degisimi (nm) 325,0

Scan Hizi (nm/dk) 600

Bant Genisligi (nm) 2,0

Tiiretim araligi (AL) 21,0

3.3.2. Kromatografik yontem sartlar

HPLC-FD c¢alismasinda mirtazapin analizinde uygulanan kromatografik yontem

sartlar1 Tablo 3.3 *de verildi.

Tablo 3. 3. Mirtazapin i¢in HPLC-FD yontem sartlari

Yontem Sartlari

Mirtazapin

Kolon

Dedektor

Hareketli Faz

Akis hizi (mL/dk)

Dalga boyu (nm)

Eliisyon

Kolon sicakligi (°C)

Mirtazapinin Alikonma zamani (dk)
Enjeksiyon hacmi (uL)

I¢ Standart

I¢ Standardin Alikonma Zamani (dk)

Cys kolon (150 x 4,6 mm, 5 um)
Floresans Dedektor
Metanol-Su-ACN (5:60:35, h/h/h)
1,0

290 (uyarma) ve 370 (emisyon)
[zokratik

Degisken

2,64

10

Sitalopram

5,80
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3.3.3. Tablet cozeltilerinin hazirlanmasi

Mirtazapin etkin maddesini iceren iki farkli farmasotik preparat (Mirtaron ve
Minelza tablet) Eczaneden temin edildi. Herbir ilagtan bes tablet alinip tartilarak
ortalama tek bir tablet kiitlesi belirlendi. Bes tablet havanda Ogiitiilerek iyice toz
haline getirildi, iyice karistirilarak homojenize edildi. Bu homojen karisimdan
ornekleme yontemine gore ortalama bir tabletin kiitlesinde tartilip alinarak balon
jojeye konuldu, metanol eklendi, 15 dk boyunca sonike edildi ve iyice ¢oziilmesi
saglandi. Hacmi 100 mL ’ye tamamlanarak tablet stok c¢ozeltisi hazirlandi. Elde
edilen ¢ozelti siiziildii ve 0,1 M HCl/metanol ile seyreltilerek istenilen derisimdeki

tablet ¢ozeltileri elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve 1. Tiirev Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Standart ¢ozelti hazirlamak i¢in ilk 6nce UV—-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve 1.
Tiirev Spektrofotometri Yontemlerinde maksimum absorbansi elde edebilmek icin
farkli ¢oziicii serileri kullanildi. Etkin madde metanol, asetonitril, biitanol, deiyonize
su ve etanol de ¢oziilerek spektrumlar1 alindi. En yiiksek absorbans degerine sahip
¢oziiclinlin metanol oldugu goriildii. Metanol ¢6ziicii ortaminin pH belirlenmesinde
degisik derisimlerde HCI ve NaOH kullanildi. En yiiksek hassasiyetin 0,1 M HCl ile

elde edildigi goriildii. Deney sonuclarini gosteren spektrumlar Sekil 4.1 *de verildi.

0.2 M HC1 Metanol
0,05 M HCl

Deetyomze Su

Etanol

200 250 300 350 400 450 500 550
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1. Farkli ¢oziicli ortaminda hazirlanmis mirtazapin ¢ozeltilerine (50 pg/mL)
ait spektrumlar
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Coziicli ortami belirlendikten sonra 50 mg mirtazapin tartildiktan sonra 50 mL 0,1 M
HCI/Metanol ’de ¢oziilerek 1 mg/mL ’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
1, 5, 10, 15, 30 ve 50 pg/mL derisimlerinde standart ¢alisma ¢ozeltileri ve 2, 20 ve
45 upg/mL derisimlerde kalite kontrol c¢ozeltileri hazirlandi. Standart c¢alisma
¢ozeltilerinin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometrede 319 nm dalga boyunda
absorbanslart alindi. Daha sonra bu ¢ozeltilerin 1. Tiirev Spektrumlar1 alindi. 50
pug/mL  derisimdeki mirtazapin ¢ozeltisinin UV-Goriiniir Bolge ve [1.Tiirev
spektrumlar1 Sekil 4.2 ’de verildi. 1. Tiirev spektrumlarda 302,5 nm dalga boyunda
bir maksimum ve 265, 277 ve 342 nm dalga boylarinda ii¢ minimum pik elde edildi.

1. Tiirev ¢aligmasinda 302,5 nm dalga boyunda absorbans degerleri kullanildi.



60

200

1754
1,50 1

1254

Absorbance

1,00 4
075 -
0,50 1
0251

0,00 v - . - - - . .
2680 20 300 310 320 330 340 350 360 370

Wavelength(nm)

15t Derv. Absorbance
o

250 260 270 280 290 300 310 320 3320 340 350 360
Wavelength(nm)

Sekil 4.2. 50 pg/mL derisimdeki mirtazapin ¢dzeltisinin A- UV-Goriinlir Bolge
Spektrumu ve B- 1. Tiirev Spektrumu

4.1.2. Validasyon (yontem gecerlilik testleri)

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve 1. Tiirev Spektrofotometri yontemleri
gelistirildikten sonra ICH (International Conference on Harmonisation) kilavuzlarina

gore valide edildi.
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4.1.2.1. Dogrusal aralik ve kalibrasyon egrisi

1-50 pg/mL derisim araliginda (1, 5, 10, 15, 30 ve 50 pg/mL ) hazirlanan mirtazapin
standart calisma ¢ozeltilerinin UV—Goriiniir Bolge ve 1. Tirev spektrumlari alindi.
UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi i¢in 319 nm dalga boyunda ve 1.
Tiirev Spektrofotometri yontemi i¢in 302,5 nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu.
Mirtazapin standart ¢alisma c¢ozeltilerinin derisimlerine karst okunan absorbans
degerleri grafige gecirilerek her iki yontem icin kalibrasyon egrileri elde edildi ve

Sekil 4.3 *de verildi.

Sekil 4.3. A- UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri (A=319 nm) ve B- 1. Tiirev
Spektrofotometri (A=302,5) yontemlerinin kalibrasyon egrileri

UV-Goriiniir Bolge ve 1. Tirev Spektrofotometrik yontemlerle elde edilen
kalibrasyon egrilerinin regrasyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuclar1 ve

kalibrasyon egrilerine ait spektrumlar sirasiyla Tablo 4.1 ve Sekil 4.4 *de verildi.
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Tablo 4. 1. Mirtazapin standart ¢alisma ¢ozeltilerinin  UV-Goriintir  Bolge
Spektrofotometri ve 1. Tirev Spektrofotometri yontemlerine ait kalibrasyon
egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Yontem Dalgaboyu  CA LR Sa Sb R
(M)  (ug/mL)
UV-
GOruntr 319 1-50 A =0,0306x + 0,0257 0,0125 0,0021 0,9987
Bolge
1. Tlrev 302,5 1-50 D= 0,0662x+ 0,0466 0,0168 0,0009 0,999

CA: caligma araligi, a:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart
sapmasi Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayist

260 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Dalgaboyu (nm)
3| B
2 -
8
<~
g 04
o~
-«
11
b
=2
3

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.4. Mirtazapin standart ¢alisma c¢ozeltilerinin (1, 5, 10, 15, 30 ve 50 ug/mL)
A- UV—Goriiniir Bolge ve B- 1. Tiirev spektrumlari
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4.1.2.2. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve miktar tayin alt sinir1 (LOQ)

Her iki yontem i¢in kalibrasyon egrisinin en diisilk derisiminden daha diisiik
derisimlerde mirtazapin ¢o6zeltileri hazirlandi ve spektrumlar1 alinarak alti kez
Olgtimleri gerceklestirildi. Okunan degerlerin bagil standart sapmalart (% BSS)
belirlendi. Bagil standart sapma degeri % 20 ’den kii¢iik olan derisim gozlenebilme
smir1 (LOD) ve % 10 ’dan kii¢lik olan derisim de miktar tayin sinir1 (LOQ) degeri
olarak belirlendi. Her iki yontem i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,1 pg/mL ve
0,5 pg/mL olarak tespit edildi.

4.1.2.3. Dogruluk ve kesinlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi giinigi ve glinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrisi i¢ine diisen ii¢ farkli derisimde kalite kontrol (2, 20 ve 45 pg/mL)
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin giini¢ci (ayn1 yontem ve ayni labaratuvar
sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayni yontemle 6 farkli giinde 6 kez)
absorbans degerleri okundu. Elde edilen deney sonuglarmmin ortalamasi, standart
sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatasi belirlendi. Kesinlik bagil standart
sapmayla [%BSS = (SS/Ortalama Deger) x 100] ve dogrulukta bagil hatayla [%BH=
(bulunan—eklenen/eklenen) x100] verildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4. 2. UV-Goriiniir Bolge ve 1. Tiirev Spektrofotometri yontemlerinin giinigi
ve glinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Giinici Giinler Arasi

.. Eklenen

Yontem 1 o o
(wg/mL)  Bulunan'+SS  Dogruluk Kesinlik Bulunan+SS  Dogruluk Kesinlik
(ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH  %BSS
2 2,04+0,12 2,00 5,88 1,97 £ 0,07 -1,50 3,55
uv-

Gériiniir 20 20,31+ 1,17 1,55 5,76 20,89+ 0,39 4,45 1,87
Bolge 45 44,77 £ 1,33 -0,51 2,97 44,76 + 0,20 -0,53 0,45
2 2,11+0,04 5,50 1,90 1,94+ 0,04 -3.00 2,06
1. Tiirev 20 20,14+ 0,24 0,70 119  20,48+0,10 2,40 0,49
45 45,77 £ 0,60 1,71 1,31 46,62 + 0,39 3,60 0,84

SS: standart sapma, %BH= bagil hata, % BSS: bagil standart sapma,” alt: kez analiz sonucunun
ortalamasi (n=6)

280 230 300 310 320 330 340 350 30 370
Dalgaboyu (nm)

1. Trev Absorbans
2 =)

250 200 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Dalgabovu (nm)

Sekil 4.5. Mirtazapin kalite kontrol ¢dzeltilerinin (2, 20 ve 45 pg/mL)
A- UV—Goriiniir Bolge ve B- 1. Tiirev spektrumlari
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4.1.2.4. Analitik geri kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim c¢aligmalar1 standart ekleme yontemine gore
yapildi. Mirtazapin igeren, film tablet formundaki Minelza 30 mg ve Mirtaron 30 mg
isimli ticari farmasotik preparatlardan tablet ¢ozeltileri Boliim 3.3.3 ’de verildigi gibi
sekilde hazirlandi. Bu c¢ozeltilerin ilk 6nce UV—Goriiniir Bolge ve 1. Tiirev
spektrumlar1 alindi ve absorbanslar1 okundu. Sonra bu ¢ozeltilerin tizerine 3 farkli
derisimde hazirlanan (1.00, 19.00 ve 44.00 pg/mL) mirtazapin standart ¢ozeltileri
eklendi, spektrumlar1 alindi ve absorbans degerleri okundu. [% AGK= ((Bulunan—
flag Cozeltisi)/Eklenen)x100] formiilii kullanilarak yontemlerin % Analitik Geri
Kazanim (% AGK) degerleri elde edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. Farmasotik preparatlarda standart ekleme yontemine gére analitik geri
kazanim degerleri (n=6)

Yontem Ticari Eklenen Bulunan£SS Analitik Geri % BSS
Preparat Kazanim
o (ng/mL) (ng/mL)
(%AGK)
Minelza 1,00 2,01+ 0,07 101,0 3,48
V. (1 pg/mL) 19,00 20,03+ 0,12 100,2 0,60
Gériiniir 44,00 45,01 + 0,09 100,0 0,20
Bolge 1,00 2.03+0,05 103,0 246
(319 nm) Mirtaron 19,00 19,99 + 0,21 99,9 1,05
1 pg/mL
44,00 45,66 + 0,09 1015 0,20
Minelza 1,00 1,98 0,06 98,0 3,03
1 ug/mL 19,00 19,95 + 0,05 99,7 0,25
1. Tiirev 44,00 45,02 + 0,02 100,1 0,05
(302,5 nm) _ 1,00 2,02+ 0,02 102,0 0,99
Mirtaron 19,00 20,26 + 0,06 101,4 0,30
1 pg/mL
44,00 44,55 + 0,14 98,9 0,32

SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma, %AGK= analitik geri kazanim
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4.1.2.5. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

Gelistirilip validasyonlar1 yapilan UV—Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve 1. Tiirev
Spektrofotometri yontemlerinin uygulanabilir oldugunu gérmek amaciyla mirtazapin
etkin maddesine sahip ticari olarak piyasada mevcut olan Minelza ve Mirtaron isimli
iki ilag serbest eczanelerden temin edildi. Bu ilaglardan Boliim 3.3.3 *de belirtildigi
gibi 10 pg/mL ve 20 pg/mL derisimlerde tablet ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin
UV—-Goriiniir Bolge ve 1. Tirev spektrumlart alindi, absorbanslari okundu ve
kalibrasyon egrisi kullanilarak miktar tayinleri gerceklestirildi. Sonuglar % Geri
Kazanim degerleriyle verildi. Farmasotik preparatlardan elde edilen spektrumlar

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 *de analiz sonuglar1 Tablo 4.4 *de verildi.

Tablo 4. 4. Tablet ¢ozeltilerinin analiz sonuglari

Yontem Tablet Tablet Bulunan+SS  Geri Kazamim BSS
Cozeltisi (ng/mL) (%) (%)
(ng/mL)
UV-Gériiniir  Minelza (30 mg) 10 9,99+0,11 99,99 1,10
Bolge Mirtaron (30 mg) 20 19,91%0,15 99,55 0,75
Minelza (30 mg) 10 10,01+0,13 100,1 1,30
1. Tiirev

Mirtaron (30 mg) 20 19,88+0,12 99,4 0,60
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Sekil 4.6. Minelza (30 mg) tabletinin 10 ve 20 pg/mL derisimlerdeki ¢ozeltilerinin
A- UV-Goriiniir Bolge ve B- 1. Tiirev spektrumlari
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Sekil 4.7. Mirtaron (30 mg) tabletinin 10 ve 20 pg/mL derisimlerdeki ¢ozeltilerinin
A- UV- Gorliniir Bolge ve B- 1. Tiirev spektrumlari
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4.2. HPLC-FD Yontemi

4.2.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Standart mirtazpinden 100 pg/mL derisimde metanolde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
stok ¢ozeltiden 0.5, 2, 4, 6, 8, 15, 20 ve 30 pug/mL derisimlerde standart calisma
¢ozeltileri ve 1, 10 ve 25 pg/mL derisimlerde ise kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.
Calismada i¢ standart (IS) olarak sitalopram kullanildi. Sitalopram standardindan 100
pg/mL  derisimde stok c¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden ise deneylerde
kullanilmak tizere 20 upg/mL derisimde sitalopram standart c¢alisma ¢ozeltisi
hazirlandi. Sitaloramli mirtazapin standart ¢ozeltilerinin floresans dedektorlii
HPLC’de 248 nm (Auy) uyarilma ve 410 nm (Aem) emisyon dalga boylarinda

kromatogramlari alindi.

4.2.2. Validasyon (yontem gecerlilik testleri)

HPLC-FD yontemi gelistirildikten sonra ICH (International Conference on

Harmonisation) kilavuzlaria gore valide edildi.

4.2.2.1. Belirleyicilik

Sitalopramli standart mirtazapin ¢ozeltilerinin elde edilen kromatogramlarin
incelemesinde bilesenlerin alikonma zamanlar1 mirtazapinin 2,64 dakika ve
sitalopramin 5,80 dakika (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) olarak belirlendi. Biitlin
caligmalarda farmasotik preparatlardan ve standart c¢ozeltilerden herhangi bir

interferans gozlenmedi.
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Sekil 4.8. HPLC-FD yontemi ile elde edilen 15 pg/mL mirtazapin ve 20 pg/mL
sitalopram igeren ¢ozeltiye ait kromatogram
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Sekil 4.9. Sitalopram i¢ standardi igeren farkli derisimlerde standart mirtazapinin
HPLC-FD kromatogramlari

4.2.2.2. Dogrusal aralik ve kalibrasyon egrisi

20 pg/mL derisimde IS igeren 0,5-30 pg/mL (0,5, 2, 4, 6, 8, 15, 20 ve 30 pg/mL)
derisim araliginda hazirlanan mirtazapin standart ¢alisma c¢ozeltilerinin HPLC
kromatogramlart alindi, bu kromatogramlarda mirtazapin ve IS pik alanlar
belirlendi. Mirtazapin ¢d6zeltilerinin  derisiminine karsi, pik alan oranlarinin
(mirtazapin pik alany/IS pik alani) grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde
edildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. HPLC-FD yontemi ile elde edilen mirtazapin standart c¢alisma
cozeltilerinin ortalama kalibrasyon egrisi

HPLC-FD yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglar

Tablo 4.5 ’de verildi.

Tablo 4. 5. Mirtazapin standart ¢alisma c¢ozeltilerinin HPLC-FD yontemine ait
kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Dalga boylar1 (nm) CA

n
Uyarma Emisyon  (pg/mL) LR Sa Sb R

290 370 0,5-30 Y=0,0618x - 0,0193 0,0063 0,0014 0,9989

CA: caligma araligi, n:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon
katsayist
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4.2.2.3. Dogruluk ve kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve giinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrisinin igerisine diisen diisiik, orta ve yiiksek ii¢ farkli derisimde kalite
kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni labaratuvar
sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle 6 farkli giinde 6 kez)
kromatogramlar1 alindi (Sekil 4.11) ve pik alanlar1 okundu. Okunan degerlerin
ortalamalari, standart sapmalari, bagil standart sapmalar1 ve bagil hatalar1 belirlendi.
Yontemin kesinligi bagil standart sapmayla [%BSS = (SS/Ortalama Deger) x 100]
ve dogrulugu da bagil hatayla [%BH= (bulunan—eklenen/eklenen) x100] verildi
(Tablo 4.6).

Tablo 4. 6. HPLC-FD yonteminin giini¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik
degerleri (n=6)

Giinici Giinler Arasi
Eklenen

(ng/mL) y - 3 -
Ortalama£SS Dogruluk  Kesinlik Ortalama+SS  Dogruluk Kesinlik

(ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH %BSS

1 1,04 +0,02 4,00 1,92 1,05+ 0,06 5,00 5,71

10 10,25 + 0,27 2,50 2,63 9,69+ 0,45 -3,10 4,64
25 25,17+ 0,11 0,68 0,44 24,37+ 0,49 -2,52 2,01

SS: standart sapma (n=6), %BH= bagil hata, % BSS: bagil standart sapma
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Sekil 4.11. Mirtazapinin dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinda kullanilan kalite
kontrol ¢ozeltilerine ait kromatogramlar

4.2.2.4. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve miktar tayin alt sinir1 (LOQ)

HPLC-FD yonteminde mirtazapin ¢ozeltilerinin alinan kromatogramlarindan
sinyal/giiriilti oran1 3 oldugu derisim gozlenebilme smir1 (LOD) ve 10 oldugu
derisimde miktar tayin sinir1 (LOQ) degerleri olarak belirlendi. LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0,2 pg/mL ve 0,45 pg/mL olarak tespit edildi.

4.2.2.5. Analitik geri kazamim

Farmasotik preparattan analitik geri kazanim degerleri standart ekleme yontemine
gore belirlendi. Mirtazapin etkin maddesine sahip Minelza (30 mg) ve Mirtaron (30
mg) tabletlerinden Bolim 3.3 ’de belirtildigi sekilde 2 pg/mL derisiminde tablet
cozeltileri hazirlandi, kromatogramlar1 alind1 ve pik alan oranlari belirlendi. Sonra
tablet ¢ozeltileri iizerine mirtazapinin 3 farkli derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltileri
eklendi, kromatogramlar1 alindi ve pik alan oranlarn tespit edildi. [% AGK=
((Bulunan—ilag Céozeltisi)/Eklenen)x100] formiilii kullamlarak yontemlerin %
Analitik Geri Kazanim (%AGK) degerleri elde edildi (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. HPLC-FD yo6nteminin farmasotik preparatlarda standart ekleme
yontemine gore analitik geri kazanim degerleri (n=6)

Ticari Preparat Eklenen Bulunan+SS Geri Kazanim % BSS
(ng/mL) (ng/mL)
2 pg/mL 10,00 12,36 + 0,52 103,6 4,21
25,00 27,24+ 1,38 100,9 1,38
" 1,00 2,99+0,12 99,0 4,01
”t;rflg (Sm9) 10,00 12,18+ 0,31 1018 255
25,00 27,03 + 0,39 100,1 1,44

SS: standart sapma (n=6), % BSS: bagil standart sapma

4.2.2.6. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

Gelistirilip validasyonlar1 yapilan HPLC—FD yo6nteminin uygulanabilir oldugunu
gormek amaciyla mirtazapin etkin maddesine sahip ticari olarak piyasada mevcut
olan Minelza ve Mirtaron isimli iki ila¢ serbest eczanelerden temin edildi. Bu
ilaclardan Boliim 3.3.3 *de belirtildigi gibi 15 pg/mL ve 25 pg/mL derisimlerde
tablet ¢ozeltileri hazirland1 ve i¢ standart ilave edildi. Bu ¢ozeltilerin HPLC—FID
yontemiyle kromatogramlari alindi, pik alanlar1 okundu, pik alan oranlar1 belirlendi.
Sonuglar % Geri Kazanim degerleriyle verildi. Farmasotik preparatlardan elde edilen

spektrumlar Sekil 4.12 ve Sekil 4.13 ’de analiz sonuglar1 Tablo 4.8 de verildi.

Tablo 4. 8. HPLC-FID yonteminin tablet ¢6zeltilerinin analiz sonuglart

Tablet Tablet Bulunan£SS Geri Kazamim BSS
Cozeltisi (ng/mL) (%) (%)

(ng/mL)
Minelza (30 mg) 15 14,98+0,14 99,87 0,94

Mirtaron (30 mg) 25 25,01+0,11 100,04 0,44




75

180-

100~

o i— J
[ P e e [ = e P P e = P [ = P = [ = = [ === [ == = == == === == [~ == == [ = [ ==

r (il
4 5 g8 7 8 mif

Sekil 4.12. I¢ standarth 15 ve 25 pg/mL derisimlerdeki minelza (30 mg tablet)
cozeltisinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 4.13. I¢ Standartli 15 ve 25 pg/mL derisimlerdeki mirtaron (30 mg tablet)
¢ozeltisinin HPLC kromatogramlari
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5. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiizde, insan ruh saglhiginda ciddi oranda bozulmalar mevcuttur. Ruh
sagligindaki bozukluklarin basinda da depresyon gelmektedir. Diger bir deyisle
depresyon en yaygin olarak goriilen psikiyatrik bozukluklardan birisidir ve yapilan
calismalarla insanlarin % 15 ’inin yagsamlarimin belli bir doneminde depresyona

girdigi gosterilmistir (Beck et al., 1979; Katon and Sullivan, 1990; Kirsch, 2010).

Depresyon kaynaklandigi nedene gore, a) reaktif (sekonder) depresyon, b) major
(endojen) depresyon, c¢) bipolar affektif (manik depresif) depresyon olmak iizere ii¢
gruba ayrilabilmektedir (Kayaalp, 2002; Kirsch, 2010). Giiniimiizde depresyon
tedavisinde karamsarlig1 ve endiseyi azaltici sekilde etki gdsteren antidepresanlar
kullanilmaktadir. Antidepresan ilaglar etki mekanizmalarina gore, trisiklik

"re_

antidepresanlar, tetra/bi/mono/heterosiklik antidepresanlar, segici serotonin
uptake" inhibitérleri (SSRI), segici seratonin-noradrenalin "re—uptake" inhibitorleri
(SSNI) ve monoamin oksidaz inhibitorleri olarak 5 gruba ayrilmaktadir (Kayaalp,
2002; Bokesoy vd., 2000; Kirsch, 2010). Mirtazapin tetrasiklik antidepresanlar
grubuna dahil olan ve major depresyonun tedavisinde kullanilan bir antidepresandir.
Etkisini merkezi presinaptik alfa 2—adrenerjik reseptorlerini antagonize ederek ve
merkezi noradrenerjik ve serotonerjik iletiyi giiclendirerek gosterir. Ayni zamanda,

serotonin 5-HT2 and 5-HT3 reseptorlerini giiglii bir sekilde bloke eder ve S—-HT1A

reseptodrlerinin aktivasyonuna neden olur (Ozcankaya ve Acar, 2001).

Gilinlimiizde insanlarin hastaliklardan kurtulmak ve kendilerini iyi hissetmek
amaciyla sik olarak ilaglari tiiketmektedirler. Ilaclar, igerdikleri sentetik ve dogal
olarak elde edilmis etkin maddeler sayesinde canlilarda etki gosterebilmektedirler.
Bu etkin maddelerin canli blinyesinde etki gosterebilmeleri i¢in ilacin farmakokinetik
parametrelerine gore belirlenmis miktarlarda alinmas1 gereklidir. Bu miktardan az
alindiginda higbir etkisi olmaz. Bu miktardan daha fazla yani asir1 miktarda alinmasi
durumunda da tehlikeli boyutlarda zararlar1 dokunur. Bir bagka deyisle toksik

etkilere sebep olurlar. Bundan dolay1 ilacin sentezinden hastaya sunumuna, hastanin
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ilact kullanmas1 evresinde ilaglarin analizlerinin yapilmas1 gereklidir. Ilag
calismalarinda etkin madde miktar analizleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Giiniimiizde
ilag analizlerinde genel olarak spektroskopik ve kromatografik yontemler daha ¢ok

tercih edilmektedir.

Tiim bu bilgilerin 15181 altinda bu tez ¢alismasinin amaci, antidepresan bir etkin
madde olan mirtazapinin farmasotik preparatlarda miktar tayinine yonelik UV-
Gortiniir Bolge Spektrofotometri, 1. Tirev Spektrofotometri ve HPLC-FD
yontemlerini gelistirmek, validasyonlarini yapmak ve valide edilen yontemlerle
mirtazapin etkin maddesini iceren farmasotik preparatlarda uygulanabilirliginin

arastirilmasi amaglanmistir.

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve 1. Tiirev Spektrofotometri yontemleri igin
maksimum absorbans degerlerini elde edebilmek amaciyla farkli ¢oziicli ortamlari
arastirildi ve en iyi degerlerin 0,1 M HCl/Metanol ortaminda oldugu belirlendi. Bu
ortamda c¢oziilerek elde edilen mirtazapin standart ¢alisma c¢ozeltileri ile kalite
kontrol ¢ozeltilerinin UV—Gorniintir Bolge Spektrumlari alindiktan sonra 319 nm
dalga boyunda da maksimum absorbans degerleri okundu. 1. Tiirev spektrofotometri
yonteminde, tlirev spektrumlarinda 302,5 nm dalga boyunda bir maksimum ve 265,
277 ve 342 nm dalga boylarinda ii¢ minimum pik gézlendi ve tiirev ¢aligmalarinda

302,5 nm dalga boyunda absorbans degerleri kaydedildi.

Her iki yontemin dogrusal oldugu 1-50 pg/mL derisim araliginda dogrusallik elde
edildi. 1, 5, 10, 15, 30 ve 50 pg/mL derisimlerde hazirlanan mirtazapin ¢6zeltisinin
derisimine kars1 okunan absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri
elde edildi. Kalibrasyon egrisinin regrasyon analizinden, UV-Goériiniir Bolge
Spektrofotometri yontemi i¢in regrasyon dogrusunun denklemi A= 0,0306x + 0,0257
(A:absorbans, x:mirtazapin derisimi) ve korelasyon katsayisi 0,9987, giini¢i ve
giinler aras1 bagil standart sapma (% BSS) ve bagil hata (% BH) degerleri sirasiyla
%6 ve % 5 ’den kiigiik oldugu ve yontemin analitik geri kazanim degeri de ortalama
olarak %100,9 olarak tespit edildi. 1. Tiirev Spektrofotometri yontemi igin ise
regarsyon dogrusunun denklemi ‘D=0,0662x+0,0466 (‘D: 1.Tiirev absorbans degeri;
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x: mirtazapin derisimi) ve korelasyon katsayisi 0.999, giini¢i ve giinler arasi1 bagil
standart sapma (% BSS) ve bagil hata (% BH) degerleri sirasiyla % 2,5 ve % 5,5’den
kiigiik oldugu ve yontemin analitik geri kazanim degeri de ortalama olarak % 100,0
olarak tespit edildi. Her iki yontem icin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,1 pg/mL
ve 0,5 pg/mL olarak belirlendi. UV—Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve 1.Tiirev
Spektrofotometri yontemlerinin ticari olarak satilan iki tablet formiilasyonuna % 99

dogrulukla uygulanabilir oldugu gosterildi.

Kromatografik yontemler ila¢ analizlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
yontemler i¢inde de, hem kalite kontrol amagli hem de hastalarda ila¢ diizeylerinin
takibinde ve biyoyararlanim islemlerinde en ¢ok HPLC yontemi uygulanmaktadir.
HPLC calismalarinda basarili bir sonug¢ alabilmek i¢in; kolon, eliisyon teknigi,
hareketli faz, ¢oziicii akis hizi, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi ve dedektor gibi
parametrelerin iyi bir sekilde secilmesi ve uygulanmasi gereklidir. Calismada,
floresans dedektor, ters faz kolon Cig kolon, hareketli faz olarak izokratik eliisyonlu
metanol-su-asetonitril (5:60:35, h/h/h) karisimi, kolon sicakligi degisken, hareketli
faz akis hiz1 1.0 mL/dk, 10 pL enjeksiyon hacmi, 290 nm uyarma ve 370 nm
emisyon dalga boyundan olusan calisma parametreleri ve i¢ standart olarak
sitalopram (2,0 pg/mL) kullanildi. Bu sartlarda mirtazapinin alikonma zamani 2,64
dk ve sitalopram (IS) alikonma zamani da 5,80 dk olarak belirlendi. HPLC-FD
yonteminin 0,5-30 pg/mL derisim araliginda dogrusallik goézlendi. Kalibrasyon
egrisinin regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi y= 0,0618x-0,0193
(y:mirtazapin pik alani ile IS (sitalopram) pik alani orani, x: mirtazapin derisimi),
korelasyon katsayist 0.9989, giini¢i ve giinler aras1 % BSS ve % BH degerleri
sirastyla % 6,0 ve % 5,0 den kiiclik, LOD degeri 0,2 ug/mL, LOQ degeri 0,45 pg/mL
ve ortalama analitik geri kazanim degeri % 100,4 olarak tespit edildi. HPLC-FD
yonteminin ticari olarak satilan iki tablet formiilasyonuna % 99,9 dogrulukla

uygulanabilir oldugu gosterildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, mirtazpin etkin maddesinin standart ¢ozeltilerinde ve farmasotik
preparatlarda miktar tayini i¢in UV—Goriiniir Bolge Spektrofotometri, 1. Tiirev

Spektrofotometri ve HPLC—FID yontemleri gelistirildi ve validasyonlari yapildi.

Gelistirilen yontemlerin hassas, duyarli, secici, dogru ve kesin oldugu validasyon
calismasiyla gosterildi. Bundan dolayr ilag endiistrisinde kalite kontrol amagh
calismalarda basariyla uygulanabilir oldugu sonucuna varildi. Bu c¢alismadan elde
edilen veriler mirtazapin ile ilgili ileri c¢aligmalara yol gosterici olacagi

diistiniilmektedir.
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