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Vil

ONSOz

Tezimizde olopatadin HCI igeren farmasaétik preparatta etken maddenin
miktar tayini i¢cin dogrudan spektrofotometri, birinci tirev spektrofotometri,
yuksek performansli sivi kromatografi ve voltametri yontemlerinin énerilmesi
ve uygulanmasi amaclanmistir. Elde edilen sonuglar tezimiz kapsaminda

sunulmustur.

Bu galismanin hazirlanmasi ve tamamlanmasinda destegini, bilgi ve
tecrubesini, egitmenlik basarisi ile sevgisini birlestirerek bana énder olup yol

gOsteren sayin hocam Prof. Dr. Nevin ERK’e saygilarimi sunarim.

Calismalarimda her zaman desteklerini goérdigim degerli bolim
hocalarima ve vyardimlarini esirgemeyen bolum asistani arkadaslarima

tesekkuru bir borg bilirim.
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1.GiRIS

1.1. Giris ve Amag

GOzun beyaz kismini ince zar gibi kaplayan ve g6z yuzeyini
nemlendirmeye yarayan maddeler salgilayan tabakaya konjonktivita tabakasi
adi verilmektedir. Konjonktivita tabakasi basit bir doku oldugu igin en sik
mikroplar, virUsler, alerji ve gevredeki irritan maddeler, 6rnegin sigara dumani
ve hava kirliligi gibi nedenlerden dolayl iltihaplanma &zelligi
gosterebilmektedir. Konjonktivit adi ile bilinen g6z hastahdr bu tabakanin
iltihaplanmasi veya reaksiyonu sonucu olugsur. Go6zde genel olarak akinti,
kizariklik, kasinti, bulanik goérme, 1sida karsi asir hassasiyet, yasarma,
¢apaklanma, gbézde yabanci bir madde varmis hissi olusmasi ve agri vb....

belirtiler veren bu hastaligin baslica tg tird bulunmaktadir. Bunlar:

a. Alerjik konjonktivit: Tekrarlayici bir durum olan ve her iki gézi de
etkileyen havadaki alerjiye neden olan (polen, hayvan tlyu, toz ve kuf)

alerjenlere karsi gozun verdigi tepkimedir.

b. Bakteriyel konjonktivit: Genellikle soguk alginhdi ile alakali olan bulasici
sadece tek bir gozu etkileyebilecegi gibi iki gozu birden de etkileyebilen g6z

koruyan zarin bakteriler nedeniyle iltihaplanmasidir.

c. Viral konjonktivit: Siklikla bulagici olan konjonktivit tlrladir. Yayginhigi
dénemsel olarak degismektedir. Koruyucu faktérlerin 6nemli oldugu
konjonktivit tlraddr. Okul vb. yasam merkezleri bulasicilik acgisindan risk
teskil eder. Ozellikle etkilenen gocuklarin okul ve evlerinde hali vb. ortak esya
kullanimindan kaginmalari gerekmektedir. Siklikla keratit dedigimiz
korneanin etkilendigi durumun goérildigu konjonktivit tipidir.

(http://lwww.avrupagoz.com.tr)


http://www.avrupagoz.com.tr/tr/Tedaviler/132/Konjonktivit.html

Basglica konjonktivit tedavisinde kullanilan ilaglari yedi grupta
toplayabiliriz (Pelit ve Akova, 2006):

a. Antihistaminikler ve dekonjestanlar:

Antihistamikler konjonktiva tabakasi epiteli hicrelerden proinflamatuar
sitokin sentez ve salinimini uyararak allerjik hastaliklarin ilagla tedavisinde
yeni bir hedef olusturmustur. Antihistamik ilaglar iki tip jenerasyonda etki
gostermektedirler. Birinci jenerasyon sistemik antihistaminikler Uriner
retansiyon, sedasyon, kuru goz ve agiz kuruluguna neden olurken, ikinci
jenerasyon sistemik antihistaminikler (setirizin, loratadin ve desloratadin)
sedatif ozellikleri ve antikolinerjik etki meydana getirmemektedir. Ikinci
jenerasyon antihistaminikler birinci jenerasyona kiyasla periferal H;

reseptorlerine daha selektif olarak baglanmaktadir.

Oral antihistaminikler gbéz, burun ve soluk borusundaki allerjik
semptomlarin erken kontrolinde kullanilirlar (Bielory ve ark., 2002; Bielory ve
ark., 2005). Topikal antihistaminikler genellikle H1 reseptér antagonisti olarak
etki ederler. Histamin reseptorleri reversibl olarak bloke edilir (Yanni ve ark.,
1999). Uzun sureli antihistamik tedavinin gerekmedigi durumlarda topikal

antihistaminik preparatlar kullaniimaktadir.

b. Topikal mast hiicre stabilizatorler

Bu grup ilaclarin etki mekanizmalari siklik adenozin monofosfat (CAMP)
fosfodiesteraz enzimini inhibe ederek hticre ici CAMP seviyesini artirip mast
hicre membranindan kalsiyum transportunu engelleyerek mast hucre

degranilasyonunu inhibe etmektir (Buckly, 1988).



c. Topikal kombine etkili olan ilaglar

Topikal kombine etkili formulasyonlarda etki erken donemde histamin
saliniminin azalmasina ve fonksiyonel H; reseptor antagonizmasina, geg¢
donemde ise mast hlcre stabilizasyonu ile azalmig inflamatuar mediator

salinimina baglhdir (Cook ve ark., 2000).

d. Topikal nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar

Nonsteroid anti-inflamatuar preparatlar (NSAID) etkilerini direkt olarak
siklooksijenaz enzimini inhibe ederek konjonktiva duzeyinde prostaglandin
sentezini inhibe ederek ve indirekt olarak I6kotrienlerin olusumunu azaltarak
yapmaktadir. Yapilan calismalarda NSAID’larin primer etkisinin kasintiyi
gidermek oldugu, fakat kizariklik, 6dem, fotofobi ve yabanci cisim hissini
giderdigi bildirilmigtir (Leonardi ve ark., 2000). Nonsteroid anti-inflamatuar
damlalar mevsimsel allerjik konjonktivit tedavisinde kasinti ve semptomlari
azaltmada etkili ancak bu etki antihistaminik ve mast hucre stabilizatorlerine

g6re ¢ok sinirlidir.

e. Topikal steroidler

Topikal steroidler inflamasyonu kapiller gecirgenlik ve hicresel
eksldasyonu azaltarak etyolojik faktorleri ortadan kaldirmadan etkili sekilde
giderilmesini saglarlar. Bu etkileri temel olarak polimorfontkleer I6kositlerin
gegisi ile, inflamatuar huicrelerden hidrolitik enzim salinimi ve fibroblast
cogalmasini dnlemelerine baghdir (Meyer ve ark., 1987). Topikal sterodli
damlalar yan etkilerinden dolayi, vernal konjonktivitli gen¢ hastalarda dusuk

dozda ve kisa sureli kullaniimalidir.



f. Topikal siklosporin

Siklosporin-A (Restasis, Abdi ibrahim) spesifik olarak CD4 + T lenfosit
hicre proliferasyonunu ve IL-2 Uretimini inhibe eden bir immunomodulatérdir
(Dursun ve Akova, 2003). Eozinofil ve mast hlcre aktivasyonu uzerinde
direkt etkileri mevcut olup, allerjik inflamasyonda rol oynayan mediatorler

uzerinde etkilidir.

g. Diger ilaglar

Bu basglik altindaki preparatlardan olan FK506 (Tacrolimus) T
hdcrelerinden sitokin salinimini  glgli  bir sekilde inhibe ederek etki
gOstermektedir (Bielory, 2002). FK506 gbézde topikal pomad ve damla
seklinde kullanilmaktadir. Ayrica normal tedaviye yanitsiz ciddi okuler
inflamasyonu olan olgularda ve vertebra kompresyon kiriklari (VKK)de de
etkili oldugu bildirilmigtir (Vichyanond ve ark., 2004; Joseph ve ark., 2005).
Preparattin topikal kullaniminda herpes simpleks keratit reaksiyon riski

oldugundan bahsedilmigtir.

Yuksek lisans tez iceriginde mast hucre mediator salinimini 6nleyen ve
histamin H; reseptér blokaji yaparak etki gdsteren olopatadin HCI igeren
farmasotik preparatlarda etken madde miktar tayininin yapilmasi igin
ekonomik, duyarli, dodru ve basit bir spektrofotometrik, yliksek performansli
sivi kromatografi ve voltammetrik yontemlerin 6nerilmesi ve bu yontemin

farmasotik preparatlara uygulanmasi amaglanmistir.



1.2. Kullanilan Etken Maddelerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

1.2.1. Olopatadin HCI

1.2.1.1. Kimyasal Yapisi (http://en.wikipedia.org/wiki/Olopatadine)

Maddenin molekiil yapist:

Olopatadin HCI

Kapali Formiilii : C21H23NO3.HCI

Acitk Formiilii . (2)-11-[3-(Dimetilamino)propiliden]-6,11-
dihidrodibenz[b,e]okzapin-2-asetikasit hidroklortr

Elemental Analizi : % 67.46 C, % 6.47 H, % 3.75 N, % 12.84 O, % 9.48 Cl

Molekiil Aqirhigi : 373.88¢

Erime Noktasi 1 242-245 °C

Goriiniis : Beyaz renkte kristal yapida bir tozdur.

Coziinltirliik : Suda,methanol,etanol ve 0.1mol/LHCI igerisinde kolay

¢ozunur.


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen

1.2.1.2. Farmakodinamik, Farmakokinetik ve Farmakolojik Ozellikleri

Farmakodinamik o&zellikler: Olopatadin hareketin multi ayn
mekanizmasini etkileyen kuvvetli, segici bir antialerjik/antihistaminik ajandir.
Bir histamin antagonistidir (insanlarda alerjik tepkilerin ana ara bulucusu) ve
histaminin insan konjonktival epitel hicreleri yardimiyla inflamatuvar sitokin
Uretimine sebep olmasini engeller. In vitro ¢galismalardan elde edilen veriler,
pro-inflamatuvar ara bulucularin salinimini engellemek icin insan konjonktival
mast hucreleri Uzerinde hareket edebilecedini Onermektedir. Acik
nasolakrimal kanallari olan hastalarda, PATANOL® % 0.1 Steril Oftalmik
Solusyonu'nun topikal okuler uygulamasi, ¢ogunlukla mevsimsel alerjik
konjonktivitin nasal belirti ve semptomlarini azaltmak amaciyla énerilmistir.

Go6zbebegi capinda énemli bir degisiklik olusturmamaktadir.

Farmakokinetik o6zellikler: Oral farmakokinetik c¢alismalara gore,
plazmada olopatadinin yarilanma omru vyaklagsik 8 ile 12 saattir ve
eliminasyonu baslica renal yolla olmaktadir. Yaklasik dozun % 60-70'i etken
madde olarak idrarda tespit edilmistir. idrarda diisiik konsantrasyonlarda iki

metaboliti, mono-desmetil ve N-oksit metabolitleri de saptanabilmektedir.

Degismeyen etken maddeler gibi, olopatadin de idrardan oOncelikli
olarak atildigi i¢in, bébrek fonksiyonlarinin eksikligi, ciddi bobrek yetmezligi
(keratinin temizligi ortalamasi 13.0 mL/dak.dir) olan hastalar saglikli
yetiskinlere gore 2.3 kat daha fazla pik plazma konsantrasyonlar ile
olopatadinin farmakokinetigini degistirirler. Hemodiyalize (Urenari c¢ikis
olmadan) ugrayan hastalarda 10 mg oral dozun takibinde, plazma olopatadin
konsantrasyonlarinin hemodiyaliz gininde hemodiyaliz olmayan gune gore

daha dusuk olmasi sebebiyle, olopatadin hemodiyaliz ile ortadan kaldirilabilir.

Gencgler (ortalama 21 yas) ve yaslilar (ortalama 74 yas) Uzerinde

olopatadinin 10 mg oral dozunun farmakokinetigini karsilastiran calismalar,



plazma konsantrasyonlari (AUC), protein bagi, degismeyen ana ilacin Urenari

salinimi ve metabolitiler icinde 6nemli bir farkhlik olmadigini gosterir.

Olopatadinin oral alimindan sonra bobrek yetmezligi calismasi, ciddi
bobrek yetmezligi hastalari GUzerinde yapilmistir. Sonuglar, bu populasyonda
PATANOL® % 0.1 Steril Oftalmik Soliisyonu ile oldukca yiiksek plazma
konsantrasyonlarinin beklenebilecegini gostermektedir. Olopatadinin topikal
okuler alinmasini takiben, plazma konsantrasyonlari iyi tolere edilmis oral
dozlardan sonra 50-200 kat daha dusuk oldugu zaman, doz ayarlamasinin
yaslilarda veya bobrek yetmezligi ¢eken populasyonda gerekli olmasi
beklenmez. Akciger metabolizmasi, eliminasyonun mindr bir yoludur. Doz

ayarlamasinin, karaciger yetmezligi i¢cin gerekli olmasi beklenmez.
1.2.1.3. Endikasyonlari:

Mevsimsel alerjik konjonktivit sonucu ortaya c¢ikan belirti ve

semptomlarin tedavisinde endikedir.
1.2.1.4. Kontrendikasyonlar:

Olopatadin ya da ilacin igerdigi diger maddelere asiri duyarliligi oldugu

bilinen vakalarda kontrendikedir.
1.2.1.5. Uyarilar:

PATANOL® % 0.1 Steril Oftalmik Soliisyonu, antialerjik/antihistaminik
bir ajandir ve topik olarak uygulanmasina ragmen, sistemik olarak
absorplanir. Eger ciddi reaksiyonlar veya asiri duyarlilik olusursa, bu

tedavinin uygulamasina devam edilmez.



Kontakt Lensler: PATANOL® % 0.1 Steril Oftalmik Soliisyonu damlatma
sonrasi kontakt lenslerin takilmasindan once 10-15 dakika beklenmesi

uygundur.

Gebelik ve Emzirme Donemlerinde Uygulama:
Gebelik kategori: C
Olopatadin icin gebe hastalardan elde edilen klinik veriler mevcut

degildir.

Araba Kullanma veya Herhangi Bir Makineyi isletme Becerisi Uzerine
Etkiler:

Diger g6z damlalarinda da oldugu gibi, gegici gorme bulanikligi veya
diger gorsel rahatsizliklar arag ya da makine kullanimini etkileyebilir.
Uygulamadan sonra gérmede bulaniklik meydana gelmesi durumunda, arag

veya makine kullaniimadan 6nce bulaniklik gecinceye kadar beklenmelidir.
1.2.1.6. Yan Etkiler:

Yaklasik 950 hastanin yer aldigi klinik galismalarda, PATANOL® % 0.1
Steril Oftalmik Sollsyonu monotreapi ya da loratadin 10 mg'a adjanktif tedavi

olarak 4 aya kadar iki gbze de gunde 4 kez 1 damla olarak uygulanmistir.

Yaklasik hastalarin % 5.0'inin istenmeyen etkiler maruz kalabilecegi
beklenmistir, ancak yalnizca bu hastalarin % 1.4'4 PATANOL® % 0.1 Steril
Oftalmik SollUsyonu ile ilgili olan yan etkilerden dolayi klinik ¢calismaya devam
edemediler. Klinik calismalarda PATANOL® % 0.1 Steril Oftalmik Sol{isyonu
ile ilgili olarak ciddi oftalmik ya da sistemik yan etkilere rastlanmamistir. En

sik rapor edilen tedavi ile ilgili yan etki % 0.9 sikhdinda okuler rahatsizliktir.

Asagidaki tedavi ile kesinlikle, olasi ve olabilir olarak belirlenen
istenmeyen etkiler, PATANOL® % 0.1 Steril Oftalmik Soliisyonu ile ilgili klinik



calismalar sirasinda rapor edilmistir. Butin yan etkilerin gorilme sikhgdr gok
nadirdir (% 0.1-1).

infeksiyonlar ve infestasyonlar:

Yaygin olmayan: Rinit

Deri ve deri alti doku hastaliklari:

Yaygin olmayan: Temas dermatiti, deride sicaklik duygusu, kuru deri

Genel bozukluklar ve uygulama bolgesine iliskin hastaliklar:

Yaygin: Halsizlik

Sinir sistemi bozukluklari:

Yaygin: bas agrisi, tat alma bozuklugu

Go6z bozukluklar::

Yaygin: gézde agri, g6z iritasyonu, kuru g6z, gézde anormal hassasiyet
Yaygin olmayan: korneada asinma, korneada epitel kusur, korneada epitel
bozukluk, noktasal keratit, keratit, kornea lekesi, goz akintisi, fotofobi, bulanik
goérme, gorus netliginde azalma, g6z kapagi spazmi, gézde rahatsizlik,
gb6zde kasinma, konjunktival kesecikler, konjunktival bozukluk, gbézde
yabanci cisim hissi, gozyas! artigi, géz kapaginda kasinti, g6z kapaginda
kizariklik, g6z kapadinda 6dem, g6z kapagdr bozuklugu, konjunktival
kanlanma, okuler kanlanma.

Solunum, gogiis bozukluklari ve mediastinal hastaliklar:

Yaygin: Burun kurulugu

Bilinmeyen (uygun verilerden tahmin edilemeyen):

Pazarlama sonrasi deneyimlerden elde edilen asagida detaylari ile verilen
istenmeyen etkiler (reaksiyonlar) PATANOL ile yuratilen klinik ¢alismalar
esnasinda daha once rapor edilmemigtir. Pazarlama sonrasi arastirmanin
dogasi geredi klinik calismalardan farkli veriler, bu vakalarin gértlme sikhgi
bilinmez ve uygun verilere dayanarak tahmin edilemez.

Okuler:

Korneal 6dem, konjunktivit, goz 6demi, goz sismesi, midriyazis, gormede

rahatsizlik, g6z kapagi kenarinda ¢apaklanma
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Sistemik:

Asiri hassasiyet, nefes darligi, uyuklama, siskin ylz, dermatit, eritem, bulanti,
kusma, sinlzit, halsizlik, keyifsizlik.

PATANOL %0.1 Steril Oftalmik SolUsyonu ile pazarlama tecrubelerinden elde
edilen sonuglara gore ek olarak diger yan etkiler ¢ok nadir olarak

raporlanmistir (<%0.01).

Etken maddeye ait Ozelliklerin tGmd http://www.ilacpedia.com ve

http://www.iegm.gov.tr adreslerinden alinmigtir.


http://www.ilacpedia.com/
http://www.iegm.gov.tr/
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1.3. Olopatadin HCI igin Uygulanmis Analiz Yéntemleri

1.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Nageswara ve ark. (2012) toplu ilag ve farmasoétik dozaj bigciminde
olopatadin miktar tayini igin ters fazli yuksek performansli sivi kromatografi
metodunu gelistirmislerdir. Yontemde hareketli faz olarak 30:70 hacim/hacim
oraninda su ve metanol olusan karisim kullanilmis ve sabit faz olarak ise
Symmetry Cig kolonundan yararlaniimistir. Olopatadinin akis hizi 1.0 mL/dk
ve saptama dalga boyu 246 nm'dir. Calisma arahidi 5.0-50.0 pg/mL ve
korelasyon katsayisi ise 0.999 olarak goézlenmigtir. Olopatadinin alikonma
suresi 2.745 dakika olarak belirlenmistir. Onerilen yéntem dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve saglamlik i¢cin ICH(The International Conference on
Harmonisation) kurallarina gére dogrulanmigtir. Bu yontem tablet dozaj
formlarinda olopatadinin rutin kalite kontrol analizi igin kullanilabilindigi

aciklanmistir.

Mahajan ve ark. (2012) tarafindan olopatadin HCI'Un ICH tarafindan
Onerilen bozulma Urlnlerinin  karakterizasyonu ve tanimlanmasi sivi
kromatografik (LC) ve LC-MS/TOF (Time-of-flight) yapilmistir. Bu
arastirmanin amaci Uluslararasi Uyum Konferansi (ICH)'nin Q1A (R2)
kurallari ile Uretilen bir antialerjik ilag olan olopatadin HCI'Uin farkli gerilme
kosullarinda bozulma UrUnlerini belirlemek ve karakterize edilmesidir. Bu
oksidatif ve termal gerilme kosullarinda kararl iken ilag; asidik, bazik ve
fotolitik gerilme altinda dontsim gecirmistir. Toplam bes bozunma urinin
tespiti sabit faz olarak Inertsii ODS 3 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) kolon
kullanilarak gradyan elisyonu programi vasitasiyla gerceklestirilmigtir. llacin
tam kltle parcalanmasi yolu LC-MS/TOF dogru kitle calismalarin yardimiyla
kurulmustur. Gerilme o6rnekleri LC-MS/TOF calismalarina tabi tutulmustur.
Elde edilen kutle spektral verileri dort bozunma drtnlerini karakterize etmek
icin kullanilmigtir. Degradasyon calismasi kapsaminda olusan Urunler 11-

[(E)-3-(dimetilamino) propiliden]-6, 11-dihydrodibenz [b, e] oksepin -2- asetik
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asit, 2-((2)-9-(3-(dimetilamino) propiliden ne)-9H-fluoren-7-yl) acetic acid, 11-
[(E)-3-( dimetilamino) propiliden]-6, 11-dihydrodibenz [b, e] oxepin-2- asetik
asit Me ester, 11-[(Z)-3-( dimetilamino) propiliden]-6, 11-dihydrodibenz [b, €]
oksepin -2-acetic acid Me ester olarak tespit edilmistir. Gelistiriimis yontem

basarili bir sekilde formulasyon analizi i¢in kullaniimigtir.

Varghese ve ark. (2011) tarafindan stabilite gosteren, yuUksek
performansli kolonlu sivi kromatografik ve ylksek performansli ince tabaka
kromatografik yontemleri tablet dozaj formunda olopatadin HCI'Un
belirlenmesi icin gelistiriimistir. Bu arastirmada tablet dozaj formunda
olopatadin HCI miktar tayini icin iki basit, 6zel, dogru ve hassas yontem
gelistiriimigtir. 1. yontem bir stabilite gosteren izokratik ylksek performansli
sivi kromatografik yontemidir. Analiz % 0.1 ortofosforik asit (trietilamin ile pH
4.5'e ayarlanmisg)-asetonitril (75:25, h/h) 1 mL/dk' lik bir akis hizinda hareketli
faz kullanilarak RP-18 kolonu Uzerinden yapilmistir. Parasetamol i¢ standart
olarak secilmistir. Olopatadin ve parasetamol alikonma sureleri 11.30 ve 4.70
dakikadir. Yuksek performansli ince tabaka kromatografik yoéntem igin,
onceden kaplanmis silika jel 60 F254 aliminyum levha Uzerinde sabit faz
olarak kullanilmistir; haraketli faz kloroform-metanol-amonyak (8:2:0.1,
h/h/h)’dir. Analit bandinin belirlenmesi 301.0 nm'de gergeklestiriimistir ve
referans degeri 0.46 olarak verilmistir. Analiz yontemleri Uluslararasi Uyum
Konferansi kurallarina goére valide edilmigtir. Kalibrasyon grafikleri igin
dogrusal regresyon analizi verileri cevabi ve 0.1-1.0 ug/mL ve 0.1-0.9
Mg/band konsantrasyon aralijinda yuksek performansli sivi kromatografik ve
yuksek performansli ince tabaka kromatografik yontem igcin dogrusal iliski

oldugunu gostermistir.

Han ve ark. (2010) tarafindan olopatadin HCI iceren g6z damlasinin
icinde benzalkonyum klorir miktarinin belirlenmesi igin yuiksek performansli
sivi kromatografik yontem o&nerilmigtir. Sabit faz olarak syano kolonu ve
hareketli faz olarak ise asetonitril-su-trietilamin (440:560:1, h/h/h) karigimi

kullanilmistir. Fosforik asit 3.4 pH dederini ayarlamak igin kullaniimistir. Akis
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hizi 1.0 mL/dk’dir. Calisma dalga boyu 210.0 nm’dir. Calisma konsantrasyon
araligi 0.05-0.15 mg/mL (r= 0.9998) olarak belirlemiglerdir. Ortalama geri
kazanim benzalkonyum klordr igin % 99.7 (n= 9, BSS= % 0.69)'dir. Bu
yontem olopatadin HCI g6z damlasi iginde benzalkonyum klordr belirlenmesi

icin iyi tekrarlanabilirlilikde basit, hassas ve dogruluga sahiptir.

Rele ve Warkar (2011) tarafindan olopatadin HCI igeren oftalmik ¢ozelti
icindeki safsizliginin tayini igin yuksek performansli sivi kromatografik
metodun uygulanmasi yapilmigtir. Olopatadin HCI ve safsizliklarin ayrilmasi
icin Kromasil 100 C;5 (150 x 4.6 mm i.d.), 3.5 pym kolonu sabit faz olarak
kullanilmigtir. Hareketli faz ise tampon ve asetonitril (80:20, h/h) karisimindan
olugsmustur. Akis hizi 1.5 mL/dk olup c¢alisma dalga boyu olarak 220.0 nm
saptanmis ve 25 °C kolon sicakhgi ile muhafaza edilmistir. E-izomeri ve
olopatadin HCI icin alt tayin sinirt 0.0891 mg/mL ve 0.08924 mg/mL olarak
bulunmustur. Yakalama sinirlari 0.2701 pg/mL ve 0.2704 pg/mL olarak
bulunmustur. Olopatadin HCI i¢in c¢alisma arahigi 0.27-3.75 ug/mL olarak
bulunmasina karsin E-izomeri igin ise 0.27-7.5 ug/mL olarak bulunmustur.
Yontem eser duzeyde safsizliklarin tayinleri ile olopatadin HCI igeren oftalmik

cozeltilerde etken madde tayini igin basariyla uygulanmistir.

Bhatt ve Akhtar (2011) tarafindan olopatadin HCI iceren farmasotik
formllasyonlarda etken madde miktar tayini icin yuksek performansli sivi
kromatografik  ydntemi  gelistiriimis ve farmasétik  formilasyonlara
uygulanmasi basariimistir. Basit, spesifik, kesin ve kararlilik gosteren ylksek
performansli sivi kromatografik yontemde Inertsil-ODS-3V kolon sabit faz
olarak kullanilmis ve hareketli faz olarak pH 3.0 o-fosforik asit ile ayarlanmis
tampon:metanol:trietilamin (55:45:0.1, h/h/h) olusan bir karisim kullaniimistir.
Olopatadin HCI alikkonma suresi 6.3 dakika olarak tespit edilmigtir.
Dogrusallik 35.0-65.0 pg/mL arahiginda olopatadin HCI icin bulunmustur.
Olopatadin HCI igin geri kazanimin % 98.7-100.4 araliginda oldugu

bulunmustur.
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Han ve ark. (2010) tarafindan olopatadin HCI igceren g6z damlasinda
etken madde miktar tayini igin yeni bir yuksek performansli sivi kromatografik
yontem gelistirmiglerdir. Yontemde  Cig kolonu 0.05 mol/L potasyum
dihidrojen fosfat-asetonitril-trietilamin (240:2:760, h/h/h) hareketli fazi ile
birlikte kullaniimistir. Calisma dalga boyu 254.0 nm olarak belirlenmistir. Akis
hizi 1.0 mL/dk’dir. Kalibrasyon grafiginin olopatadin HCl igin 0.05-0.15 mg/mL
(R=0.9997) araliginda lineer oldugunu bulmuslardir. Ortalama geri kazanim
olopatadin HCI i¢in % 100.2°dir. Bu yontem olopatadin HCl g6z damlasinin
kalite kontrolu igin iyi tekrarlanabilirlikte basit, hassas bir yontem oldugundan

bahsedilmigtir.

Zhu ve ark. (2011) tarafindan insan plazmasindaki olopatadin
konsantrasyonu belirlenmesi i¢in hizli ve hassas sivi kromatografik-kutle
spektrometre yontemi gelistiriimistir. Ornek preparatlarina asetonitril ve ig
standart (1S, amitriptilin) ilavesinden sonra Et asetat/diklorometan ile sivi-sivi
genislemesi protein ¢okeltmesi ile gergeklestirilmistir. Kurutulduktan sonra
elde edilen tortu hareketli fazda c¢ozulmuastir. Olopatadin ayrilmasi ve
etkilenmeyen IS Cig kolon Uzerinde MS-MS tespiti ardindan saglanmistir.
Analitler bir Turbolonspray kaynagi ile iyonizasyon pozisyonu modunda
izlenmigtir. M/z 338.165 ve m/z 278.91 gegis kullanilarak g¢oklu reaksiyon
takip islemi olopatadini dlgmek icin yapilmigtir. Yontemde 0.2-100.0 ng/mL
araliginda bir dogrusallik tespit edilmis ve yontem igin toplam 3.5 dakika gibi
bir calisma suresinin  oldugundan bahsedilmistir.  Kalite  Kontrol
konsantrasyon dlzeyi igin glnici ve glnlerarasi kesinlik degerleri % 11.4’den
azdir ve bagill hatalari % -6.40 ve % 9.26 arasinda degismektedir.
Dogrulanmis yéntem farmakokinetik degerlendirmek amaciyla 5 mg oral
dozda olopatadin veriimesinden sonra insan plazmasinda olopatadin

konsantrasyonunun olgumu basaril bir sekilde uygulanmigtir.

Mahajan ve ark. (2010) tarafindan olopatadin HCI igeren oftalmik
cozeltilerde etken maddenin miktar tayini icin ylksek performansli ince

tabaka kromatografik yontemi dnerilmistir. Kromatografik gelismede dnceden
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kaplanmig silika jel 60 F254 UGzerinde aliminyum plakalar Gzerinde
metanol:su:buzlu asetik asit (8:2:0.2, h/h/h) hareketli faz olarak kullanilarak
gergeklestiriimis ve grubun densitometrik degerlendirmesi CAT 1.4.3 surim
yazilim ile Camag TLC Tarayici-3 ile 247.0 nm de gerceklestirilmistir. ilacin
referans degeri 0.37 = 0.01 oldugu bulunmustur. Yontem dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve saglamlik agisindan incelemiglerdir. Kalibrasyon egrisi
200-1200 ng/grup arasinda bir aralik iginde dogrusal oldugu bulunmustur. Bu
yontem oftalmik ¢ozeltiler icinde etken maddenin miktar tayini igin basaril bir
sekilde uygulanmistir. Analiz sonucu (ortalama + SS) olopatadin HCI igin
100.51 £ 1.01 olarak bulunmustur. Boylece, dnerilen yontem, etken maddeyi
iceren oftalmik ¢cozeltilerin rutin analizleri i¢in daha hizli ve uygun maliyetli

bir nicel kontroll saglamak i¢in uygun olacagindan bahsedilmistir.

Chen ve ark. (2009) tarafindan sivi kromatografik kitle spektrometri ile
insan plazmasinda olopatadin miktar tayin yontemi onerilmigtir. Plazma
numuneleri Gzerine asetonitril ve i¢ standart olarak desloratadinilave edilerek
protein ¢okelmesi yapilmis ve ¢okelek kurulmustur. Yontemde hareketli faz
olarak (asetonitril-metanol-% 0.1 format, 25:5:70, h/h/h) ile sabit faz olarak
CAPCELL PAK Cg kolonundan yararlaniimistir. Ucli dért kutuplu sirali kiitle
spektrometresi detektdr olarak kullaniimistir. Elektrosprey iyonizasyon
kaynak iyon konumu modunda uygulanmis ve c¢alistinimistir. Coklu reaksiyon
takip islemi m/z 338.2/165.2 ve m/z 311.1/259.1 Q1/Q3 iyon gegigleri
olopatadin ve desloratadin élgmek icin kullaniimistir. Kalibre edilen dogrusal
egri 1.0-200.0 pg/L insan plazmasi iginde 1.0 pg/L tespit limiti ile
degdismektedir. Geri kazanim yontemi % 85-115 arasinda oldugunu ve parti
icinde ve parti arasinda bagil standart sapma % 10'dan daha az olmustur.
Yoéntem olopatadinin farmakokinetik degderlendirmesi icin belirli, hassas ve

hizli oldugunu kanitlamistir.

Xu ve Niu (2007) tarafindan farmasoétik preparatlar icerisindeki
olopatadin HCI'Un miktar tayini icin ylUksek performansli sivi kromatografik

yontem oOnerilmistir. Yontemde sabit faz olarak ODS kolonu (250 mm x 4.6
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mm, 5 pm) ve hareketli faz olarak ise asetonitril-0.02 mol/L sodyum
dihidrojen fosfat c¢ozeltisi (35:65, % 0.2 sodyum oktan sulfonat igeren ve
fosforik asit ile pH 3.0'a ayarlanmig h/h) karisim kullaniimistir. Dalga boyu
olarak 210.0 nm’'de belirlenmistir.

Liang ve ark. (2006) tarafindan yuksek performansli sivi kromatografik-
kutle spektrometri ile insan plazmasinda olopatadinin kantitatif miktar tayini
yapilmistir. Plazma numuneleri Tomtec otomatik SPE cihaz tarafindan
hazirlanmis ve Alltima Cjs kolonu Uzerinde metanol:% 0.05 formik asit
(50:50, h/h) hareketli faz kullanilarak ayirim saglanmistir. Olopatadinin miktar
tayini icin alt tayin sinirini 0.1 ng/mL olarak hesaplamislardir. Yontemde
lineer araligl 0.1100 ng/mL olarak belirlemislerdir. Tium dogruluk ve kesinlik
degerlerinin % 15 iginde yer aldigini bulmuslardir. Bu ydntem insan
plazmasinda olopatadin tayini igin uygulanmig belirli, hassas ve dogru

oldugu kanitlanmistir.

Fujimaki ve ark. (2006) yuksek performansh sivi kromatografik kitle
spektrometri ile insan plazmasinda anti-alerjik ilaglardan ketotifen,
olopatadin, setirizin ve ibudilastin miktar tayinlerini gerceklestirmislerdir. ilag
polimer sabit faz Uzerinde kalirken protein ve/veya makromolekil matriks
bilesikler ilk olarak kolondan ellt edilmistir. Kolon Uzerinde kalan analitler
sonra gradyani ayirma teknidi kullanilarak zengin-asetonitril hareketli faz
icine ellt edilmigtir. Plazma icine artan dort antialerjik ilaglarin geri
kazanimlari % 51.7-95.5’dir. Dort anti-alerjik ilag icin regresyon denklemi
plazmada 1.0-100.0 ng/mL arahginda dogrusallik géstermiglerdir. Yontemde
alt tayin siniri tim bilegikler icin 0.5 ng/mL olarak hesaplanmistir. Plazmadaki
ilag gunici ve gunler arasi kesinligi % 9.5den buydk olmadigini
hesaplamiglardir. Bunlarin oral uygulamasindan sonra insan plazmasinda
anti-alerjik ilaclar gercek tayini elde edilen veriler olup ayni zamanda

yontemin dogrulama icin sunulmustur.
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Fujita ve ark. (1999) Olopatadin ve olopatadinin insan plazmasindaki
metabolitlerinin tayini igin yuksek performansli sivi kromatografik yontem
onermislerdir. Olopatadin, metabolitler ve i¢ standart KF11796 Bond Elut Cig
kartuglar Uzerinde kati-faz ekstraksiyon kullanarak plazmadan ayirmiglardir.
Eluati kurutarak, yeniden yapilandirmiglar ve LC-ESI-MS-MS sistemi igine
enjekte etmislerdir. Olopatadinin Kalibrasyon egrileri 1.0-200.0 ng/mL
araliginda iyi dogrusallik gdsterdiginden bahsetmislerdir. Yontemi insan kan
plazma Orneklerindeki olopatadin ve metabolitlerinin belirlenmesi igin

kullanmislardir.

1.3.2. Spektrofotometri

Mathrusri Annapurna ve ark. (2012) olopatadinin farmasétik dozaj
formundaki miktar tayini igin iki adet spektrofotometrik ydntem
gelistirmiglerdir. Bu yontemlerde birincisinde etken maddenin NaOH (Yontem
A) icerisindeki ¢ozeltisinden yararlaniimistir. Diger yontemde ise ¢dzlcu
olarak amonyum format (Yontem B) kullaniimigtir. Beer yasasi yontem A ve
ydntem B cevaplari sirasiyla korelasyon katsayilari R*= 0.999 ve 0.9998 olan
ve konsantrasyon araliklari ise 0.5 - 25.0 pg/mL ve 1.0 - 25.0 yg/mL olarak
hesaplanmigtir. GuUn i¢i ve gunler arasi kesinlik c¢alismalari icin % BSS
degerleri sirasiyla 0.31-0.42 ve 0.65-0.69 yontem A igin ve 0.48 - 0.51 ve
0.54 - 0.58 yéntem B igin cevap olarak bulunmustur. Onerilen yoéntem
farmasotik dozaj bigiminde olopatadinin belirlenmesi igin kullanilmis ve ICH

kurallarina gore deg@erlendirilmistir.

Saifulla Khan ve ark. (2012) tarafindan tablet dozaj formlarindaki
olopatadin miktar tayini icin asit boyalar kullanarak spektrofotometrik yéntem
onerilmistir. Ug basit, dogru, hizh ve hassas bu yéntemlerde brom timol
mavisi (yontem A), brom krezol yesili (ydntem B) ve brom moru (yéntem C)
asit boyalari kullanmiglardir. Asit boyalarla olopatadinin meydana getirdigi

iyon cifti komplekslerinin maksimum dalga boylarini 415.0 nm, 420.0 nm ve
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417.0 nm olarak belirlemiglerdir. Beer Kanuna gore olopatadinin
konsantrasyon araligi yontem A i¢in 5.0 - 55.0 pg/mL, 5.0 - 50.0 pg/mL
metod B i¢in ve 5.0 - 45.0 yg/mL metod C igin hesaplamislardir. Tum
yontemler icin analiz sonuglari istatistiksel ve geri kazanim c¢aligsmalari ile
dogrulanmigtir. Onerilen ydntem duyarli, ekonomiktir ve olopatadin igeren
farmasotik preparatlarda etken madde miktar tayini igin rutin analizlerde

kullanilabilinecegini gostermiglerdir.

Dey ve ark. (2010) Olopatadin igeren farmasotik dozaj sekillerinde,
selektif Hj-reseptdr antagonisti etkinligine sahip bir antihistaminik olan
olopatadin miktar tayini igin basit, dogru, hassas ve uygun maliyetli bir UV-
VIS spektrofotometrik yontem onermistir. Yontemde ¢dzicu metanol ve 0.1 N
HCI (50:50, h/h) karigimi kullaniimis ve Anax degeri 206.0 nm olarak tespit
edilmistir. Yontemlerde c¢alisma araligi 2.0 - 10.0 pg/mL araliginda
g6zlemislerdir. Bu yontem daha sonra ICH (Uluslararasi Uyum Konferansi)
kurallarina goére farkli parametreler igin dogrulanmigtir. Bu ydntem yardimci
maddelerin girisimi olmaksizin olopatadinin kalite kontrol formilasyonunun
belirlenmesi icin kullanilabilineceginden bahsedilmistir. Olopatadin HCI ICH
tarafindan farkli kosullar altinda geriime bozulmasina tabi tutulmustur. Bu
sekilde elde edilen o&rnekler gelistirilen ydntemi kullanilarak bozulma

calismalari icin kullaniimistir.

1.3.3. Voltametri

Sreedhar ve ark. (2012) Olopatadin iceren farmasoétik preparatlarda
etken maddenin miktar tayini igin asili damla civa elektrodu kullanilarak
voltammetrik yéntemler yapilmistir. Uzerinde calisilan ilag karbon-karbon gift
baginin azaltiimasindan dolayi tek, iyi tanimlanmis bir azalma nedeniyle pik
gOstermistir. Maksimum pik akimi veren elektrot ve reaksiyon sartlari
diferansiyel puls voltametri kullanilarak olusturulmustur. Dogrusal bir iligki pik

akimi ve olopatadin konsantrasyon arali§i 1.0x10° M ile 4.0x10” M arasinda
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gOzlenmistir. Alt tayin sinirlari ve yakalama sinirlari 1.92 ng/mL ve 6.34
ng/mL olarak bulmuslardir. Onerilen yéntem basarili bir sekilde yardimci
maddelerin etkisi olmaksizin farmasotik formilasyonlarda olopatadinin miktar

tayini icin uygulanmistir.
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1.4. KULLANILAN YONTEMLER

1.4.1. Spektrofotometri

Cozelti icindeki madde miktarini ¢dzeltiden gegen veya c¢ozeltinin
tuttugu 1siIk miktarindan faydalanarak olgme islemine fotometri, bu tip
Olcimde kullanilan cihazlara da fotometre denir. Fotometrik ol¢cimde,
renksiz ¢ozeltilerin konsantrasyonu da Olgulebilir. Analiz edilen 6rnek Uzerine
IStk demetinin bir kismini filtreler kullanarak ayiran ve goénderen aletler
kolorimetre veya fotometre olarak adlandirilirken, yariklar ya da prizmalar
araciligi ile bu segiciligi yapan aletler spektrofotometre olarak adlandirilirlar.
Maddenin 1131 absorplamasini incelemek icin kullanilan duzenege
absorpsiyon spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi
verilir (Kihg ve ark., 1998).

Monokromatik (tek dalga boyundaki isin) ve lp siddetindeki bir 1sin
demeti, kalinhdl b cm olan bir tipte bulunan ¢ozeltideki herhangi bir atom,
molekul veya iyonlarin tarafindan absorblandiginda isinin siddeti azalir ve

tlpu | siddetinde terk eder.

- ' ——

Iy
”'—
b

Sekil 1.1.1. Numune hucresi (http://en.wikipedia.org)
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Molekul veya iyonlarin o dalga boyundaki isini absorplamasi sonucu

ortaya ¢ikan azalma Lambert — Beer Kanunu ile verilir. Bu kanuna gore;

- Numuneye gelen isik ile numuneden ¢ikan i1sik arasinda matematiksel
bir iligki vardir.

- Absorbans absorblayan maddenin konsantrasyonu ve numuneden
gecgen 1s1gin aldigr yolun uzunlugu ile dogru orantilidir.

- Olgulen maddenin konsantrasyonu ile absorbans degeri arasinda

dogrusal bir iligski vardir. Konsantrasyon arttikga absorbans artar.

Kanun matematiksel olarak ;
log=a.h.C=A (Lambert-Beer Esitligi)

I = Numuneyi terkeden 1ginin siddeti

lo = Numune Uzerine gdnderilen i1s1gin siddeti

a = Absorpsiyon katsayisi veya absorptivite, verilen dalga boyunda, belli
atom, iyon veya molekul i¢in sabit bir degerdir

b = Is1gIin numune igerisinde aldigi yol (cm cinsinden)

C = Cozeltinin konsantrasyonu ( g/mL)

A = Absorbans

seklinde ifade edilmektedir.

Egder Lambert — Beer kanunu ifadesi;
A=¢b.C

seklinde kullanilirsa 1sin yolu uzunlugu cm, numune konsantrasyonu mol/L

olarak absorptivite € ise molar absorptivite olarak alinmalidir.
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Lambert - Beer Kanunu'nun gegerli olabilmesi igin asagidaki sartlar
uygun olmalidir (Yildiz ve Geng, 1993; Gunduz, 1998; Kili¢ ve ark., 1998):

1) Analiz sirasinda maddenin Ozelliklerini degistiren disosiasyon,
asosiasyon, polimerlesme, kompleks olusumu gibi olaylar meydana
gelmemelidir.

2) Kirllma, yansima ve difizyon gibi parazit olaylar meydana
gelmemelidir.

3) Kullanilan 1gik monokromatik (tek dalga boyunda) i1sik olmalidir.

Lambert-Beer kanunu 1.0 - 0.01 Mden kuguk konsantrasyondaki
cozeltiler igin gegerlidir (Yildiz ve Geng, 1993; Gundiuz, 1998). 0.01 M’'dan
daha konsantre ¢ozeltilerde artan tanecik sayisi nedeniyle sapmalar goruldr.
Cihazin parcgalarindan kaynaklanan sagilmalar ve yansimalar da yanlis
degerlere ulasilmasina neden olabilir. Numune Uzerine génderilen 1sinin tek
dalga boylu 1sIn olmamasi ve ayrica numune Uzerine kagak i1sin gelmesi
konumunda da cesitli sapmalar meydana gelir. Numuneye iki ayri dalga
boyunda Iy ve I, siddetlerindeki 1sin goénderildiginde ve numunenin bu

Isinlari absorpladigi durumda matematiksel olarak;

esitligi ile ifade edilebilir (Yildiz ve Geng, 1993). Bu matematiksel ifade

incelenirse U¢ durum s6z konusudur;

1. e =¢ ise esitlik tek dalga boyundakine indirgenir ve bu nedenle
dogrusalliktan sapma gorulmez.

2. £ > ¢ ise Olgllen A tek dalga boyu igin dlciilmesi gereken degerden
cok daha kucguk olur ve dogrusal iliskiden negatif bir deger ortaya
cikar.

3. £ < ¢ ise sapma pozitiftir (Yildiz ve Geng, 1993).
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Spektrofotometrik kantitatif analiz c¢alismalarinda etken maddenin
bilinen farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanir ve spektrumlari alinir.
Cozeltilerin - maksimum  absorpsiyonun  oldugu dalga boylarindaki
absorbanslari oOl¢ulup, konsantrasyonlarina karsilik cizilmesi ile ¢alisma
grafikleri elde edilir. Bilinmeyen konsantrasyondaki etken maddenin, ayni
sartlar altinda absorbansi okunarak kalibrasyon denklemleri sayesinde

bilinmeyen madde konsantrasyonlari hesaplanir.

1.4.1.1. Spektrofotometre

Spektrofotometrik analizde kullanilan cihazlara spektrofotometre denir.
Bir spektrofotometre dizenedi, baslica 1sik kaynagi, dalga boyu segcicisi
(monokromator), dedektorden olusur; dedektérde elektrik sinyaline gevrilen
optik sinyal bir kaydedici veya bir galvanometre ile dlgulir. Ana bilesenlere ek
olarak spektrofotometrede 1s1d1 toplamak, odaklamak, yansitmak, iki demete
bdélmek ve 6rnek Uzerine belli bir siddette gdbndermek amaciyla mercekler,
aynalar, i1sik béluctleri, giris ve c¢ikis araliklari vardir. Ornek, kullanilan dalga
boyu bdlgesinde 1s1g1 gecgiren maddeden yapilmis drnek kaplarina (kivet)

konularak 1sik yoluna yerlestirilir.

Bir spektrofotometre bes kisimdan meydana gelmistir;

1. Isik kaynagi: UV ve gorlnur bolgede doéteryum, hidrojen, Xe ark,
tungsten flaman lambasi ve civa buhar lambasi gibi surekli 1s1k
kaynaklari kullanilir. Ultraviyole bodlgede en c¢ok kullanilan lambalar
hidrojen ve doteryum elektriksel bosalim lambalaridir. Xe ark ve civa
buhar lambalari ise UV ve gorunur bolgede kullanilabilen surekli 1gin
kaynaklaridir.

2. Monokramator (Dalga boyu segici): Isik kaynagindan gelen beyaz
Isiktan uygun dalgaboyunu secip digerlerini elimine eden sistemdir.
Genel olarak monokromatoér olarak prizmalar veya optik ag adini alan

parcalar kullaniimaktadir.
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3. Numune veya Coziicu kismi: Numune kabi veya huceleri galigilan
spektrum bolgesinde 1sini gegiren maddelerden yapilmaktadir. UV
bdlgesinde yani 200.0 - 400.0 nm arasinda galigiliyorsa kuartz veya
erimig silis kuvetler, gérinur bolge yani 400.0 - 800.0 nm arasinda
calisiliyorsa cam ve kuartz kuvetler kullanilir.

4. Dedektor: Elektrik sinyaline c¢evrilen optik sinyalin kaydediciye
ulasmasini saglamaktadir.

5. Kaydedici: Dedektorden gelen elektrik sinyalini ol¢gen ve burada

elde edilen degerleri rakamsal olarak ifade eden kisimdir.

Isik Kayna§t Dedektor

0
& i "
\/ =—5| Monokromator Ornek —_————
=

——————— Kaydedici

goziich e — — — — —

Sekil 1.1.2. Cift Isin yollu Spektrofotometre (http://biyokure.org)
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1.4.1.2. Turev Spektrofotometri

Spektrum, absorbans degerlerinin dalga boyuna karsi grafigi anlamina
gelmektedir (Onur ve Yucesoy, 1983; Levillain ve Fompeydie, 1986). Bir
spektrumun belli noktasindaki egimi i¢cin baslica degiskenler absorbans (A)
ve dalga boyu (A) degerleri olmaktadir. Bu degiskenler kullanilarak
matematiksel olarak y = f(x) fonksiyonu A = f(A) seklinde vyazilabilir.
A = f(L) fonksiyonun her bir noktasindaki tegetinin egimi yani turev ifadesi
dA/d) seklinde ifade edilmektedir. Lambert-Beer kanununa gore A = ¢.b.C
esitliginin dalga boyuna gore birinci dereceden turevi matematiksel

olarak 1.dereceden turev egrisi:

Esitligin 2. dereceden tlrev egrisi:

de d?e
— (2 2 2 _
C2.2 ()% = C.b.

d?A
di?

Esitligin 3. dereceden tlurev egrisi:

d3A_ de3€+3C2 b2 (ds> d?%e 3 de .,
3= —C.b o+ 3.020% (). 7 ) - b ()

seklinde ifade edilir.

ifade edildigi gibi tirev egrilerinin hazirlanmasi matematik islemlerini
gerektirmektedir. Bir spektrumun her bir noktasindaki tirevinin hesapla
bulunmasi ve sonra bunlarin grafide gecirilerek yeni tirev egrilerinin
hazirlanmasi icin bilgisayarlardan yararlanilir. Tlrev spektrumlarinin
kullanilmasina dayanan analiz yontemine “TlUrev  Spektrofotometri” adi

verilir.
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Sekil 1.1.3. A. basit bir orijinal spektrum
D;. Orijinal spektrumun 1. dereceden tlrevi
D,. Orijinal spektrumun 2. dereceden turevi
Ds. Orijinal spektrumun 3. dereceden turevi
D,. Orijinal spektrumun 4. dereceden turevi

(Onur ve Ylcesoy, 1983).
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Sekil 1.1.3.‘de basit bir orijinal spektrumun 1., 2., 3. ve 4. turev
spektrumlart  verilmistir.  Sekil incelendiginde goruldugu gibi  orjinal
spektrumun birinci tlrevi alindiginda bandin yukselen bdlgesinde pozitif,

inen bolgesinde ise negatif pikler olusturmaktadir.

1.4.1.2.1. Yontemin Avantajlari (Onur ve Yucesoy 1983):

1. Turev galismasi orjinal spektrumunun egimleri hakkinda bilgi verir ve
donum noktalarinin daha belirgin hale gelmesini saglar.

2. Genellikle orjinal spektrumda elde edilen egriler birgok pikin Ust Uste
gelmesi ile meydana gelmigtir. Turev alma yontemi ile bu absorpsiyon
egrileri daha ayrintili sekle girer ve bdylece bir arada bulunan piklerin
tek tek gorulmesi saglanir.

3. Spektrofotometride bulanik c¢ozeltiler ile calisiirken ¢dkme hizi,
tanecik buyuklugu gibi faktorlere bagh olarak hata yapilabilir. Tarev
egrilerinin hazirlanmasi ile bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki
ortadan kaldirilir.

4. Birden fazla maddenin karisim halinde bulundugu ortamlarda tek tek
miktarlari tayin edilebilir.

5. Etken maddelerin miktar tayini preparat icerisinde bulunan diger
matriks bilegenlerin varliginda da yapilabilir.

6. Etken maddenin bozulma urunUndn yaninda tayini yapilabilir.

1.4.1.2.2. Yontemin Dezavantajlar:

Tlrev dereceleri arttirildikga Sinyal/Gurultd (S/G) oranlari bozulmakta
ve bu degisim piklerin sayisinin artmasina ve karisikliga neden olmaktadir.
Ayrica ekonomik agidan pahali  spektrofotometrelere  gereksinim

duyulmasidir.



28

Spektrofotometri bolimu Onur ve Yulcesoy, 1983; Levillain ve
Fompeydie, 1986; Yildiz ve Geng, 1993; Gunduz, 1998; Kilig ve ark., 1998

kaynaklari kullanilarak hazirlanmistir.
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1.4.2. Kromatografi

Kromatografi, karisim halinde bulunan bir 0Ornekteki bilesenlerin
ayrilmasi, taninmasi ve tayini icin kullanilan yontemlerin genel adidir. Bu
yontemin uygulandigi sistemler ve teknikler c¢ok cesitli olmakla birlikte
tumanadn ortak ozelligi, bir hareketli faz ile bir sabit faz kullanilmasidir (Skoog
ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998). Bu yontem ilk kez Rus botanik¢i Mikhail
Tsvett (1903) tarafindan bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta
kullanilarak gelistirilmistir (http://www.analitik.hacettepe.edu.tr). Bir karigimin
bilesenleri sabit faz Uzerinde, sivi veya gaz olabilen hareketli faz tarafindan
tasinir. Ayrimin temeli, bilesenlerin farkli go¢ oranina sahip olmasina dayanir;
yani sabit faz tarafindan daha kuvvetli tutulan bilesenler daha yavas hareket
ederken, sabit faz tarafindan daha zayif tutulan bilesenler ise daha hizli
hareket eder, bdylece ayirim gergeklesmis olur (Skoog ve ark., 1996; Kili¢ ve
ark., 1998).

Kromatografik ydntemler genel olarak su sekilde siniflandirilir

(http://lwww.analitik.hacettepe);

1. Ayrilma mekanizmasi: Adsorpsiyon, partisyon, iyon degistirme, iyon
cift, —molekiler eleme ve afinite  kromatografisi  seklinde
siniflandinimaktadir.

2. Uygulama bicimleri: Kagit, ince tabaka, gaz ve yuksek performansli
sivi kromatografi olarak gesitlendiriimektedir.

3. Faz tipleri: Sivi-sivi, sivi-katl, gaz-sivi ve gaz-kati kromatografisi

gruplarina ayrilmaktadir.

Calismalarimizda kullandigimiz kromatografi ¢esidi oldugu icin ylksek

performansli sivi kromatografi Gzerinde durulacaktir.
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1.4.2.1.Yuksek Performansh Sivi Kromatografi:

Sivi kromatografide hareketli faz olarak daima sivi kullaniimakta sabit
faz ise gesitlidir. Sabit faz olarak genellikle dolgu materyalleri ile doldurulmus
celik kolonlar bulunmaktadir. Hareketli fazlarin kolon igerisinden ilerlemeleri
oldukga c¢ok yavas olmaktadir. Dolgu maddesinin tanecik c¢aplarinin
kUgultilmesi kolon boyunun uzatilmasi ayrilma suresini olduk¢a uzatacaktir.
Daha kuguk tanecikli daha kuguk ¢apl kolonlar kullanilarak sisteme basing
uygulandi§i zaman ayrilma verimliliginde artis gézlenmistir. Iste ylksek
basing altinda gergeklestirilen sivi-sivi  kromatografi tarine yUksek
performansli sivi kromatografi adi verilmektedir. Eger sistemde sabit faz
polar hareketli faz apolar veya dusluk polariteye sahip ise bu tur
kromatografiye normal faz (NP) aksi durumda ise sabit faz apolar hareketli
faz ise polar ise bu tur kromatografiye ise ters faz (RP) sivi kromatografisi

adi verilmektedir.

Ters faz kromatografik ¢alismalar normal faz kromatografik ¢alismalara
oranla daha ¢ok tercih edilmektedir. Clinkl normal faz kromatografisinde sivi
fazin kontroli ¢ok oénemli ve kritiktir.Hareketli fazdaki ufak degisiklikler
kromatogramda  buylk  degisikliklere neden olur. Normal faz
kromatografisinde dengeye ulasma olduk¢ca yavas iken ters fazda daha
hizlidir. Apolar ¢ozuculer ¢ok pahali olup nemden uzak tutmak oldukga zor
olup ters faz kromatografisinde bdyle bir zorluktan bahsedilmemistir

(http://lwww.analitik.hacettepe).

Sabit bilesimde tek c¢o6ziclu kullaniimasiyla gerceklesen ayirima
izokratik ellsyon, polariteleri birbirinden farkl iki veya U¢ ¢ozlcu sisteminin
kullanildigi ve ayirm sirasinda bu c¢o6zuculerin oranlarinin  degistirildigi

ayirnma ise gradiyent elisyon denir.

Analitik amagla calismaya baslandiginda 6rnek once hareketli fazda
¢o6zUlur ve hazirlanan ¢ozelti kolona verilir (Sekil 1.2.1.); kolonda, 6rnegin

icerdigi maddeler hareketli ve sabit faz arasinda dagilir. Cozelti
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enjeksiyonundan sonra kolona bir miktar saf halde hareketli faz verilir. Bu
kisim, ¢ozeltiyi kolonun alt kisimlarina dogru iter ve bdylece iginde hala sabit
faza gegecek kisimlar bulunduran hareketli faz ile asagi kisimlardaki sabit faz
arasinda dagilma saglanir. Ayni anda hareketli faz ile Ust kisimlardaki i¢inde
hareketli faza gegecek kisimlar bulunduran sabit faz arasinda da yeniden
dagiima olur. Surekli olarak ilave edilerek drnekdeki molekuller, hareketli ve
sabit fazlar arasindaki gegislerle kolonun altina kadar tasinir. Maddedeki
molekuller sadece hareketli faz egliginde ilerleyebildiklerinden, bir maddenin
ortalama go¢me hizi, onun hareketli fazda kalma suresine baglidir. Bu sure,
maddelerin dagima oranlarindan anlagilabilir; sabit fazdaki madde
konsantrasyonu yuksek ise sure kisa, hareketli fazdaki konsantrasyon
yuksek ise slUre uzundur. En ideal hal, hizlar arasindaki farklarin, bir
karisimdaki maddeleri kolon uzunlugu boyunca ayn bantlar halinde
ayirabildigi durumdur (Sekil 1.2.1. ve Sekil 1.2.2.). Kolondan yeteri kadar
hareketli faz gegirilerek bdlgeler halinde toplanmis maddeler kolondan sira ile
cikarilir ve kendilerini tanimlayan bandlar halinde kaydedilir. Kolona verilen
ornegin hareketli faz ilavesiyle yikanmasi iglemine elisyon denir. Kolonun
sonunda 6rnekteki madde konsantrasyonlarini algilayan bir detektdrle alinan
sinyaller zamanin fonksiyonu olarak simetrik egriler verir (Sekil 1.2.1’nin alt
kismindaki egriler). Boyle bir grafige kromotogram denir. Kalitatif ve kantitatif
analizlerde kullanilir. Piklerin konumlari maddenin cinsini, alanlari ise

konsantrasyonlarini tanimlar.

A ve B maddeleri karisimi bir kromatografik kolondaki eltisyon isleminin
kisa ve uzun olmasi halinde verdigi konsantrasyon profilleri gériimektedir
(Sekil 1.2.2.). Gog islemi sirasinda A’nin geride kalmasi ayrilma katsayisinin
B'ninkinden buyidk olmasidir. Kolonun buyu uzadikga iki pik arasindaki
uzaklik artar. Ayni zamanda iki bandda da genisleme olur; bu durum kolonun
ayirma verimini dusuarur. Sekil 1.2.2’de ikinci kisimdaki gibi iyi bir ayirm elde

edebilmek igin yeteri kadar uzun bir kolona itiyag vardir.
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Sekil 1.2.2. A ve B maddeleri kolondan asagi ilerlerken iki ayri gog

noktasinda alinan konsantrasyon profilleri
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Tuam kromatografik ayirmalar hareketli ve sabit fazlar arasinda dagilan
maddelerin degisik yayllma (hareket) Ozelliklerine dayanir. Dagitma
katsayisi, K denilen ve sicakliga bagdimli bir sabit ile kantitatif bir denklem
verilebilir.

CS

K =

Cm

Burada cs maddenin sabit fazdaki analitik konsantrasyonu, c, ayni
maddenin hareketli fazdaki konsantrasyonudur. ideal halde, genis bir madde
konsantrasyonu araliginda dagiima kat sayisi sabittir; yani cs, ¢y ile dogru

orantilidir.

lyi bir kromatografik ayirmada maddelerin go¢ etme hizi ve madde
piklerinin  genislemeye bagladigi  bdlgenin tanimlanmasi  énemlidir.
Kromatografinin orijinal teorisi Martin ve Synge’nin gelistirdikleri tepsi teorisi
dir ve go¢ hizini kantitatif anlamda tarif eder. Ancak bu teori piklerin boélgesel
genislemelerine yol agcan ¢ok sayidaki degigkeni aciklayamaz. Bu nedenle
tepsi teorisinin yerini, bu degiskenleri de tanimlayan kinetik veya hiz teorisi
almigtir. Kinetik teoride kullanilan iki terim vardir: teorik tepsi sayisi ve teorik
tepsinin esdeger yuksekligidir. Buna gore bir kromatografik kolonun ayri ayri,
fakat birbirine bitisik dar, yatay bir seri tabakalardan olustugu varsayilmakta
ve her tepside maddenin hareketli ve sabit fazlar arasinda dengeye ulastigi
kabul edilmektedir.

Kromatografik kolonun ayirma sistemi olarak verimi, denge sayisinin
artmasiyla yukselir, yani teorik tepsi sayisi arttikca kolonun verimi de artar.
Buna goére teorik tepsilerin sayisi, N kolon veriminin bir dlgusudur. Esdeger

tepsi yuksekligi, H'da yardimci bir parametredir. Bu iki parametre arasinda,

N_L
" H
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bagintisi bulunur; L kolon dolgusunun yuksekligini gosterir. Kolon verimi
yukseldikge H duser, H' in kigulmesi kolonun belirli bir uzunlugundaki denge

sayisinin biyumesine yol acgar.

Kromatografik hiz teorisi, bir bandin genisligini etkileyen degiskeleri ve

bu bandin kolondan ¢ikma zamanini tanimlayabilen basarili bir teoridir.

Bir kromatogramin Gaussian seklindeki egrisi de, kromatografik
banddaki veya bolgedeki sayisiz madde taneciklerinin rasgele hareketlerinin
birbirine eklenmesiyle olusur. Boyle bir edri, herhangi bir 6lgimdeki hatanin,
¢ok sayida kuguk, tayin edilemeyen ve rasgele pozitif veya negatif hatalarin
bir toplami oldugu kabul edilerek cizilir. Bir Gaussian egrisinin genisligi
standart sapmaya baglidir. Bir kromatogramdan c¢ikarilan standart sapma
bdlgesel geniglemenin kantitatif bir dlgtsudur. Bir kromatografik pikin standart
sapmasl, zaman birimi ile veya kolon uzunlugu boyunca olan mesafe ile tarif
edilir. uzunluk birimi igin o, zaman birimi i¢in de T sembolU kullanilir. o veya t'
nun bir kromatogramdaki ifadesi, Sekil 1.2.3.'de gosterilmigtir. Egrinin iki
tarafindan cizilen tedetler eksene dogru uzantildiginda ekseni kestikleri
noktalar, maksimumdan eksene inilen dikten yaklasik olarak 2t uzakdir; ve
tabii W= 47" dir.

= = .
’lr.
_ | twm -\
o fe—] f o \
= 1
5 | \
£l [\
2 /\ —-’f’/: W —r‘:‘*-——---u
i \
0 Zaman, dakika —>

Sekil 1.2.3. Kromatografik pikten standart sapma t‘nun tayini

Burada;
tr: kolon dolgusu iginde maddenin alikonma zamani,

tu: kolonda tutulmayan kismin ¢ikma zamani
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Kromatografik bir bdlgenin genislemesi birim uzunluktaki kolon igin

standard sapmanin karesi olarak asagidaki esitlikle verilir.

Burada; H cm cinsinden tepsi yuksekligini gosterir ve verimi ifade eder,
L kolonun uzunlugunu (cm) gosterir, 0’ nin birimi H ve L ile olan bagintisi
nedeniyle uzunluk birimidir (cm). N =L/H denklemi ile beraber yeniden

duzenlenirse;

L2
N = ;
ifadesi elde edilir. N, L uzunlugundaki bir kolondaki tepsi sayisini verir; yani,
tepsi sayisinin artmasi ve tepsi yuksekligin azalmasi kolon veriminin

yukselmesini saglar.

Band Geniglemesinin Kaynaklari

Kromatografik pikler kinetik olarak kontrol edilen G¢ islem nedeniyle

genisler; bunlar:

1- girdap diftizyonu
2- boylamasina diflizyon

3- dengesiz kitle transferidir.

Bu etkilerin buyuklUklerini akis hizi, dolgu maddesinin tanecik
blayutklugu, difizyon hizlar ve sabit fazin kalinhgi gibi kontrol edilebilen
degiskenler belirler. Bu U¢ islemi de kapsayacak sekilde kromatografik
kolonlarin  verimini hesaplamada kullanilabilecek c¢esitli denklemler
gelistiriimigtir. Bunlardan ilk bulunani ve en basit olani van Deemter

denklemidir. Denklem, akis hizi u ile tepsi yuksekligi H arasinda yaklasik bir
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iliski verir; burada A girdap difuzyonu ile, B boylamasina difizyon ile ve C

dengesiz kutle transferi ile ilgili terimlerdir.
B
H=A+—+Cu
u

Girdap Difuzyonu; bir molekulin dolgulu bir kolondan gecgerken
karsilastigi patikalarin sayisi artikga girdap difuzyonu etkisiyle bdlge
genislemesi meydana gelir. Bu patikalarin uzunluklari farkhdir; bunun sonucu
olarak ayni maddeye ait molekullerin kolonda alikonma sureleri de farklh olur.
Bdylece tum molekullerin kolonun sonuna ulagmalari bir zaman araliginda
gergeklesir ve cikan band da genis bir sekil alir. A'nin akig hizina bagl

olmadigi varsayilir ve asagidaki ifade yazilabilir.
A = ZAdR

Burada dr ortalama tanecik capi, A sikisikhk faktértdar. A‘nin

degerlerini, sabit fazin tanecik bayuklugu araligi ve doldurulma sekli belirler.

Boylamasina Difizyon; bir bandin yodun merkez kismindaki
molekdullerin, bandin iki tarafindaki daha seyreltik bdlgelere dogru go¢ etme
egilimlerinden kaynaklanir. Hareketli ve sabit fazlarin her ikisinde de
olusabilmektedir. Boylamasina difuzyon hareketli fazin gaz oldugu bir
ortamda ¢ok o©6nem kazanir, c¢lnkl gaz fazindaki diflzyon hizlarinin
blayukligua sivilara goére birkag derece fazladir. DifiUzyon miktari zamanla
artar; akis hizi azaldikga band geniglemesi de artar. Akis hiziyla ters

orantilidir. B bir sabittir ve Dy ile,
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denklemi ile gosterilmektedir.

Burada, Dy hareketli fazda bulunan maddenin difizyon katsayisi, y
blokaj faktorudur ve sabit fazdaki taneciklerin, serbest molekuler difUzyonu
engellemelerinin bir dl¢gtsudur; dolgu maddesinin tipine gore y degeri 0.5 -
0.9 araliginda degisebilir. Boylamasina difuzyonun neden oldugu band

geniglemesi sicakligi dusturmek ve akis hizini artirmakla azaltilabilir.

Dengesiz Kutle Transferi; kromatografik bandlarin genislemesine yol
acan bir diger neden de hareketli faz akisinin ¢ok hizli olmasi ve fazlar
arasinda gergek bir dengenin kurulamamasidir. Dengesiz kitle transferinin
etkisi akis hizi dusurulerek kugultulebilir, ¢cinkl dengeye ulasilabilmesi igin
daha fazla zamana gereksinim vardir. Hareketli fazin aktigi kanallarin dar
olmasi halinde madde molekdllerinin sabit faza diftizlenmeleri daha kolay
olacagindan denge konumuna daha c¢abuk ulasilir. C degeri iki terimden
olusur. Birincisi sabit fazdaki kutle transferi ile, digeri hareketli fazdaki hizla

iligkilidir. Bu iki terimin C ye baghligi asagidaki denklemle verilir.

R(1—-R)d? Wd?3
C=q ( )f_l_ R
Ds Dy

Burada; df, filmin veya capi dr olan sabit faz taneciklerinin kalinhgini
goOsterir. R miktari allkkonma oranidir ve tu/tz'ye esittir. Ds ve Dy terimleri
maddenin sabit ve hareketli fazlardaki diflizyon katsayilaridir; g ve w dolgu
maddesinin yapisi ve konfigrasyonuna bagli sabitlerdir. W, 1.3 civarinda bir
degerdir. Kati bir destek tzerinde bulunan dizgun bir sivi filmi igin g= 0.5'dir.
C'yi etkileyen en o6nemli degisken dfdir. Cok ince sivi faz tabakalari
kullanilarak kolon verimi dnemli derecede artirilabilir. YUksek sicakliklarda ve

dusuk solvent viskozitelerinde dengeye daha ¢abuk ulasilabilir.
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Bant Geniglemesi Yapan Proseslerin Net Sonuglari

Sekil 1.2.4.'"de van Deemter denklemindeki Ug¢ terimin edrileri gizilmistir
(Kesikli ¢izgi); egriler H degerinin hareketli faz hizi ile degisimini
gOstermektedir. Bu U¢ terimin net sonucu ise kesiksiz egri ile verilmigtir.
Goruldagu gibi optimum verim kesiksiz egrinin minimumunda elde edilir. Bu
tip deneysel egrilerden herhangi bir kolon icin A, B, C degerleri bulunabilir.
Bu gibi veriler bir dolgu maddesinin daha verimli kosullarda kullaniimasina
yardimci olur. van Deemter denklemi tepsi yuksekliginin bulunmasinda

kullanilan ilk yaklastirma yontemidir.

het etki

Tepsi yluksekligi H, mm

Hareketli faz hizi, u, cmis

Sekil 1.2.4. H=A+B/u+ Cu denklemin‘deki degiskenlerin tepsi

yuksekligine etkisi
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1.4.2.2. Yuksek Performansh Sivi Kromatografi Cihazi

Genelde 2-10 um tanecik boyutuna sahip dolgu maddeleri modern sivi
kromatografi sistemlerinde kullaniimaktadir; bu boyuttaki dolgu maddeleri ile
uygun olan sivi akis hizlarinin elde edilmesi igin, yuzlerce atmosferlik pompa
basinci gereklidir (Skoog ve ark., 1996; Kilic ve ark., 1998). Bunun
saglanmasi igin gereken tipik bir Ylksek Performansli Sivi Kromatografi

cihazi, Sekil 1.2.5'de gorulmektedir.

Basinci ayarh —
helum kaynadr—
~— -\._ v .-/—\
Cikig kontrol muslugu
ey | r—'f = ' I ——
| | ] Atk
| | - .
| | Puls sonumleyici |
Coziicii hazl_-r_llgler_i_' \ | Compy k(u;:':tir?ul ! Buﬁﬂlltl.."“ |
ci Giri u : musiugu
L] ) "33" ﬁ':l;tlrrégsi t t muslugu 9 ,
oL | ' '
) NS Bogluk giderme |
o L = J gIrngasi |
Coziici oram ayar muslugu Geri tepme
. regulatori |
=—Dedektire—: 1 : C— — m— o=
Kolon L P
Basing Filtre
transduseri
Enjeksiyon musludgu

Sekil 1.2.5. Bir Yiksek Performansh Sivi Kromatografi cihazinin
semasi (Skoog ve ark., 1996; Kilic ve ark., 1998)

Bir Yuksek Performansli Sivi Kromatografi cihazindaki kisimlar
sunlardir (Kili¢ ve ark., 1998);
1. Hareketli faz hazneleri ve ¢6zlci muamele sistemleri
2. Pompa sistemleri
a. Pistonlu pompalar
b. Slrguli pompalar
c. Pndmatik pompalar

3. Numune enjeksiyon sistemleri
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4. Sivi kromatografi kolonlari

a. Analitik kolonlar
b. Emniyet kolonlari

c. Kolon termostatlari

5. Dedektor

a. Absorbans dedektorleri

I Filtreli ultraviyole absorbans dedektorleri

ii. MonokromatorlU ultraviyole absorbans dedektorleri
iii.  Infrared absorbans dedektorleri

Floresans dedektorler

Kirilma indisi dedektoru

Buharlastirmali isik sagcma dedektorleri

Elektrokimyasal dedektorler

-~ 0 oo T

Katle spektrometrik dedektorler

Bir YUksek Performansli Sivi Kromatografi cihazinda bir veya daha ¢ok

¢ozlclu haznesi bulunmaktadir. Bu c¢ozuculer icinde bulunan, kolon ve

dedektor sisteminde olumsuz etkilerin olusmasina sebep olan gazlarin

uzaklastiriimasi igin cihazlar bulunur. Bu gaz kabarciklari bant genislemesine

sebep olmakta ve dedektorin performansini olumsuz etkilemektedir.

Sabit bilesimde tek ¢oézicu kullaniimasiyla gerceklesen ayirima

izokratik ellsyon, polariteleri birbirinden farkl iki veya G¢ ¢ozlcU sisteminin

kullanildigi ve ayinm sirasinda bu c¢ozuculerin oranlarinin  degistirildigi

ayirnma ise gradiyent elisyon denir.

Bir pompa sistemi icin gerekli sartlar;

400 atm’e kadar basing uretebilmeli,

puls icermeyen basing ¢ikisi saglamali,

0.1-10.0 mL.dk™ akis hizlarinda ¢alismaya imkan vermeli,

% 0.5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolti saglamali

korozyona dayanikli pargalardan olugmalidir.



41

Sivi  kromatografide oOlgimlerin  kesinliginde, numunenin kolona
verilmesinin tekrarlanabilirligi belirleyici faktordur. Kolona verilen hacim, bant

geniglemesinin olmamasi i¢in son derece kuguk olmalidir.

Sivi  kromatografi kolonlari genel olarak duzgun i¢ ¢apa sahip
paslanmaz celik borulardan yapilir; bazen kalin cidarli cam borular da
kullanilir. Kullanilan kolonlar genelde 10-30 cm uzunlugunda, 4-10 mm i¢
c¢apindadir ve kolon dolgu maddelerinin boyutlari 5-10 ym buyuklugundedir.
Temelde iki tip kolon dolgu maddesi vardir; film ve gézenekli dolgular. Film
dolgular; go6zeneksiz, kuresel, 30-40 um c¢apinda cam veya polimer
tanelerinden olusur. Bu tanelerin ylzeyine silis, alimina, polistiren-divinil
benzen sentetik reginesi veya bir iyon dedgistirici regineden olusan ince bir
g6zenekli film kaplanmistir. Goézenekli  partikdller 3-10 um ¢apindaki
partikullerdir ve silis, alimina, polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya
bir iyon degistirici regineden olusur. Silis, sivi kromatografide en ¢ok
kullanilan dolgu maddesidir. Emniyet kolonlari kolonun 6mrinld uzatmak
amaciyla, analitik kolondan 6nce yer alan kisa kolondur. Kolon sicakligi,
kromatogram kalitesini etkileyebilir; bu nedenle kolon sicakhgini onda birkag

derece hata ile sabit tutabilen kolon termostatlari vardir.

ideal bir sivi kromatografi dedektorii su 6zelliklere sahip olmalidir:
o yeterli duyarliliga sahip olmali,
e iyi bir kararhlik ve tekrarlanabilirlik,
e genis bir dogrusal ¢alisma aralig,
e akis hizindan bagimsiz kigluk cevap zamani,
e yUksek guvenilirlik ve kullanim kolayligi saglamali,
e her tirden analite benzer cevap alinmali veya belirli sinif maddelere

karsi tahmini kolay ve secici cevap verebilmeli,

numuneyi parcalamamali,

bant genislemesini azaltmak i¢in minimum i¢ hacme sahip olmalidir.
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Dedektorler genel olarak iki tiptir; yigin 6zelligi dedektorleri (hareketli
fazin kinlma indisi, dielektrik sabiti, yogunluguna, vb. cevap verir) ve analit
Ozelligi dedektorleri (analitin UV absorbansi, floresans siddeti, vb. cevap
verir) (Skoog ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998).

1.4.2.3. Yuksek Performanslh Sivi Kromatografi Yonteminin Avantajlar

1. Duyarli bir ydontem olmasi.

2. Dogru, kantitatif tayinlere kolayca uygulanabilir olmasi.

3. Ugucu olmayan, sicaklikla kolayca bozunabilen tlrlerin ayrimi igin
uygun olmasi.

4. Pek ¢gok maddeye genis sekilde uygulanabilmesi.

5. Ayni sabit faz kullanilarak farkli hareketli faz sistemleriyle ayni anda
bircgok maddenin duyarli olarak miktar tayininin yapilmasina olanak
saglamasi.

6. Numunedeki maddelerin, bozulma Urlnlerinin  yaninda miktar
tayinlerine olanak saglamasi.

7. Biyolojik sivilardan gerek ila¢ etken maddelerinin, gerekse
metabolitlerinin analizi i¢in genis bir kullanim alanina sahip olmasi
(Kilig ve ark., 1998).

1.4.2.4. Yuksek Performansh Sivi Kromatografi Yonteminin

Dezavantajlar

1. Ekonomik olarak pahali sabit faz ve hareketli faz sistemlerine
gereksinim gostermektedir.
2. Hareketli faz sistemlerinin mutlaka pahali membran sistemlerinden

suzulmesi gerekmektedir.

Bolum Skoog ve ark., 1996; Kili¢c ve ark., 1998 kaynaklarindan yararlanilarak

hazirlanmistir.
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1.4.3. Voltametri

Elektroanalitk kimya analiz edilecek ¢ozeltinin elektrokimyasal
Ozelliklerine dayanan bir grup kantitatif analitik yontemleri kapsamaktadir.
Voltametri ise elektroanalitik yontemler toplulugunun bir Gyesidir. Voltametri;
cesitli ortamlarda meydana gelen yukseltgenme ve indirgenme islemlerinin
incelenmesi, yuzeydeki adsorpsiyon islemlerinin arastirilmasi ve elektrot
yuzeylerinde gerceklesen elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatiimasi
gibi temel galigsmalar icin kullanilan bir analiz yontemidir. Yontemde ince bir
mikroelektroda uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak akimin dlgtlmesiyle

kantitatif tayin gerceklestiriimektedir.

1.4.3.1. Voltametri Yontemleri

Voltametride; elektroda, dedistirilebilir potansiyel uyarma sinyali

uygulanir ve sinyale, akim cevaplari alinir. 4 tip uyarma sinyali vardir:

1
2
3
4

Dogrusal Taramali

Diferansiyel puls

Kare dalga

Ucggen ( dénlistimli, siklik).

1.4.3.1.1. Dogrusal Taramali Voltametri

Elektroaktif bir madde i¢ceren durgun bir ¢ézeltide bir mikroelektrot ile
karsilastirma elektrodu arasina dogrusal olarak artan bir gerilim uygulanarak
artan akimin Olguldugu bu yonteme dogrusal taramali voltammetri adi verilir.
Sekil 1.3.1.de goéruldigu gibi potansiyel zamanla dogrusal olarak
degismektedir. Elde edilen grafige voltammogram adi verilmektedir ( Yildiz
ve Geng,1993).
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1.4.3.1.2. Diferansiyel Puls Voltametri

Dogrusal tarama sirasinda periyodik olarak degisebilir potansiyel pulsu
uygulanmasi ile elde edilen bir voltametri ¢esididir. Ydntemde bir puls
suresinin farkli zamanlarinda akim dlgim sonucu kullanilir, pulstan hemen
onceki sonug¢ (S;) ve puls bitiminden hemen 6nceki sonug¢ (S2)'dir (Sekil
1.3.1.). Puls basina akimdaki fark (Ai = is, - is;), dogrusal olarak artan
potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir. Sekil 1.3.2’te b grafigi diferansiyel
puls voltametrisinde kullanilir (Skoog ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998).
Genellikle diferensiyel puls voltammetrik yontemde go6zlenebilme sinir

degeri klasik voltametrik yontemlerine oranla daha dusuk olmaktadir.

52
—_ A
= S,
- - 51
K P
S1
A
“s,
Zaman

Sekil 1.3.1. Dogrusal taramada pulslar
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1.4.3.1.3. Kare Dalga Voltametri

Kare dalga voltametri son derece hizli ve duyarli olma Ustinligu olan
bir puls teknigidir. Diferansiyel puls voltametrisindeki gibi akim pulsun pozitif
ve negatif kisminin sonuna dogru iki kez Olgulmekte ve bunlarin farki
alinmaktadir. Bu iki Olgimlerden birincisi, ileri yondeki pulsun sonunda
ikincisi ise geri yondeki pulsun sonundadir. Bu iki akim arasindaki fark,
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafige gegcirildiginde kare dalga
voltamogrami elde edilir . Sekil 1.3.2°te ¢ grafigi kare dalga voltametrisinde
kullanihir (Skoog ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998). Kare Dalga Voltametrisi
oldukca hizl bir teknik olmasi onun buyluk avantajidir. Etkin tarama hizi kare
dalga frekansi (f) ve basamak yuksekligi (AEs) degistirilerek belirlenir.
Yaklagik 2-3 dakikayr bulan diferansiyel puls voltamograminin
tamamlanmasinin aksine kare dalga voltametrisinde analiz suresi blyuk
Olclde azaldidi icin birkag saniye iginde voltamogramlar kaydedilebilmektedir
(Wang, 2000).

£ ) Voltarpe_trinin ) Voltametrinin
Isim Dalga sekli tipi Isim Dalga Sekli tipi
4 Polarografi Dife ivel
() Dogrusal p (b) Diferansiyel j, -
taramali Hidrodinamik puls 4 i
. polarografisi
voltametri

Zaman—» Zaman
(¢) Kare E Kare dalga (d) Uggen [ /7 \ Dénistimlii
dalga voltametrisi E // \\ voltametri
X
Zaman—s
Zaman—»

Sekil 1.3.2. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri (Skoog
ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998)
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1.4.3.1.4. Uggen (déniigiimlii, siklik) Voltametri

Elektroaktif bir madde i¢ceren durgun bir ¢ozeltide bir mikroelektrot ile
karsilastirma elektrodu arasina dogrusal olarak artan bir gerilim uygulanarak
akim gerilim egrisinin bir pik seklinde oldugu gézlenmektedir. Bu uygulamada
gerilim taramasi ileri yonde belli bir gerilim degerine ulastiktan sonra yine
dogrusal olarak azalacak bicimde terse cevrilirse bu yonteme Uuggen
dénistimli voltammetri adi verilir. Onemli ve yaygin olarak nitel amagli
kullanilan bir voltametrik tekniktir. Bu teknikte yukseltgenme/indirgenme
reaksiyonlarinin incelenmesi, reaksiyon ara urunlerinin gozlenmesi ve
elektrotlarda olusan urlnlerin olusum sonrasi reaksiyonlarini yakalamada ¢ok
yaygin olarak kullaniimaktadir. Potansiyel, U¢ggen seklinde dalga olustururken
iki farkli deger arasindadir, calisma elektrotunun potansiyeli zamanin
fonksiyonu olarak E; potansiyelinden E, potansiyeline dogru sabit bir tarama
hizinda degistirilir ve E, donlUsim potansiyeline erigildikten sonra tarama
yonlu tersine c¢evrilerek ayni tarama hizinda E, potansiyelinden E;
potansiyeline dogru tarama vyapilir. Ters yondeki bu potansiyele cevirici
potansiyeller denir. Elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgiye
ulasmada kullanilan en yaygin teknik olmasinin nedeni, redoks olaylarinin
termodinamigi, heterojen elektron-transfer reaksiyonlarinin kinetigi ve
birbirine baglh kimyasal reaksiyonlar ve adsorpsiyon olaylariyla ilgili hizli bir
sekilde bilgi saglar. Genellikle elektroanalitik calismalardaki ilk deneysel
basamaktir. Ozellikle, elektroaktif tiirlerin redoks potansiyellerinin yerinin hizli
bir sekilde belirlenmesini ve redoks reaksiyonundaki ortamin etkisinin
degerlendiriimesini saglar (Skoog ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998; Wang,
2000).

Yik + ne” <« ind reaksiyonu tersinir oldugunda Egri 1 Sekil 1.3.4’de
elde edilir. ileri dogru taramada, dogrusal taramali voltametrideki oldugu gibi
Yiik’iin ind’e indirgenmesi ile katodik pik elde edilir. Geri dogru taramada, ileri
dogru tarama esnasinda meydana gelen indin Yik'e tekrar

yukseltgenmesinden kaynaklanan anodik pik gozlenir. Tersinir reaksiyonlar
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igin katodik ve anodik pik akimlarinin buyuklUkleri (lipx] = [ipal) esittir ve
katodik pik potansiyeli (Ep) anodik pik potansiyelinden (Epa) (58/n) mV daha
negatifdir. Bunlar tersinirlik icin onemli Olgutlerdir. Ayrica formal redoks
potansiyelini elde etmek icin kullanilan yari dalga potansiyeli E1, = (Epc +
Epa)/2 seklinde elde edilir. Tersinirligin azalmasi ile iki pik potansiyeli

arasindaki fark artar.

(a) LSV (b) CV E

E 1

Sekil 1.3.3. Dogrusal Taramali Voltametri ve Donlsumli Voltametri’ye

uygulanan voltaj

Egri 2 tersinmez olan sistemler igindir. Egri 1 ile karsilastirildiginda
katodik pik ¢cok daha negatif potansiyelde gortnurken anodik pik ¢ok daha
pozitif potansiyeldedir. Sistem tamamen tersinmez ise anodik pik dl¢llebilen
potansiyel araliginda gorunmez. Tersinmez donugumlu voltametri egrisinden
genellikle simulasyon ydntemi ile elektrot reaksiyonu igin hiz sabiti ve transfer

katsayisi gibi kinetik parametreler elde edilebilir.

Egri 3'de ise Ind'in tersinir olarak Yik’'e tekrar yiikseltgenebildigi ancak;
tekrar yukseltgenmeden o6nce ind’in bir kisminin elektroaktif olmayan A
tiiriine dénusebildigi bir durum icindir (Yik <« ind LA ). Katodik pik akimi
Egri 1'deki gibi ayni sekilde gorunurken anodik pik akimi ise Egri 1°dekinden
daha kuguktur. K hiz sabiti anodik pik akimindaki azalmadan elde edilebilir.
donusumllu  voltametri'de, potansiyel tarama hizi genis bir aralikta
degisirilebilir ve en yiiksek tarama hizi 10° V/s ve fazlasina ulasabilmektedir.
(Izutsu, 2002).
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0,5 0 0,5
(E,) n(E-E, ).V (E,)

Sekil 1.3.4. Egri 1: Yik + ne” « Ind reaksiyonuna ait tersinir
Egri 2: tersinmez (a =0.5)
Egri 3: tersinir fakat ind tiiriiniin elektroinaktif bir tiire
donustigu bir sistem igin dénistimli voltamogramlar
(Izutsu, 2002)

Donusumla voltametri susuz ¢ozeltilerdeki elektrokimyasal ¢alismalarda
kullanilan en kullanish yéntemlerden biridir. Ozellikle kararsiz bir irlin veya
ara urln iceren elektrot reaksiyonlarinin incelenmesinde kullanishdir. Elde
edilen voltamogramlar incelenerek reaksiyon mekanizmalari agiklanip
kararsiz turlerin termodinamik ve kinetik &6zellikleri belirlenebilir (Izutsu,
2002).
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1.4.3.1.4.1. Tersinir Reaksiyonlar

Tersinir bir elektrot reaksiyonunun pik akimi 25°C sicaklikta asagidaki

esitlikle gosterilir. Bu esitlige Randles — Sevcik esitligi adi verilir.
ip = (2.69 x10°)n*?AD"?Cv*"?

Bu esitlikteki terimlerin anlamlari asagidaki gibidir;
ip : Pik akimi, Amper
D : Diflizyon katsayisi, cm?/ s

: Tarama hizi,V /s

C  : Cozelti konsantrasyonu, mol / cm®

Potansiyel eksenindeki piklerin konumu, redoks isleminin formal
potansiyeline baglidir. Tersinir bir sistem i¢in formal potansiyel, asagidaki gibi

verilir:

go Bt E¥

2
Tersinir bir sistemde, pik potansiyelleri arasindaki fark asagidaki esitlikle
verilir:

0.059

AE, = E¢ —Ek ===V

Pik potansiyelleri farki, aktarilan elektron sayisinin belirlenmesinde ve
Nernst’ hareket kriteri olarak kullanilabilir. Buna goére, hizli bir elektronun
reaksiyonu 59 mV’luk bir AEp gdsterir. Katodik ve anodik piklerin her ikisi de
tarama hizindan bagimsizdir.Bir tersinir indirgenme reaksiyonunda E, ile E1

arasindaki iligki su sekildedir.

. 0.028
Epjp = Evjp - ——
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E, /. yari pik potansiyeli
E,,: yari dalga potansiyeli

(Isaret indirgenme tepkimesinde pozitiftir).

Bir reaksiyonun tersinir oldugunun belirlenmesinde, doénusumlu
voltametri calismalarindan vyararlanilir ve elektrot reaksiyonunun tersinir

oldugu asagidaki kriterlerin saglanmasi ile saglanir. Bu kriterler sunlardir:

1. ip- v2 grafigi dogrusal olmalidir.

k __ a_g
2. Ef —Ef =

mV
59
3. Ep - Ep/Z = ;mV
4. Ep tarama hizindan bagimsizdir.

i , oy -
5. i—z = 1 olmali ve bu oran tarama hizi ile degismemelidir.
7]

1/2

6. Ep’den daha negatif potansiyellerde akim t~< ile orantilidir.

1.4.3.1.4.2. Tersinmez ve Yari-tersinir Reaksiyonlar

Elektron transferinin yavas oldugu tersinmez sistemler igin, piklerin
blyUkIUgu tersinir sistemlere gbére daha azalir ve pikler birbirinden epeyce
ayrilir (Sekil 1.3.5.) (Wang, 2000).
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E » E
Sekil 1.3.5. Tersinmez (A) ve yari-tersinir (B) dontsumli voltametri

Tamamen tersinmez sistemlerde tarama hiziyla pik potansiyelinde

kayma olur.

0

E, = F ——1 1078 - In——
P B T F| T iz

x naFV)l/z
RT

+ln(
Denklemde a, transfer katsayisidir ve ny yuk-transfer basamagindaki elektron
sayisidir. E,, E%®dan daha yiiksek potansiyellerde olusmaktadir. k° degeri
bagimsizsir. Pik potansiyeli ve yari-pik potasiyeliden 48/an mV degerde
farklidir.

Pik akimi, asagidaki esitlikteki denklem, ¢ozeltinin derisimiyle orantihidir
fakat a transfer katsayisina bagli olarak pik ytksekligi daha diaguktar. Tersinir

pik akiminin tersinmez pik akimina orani a =0.5 ile 1.27’dir.
i, = (2.99x10%)n(c ny)/2ACDY/2V1/2

Standart hiz sabitinin 10™* > k® > 10 cm/s oldugu yari-tersinir sistemler
icin akim, hem vyuk transferi hem de kutle aktarimiyla kontrol edilir.
Doniisiimli voltamogramin sekli, k%ATaD’nin bir fonksiyonudur (a = nFv/RT).
k°NTraD arttikga, sistem tersinirlige yaklasir. kO/\NTraD’nin kiigiik degerleri igin

sistem tersinmez davranis gosterir.  Yari-tersinir sistemlerde pik
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potansiyelleri, tersinir sistemlerle karsilastirildiginda daha yayvandir ve daha

bayuk bir ayriima gosterir ( B egrisi).

Donuasumlu voltametri ile tersinmez bir reaksiyonun taninma kriterleri,
(Greef ve ark., 1990).

1. Anodik pik gozlenmez.

2. i¥, tarama hizinin karekokd ile dogru orantili olarak degisir.
3. Ef kaymasi tarama hizindaki 10 kat artmada 30/acnq kadardir.

4. |Ep — Epp2| = 48/(akng) mV'dur.

Bir reaksiyonun yari-tersinir oldugunun belirlenmesinde de dénusumlu
voltametri calismalarindan elde edilen verilerden yararlanilir. Bu amagla,

asagidaki kriterler incelenir (Greef ve ark., 1990). Yari tersinir bir sistem igin:

1. ip, v2 ile artar ancak dogrusal degildir.
2. E,’;, tarama hizi ile degisir bu degisme genellikle tarama hizinin

artmasi ile negatif  degerlere kayma yonundedir.

3.z =1 olmaldir. (aa=ax = 0.5 ise)

ia
g
R
'p
. Ep

4. Ey, — Ef, farki duglk tarama hizlarinda 59/n’e yaklagsmalidir.

1.4.3.1.4.3. Adsorpsiyon igeren Reaksiyonlar

Dondsumla voltametri ayni zamanda elektroaktif tlrlerin ylzeyler arasi
hareketlerin incelenmesinde de kullanilir. Reaktif ve Urin her ikisi de
adsorpsiyon-desorpsiyon olayinda yer alabilir. Organik bilesiklerde 6zellikle
metal komplekslerde bu tarz ylzeyler arasi hareketler olusmaktadir. Katodik
ve anodik pik akimlarinin dereceli olarak artmasi, elektrot ylzeyinde
adsorpsiyonun gostergesidir. Eger reaktif veya urtinden sadece biri elektrot

yuzeyine kuvvetli adsorbe olursa,;
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-reaktif elektrot yuzeyine kuvvetli adsorbsiyonu varsa difiizyon pikinden
daha negatif bir potansiyelde bir arka pik gozlenirken
-Urdndn elektrot yluzeyine kuvvetli adsorbsiyonu varsa difizyon pikinden

daha pozitif bir potansiyelde bir 6n pik goézlenir (Wang, 2000).

1.4.3.2. Destek Elektrolit

Analit ¢oOzeltisine fazla miktarda ilave edilen ve analit tayininde
kullanilan potansiyelde, mikroelektrotda reaksiyona girmeyen alkali metal
tuzlaridir. En yaygin tuzlar, analit tayininde kullanilan potansiyelde
mikroelektrotta reaksiyona girmeyen alkali metal tuzlaridir. KCI, KNO3 gibi
inorganik bir tuz segilebilecegi gibi bir mineral asidi yada bir baz olabilir. Sitrik
asit, sitrat asetik asit-asetat gibi tampon sistemleri pH kontrolinun gerektigi
durumlarda destek elektrolit olarak kullanilabilir (dosya.sakarya.edu.tr; Skoog
ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998).

1.4.3.3. Galisma Elektrodu (indikator Elektrot)

Zamanla analit derisimindeki degisimlerle potansiyeli dogrusal olarak

degisen mikroelektrottur. Bu elektrotlar esas olarak 3 sinifa ayrilir:

- Metalik (Pt, Au, ...)
- Membran (Cam elektrot, Sivi, Kristalin, Gaz duyarli...)
- ISFET (lyon Segici Alan Etkili Transistorler).

Ayrica hidrojen asiri geriliminin civada buylk olmasindan dolayi buyuk
negatif potansiyellerde civa elektrotlar kullanilir). Analit bu elektrot tzerinde
yukseltgenir veya indirgenir. Potansiyometrik olgimlerde her zaman katot
olarak islem gorir (dosya.sakarya.edu.tr ve Skoog ve ark., 1996; Kili¢ ve
ark., 1998).
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1.4.3.4. Referans Elektrot

Elektrot potansiyeli tam olarak bilinen bir yari hucredir. Potansiyelin
deney suresince sabit kaldigi elektrottur. Bu elektrodu iceren devrenin direnci
¢ok yuksek oldugundan buradan hi¢ akim ge¢mez. Yani tim akim karsi
elektrottan mikroelektroda dogru akar. Potansiyometrik o6lgumlerde her

zaman anot olarak islem gordr.

- Ag/ AgCl Elektrot: Ucu AgCl ile kaplanmis gumus telin 1M AgCl (KCI
ile doyurulmus) ¢ozeltisine daldiriimasi ile olusmaktadir.

- Hg/Hg.Cl, (Kalomel) Elektrot: Kalomel ve civadan olusan bir
karisimin metalik civa ve KCl c¢ozeltisine daldirilmasi ile
olusmaktadir.

- Standart Hidrojen Elektrot (SHE): Bir platin metal pargasinin 1 atm
basingta hidrojen gazi ile doyurulmus sulu ¢ozeltisinin igine

daldiriilmasi ile olusmaktadir.

1.4.3.5. Karsi Elektrot

Helezon seklinde sarilmis bir Pt tel ya da bir civa havuzu seklinde olan
ve elektrigin kaynaktan gelerek ¢ozelti iginden mikroelektroda aktariimasini

saglayan elektrottur. (Skoog ve ark., 1996; Kili¢ ve ark., 1998).

1.4.3.6. Polarografik Akimlar

Damlayan civa elektrodu iceren bir hucredeki akimdaki periyodik inig
cikiglar damlama hizina bagh bir siklikta goérular. Akim sifira damlanin
kapilerden kopmasi ile duser (Sekil 1.3.6.). Yeni bir damlanin ylzey alani
buyudukge akimda hizh bir artig gozlenir. Damladan damlaya degisen akim
dalgalarinin tepe noktasinda difizyon akimi okunur. Eski literatlirde
cihazlarin elektronik cevap surelerinin uzun olmasindan ve damlalarin

degisirken akimlarinin  birbirine  karigmasi sonucu ortalama akim
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Olculmektedir. Sekil 1.3.7.deki A egrisinde goruldugu Uzere modern
polarograflardaki elektronik filtreler maksimum yada ortalama akiminin
Olctlmesini saglamaktadir. Damlama hizi (t) tekrarlanabildigi sirece her iki

mod da kullanilabilir.

< 7 7‘""" a- T
= 1 damlarin

elektrigi, pC

D1 2 3 4 5 6 ¥ 8 saniye

Sekil 1.3.6. Damla blyUmesinin polarografik akima etkisi, ior igin

a alani=b alani ve io=6/7 inaks

20 — L

A\ N

o | |

| A
| I s |
0 rd Artik akim i - N
[ i I . rL/E 1.".2 | 1 |
0 -0,3 -06 -09 -1.2

Uygulanan potansiyel, V {DKE'a karg)

Sekil 1.3.7. A egrisi, Cd** ydéniinden 5.0 x 10™* M olan 1M HCI ¢ozeltisi

ve B egrisi, sadece 1M HCI ¢dzeltisi igin polarogramlar.
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Polarografide elektroaktif bir Grun bulunmadigi zaman gozlenen kuguk

yukleme akimlari artik akimlardir.

Akimin buyUkligu analitin elektrot yuzeyine tasinma hizi ile sinirli
oldugu zaman hidrodinamik voltametride oldugu gibi sinir akimlari gozlenir.
Polarografide kutle difuzyon ile aktariir. Polarografik sinir akimlarina
difizyon akimlari denir ve iq ile gosterilir. Difizyon akimi sinir akimi ile artik
akimlar arasindaki fark dalga yuksekligidir ve analit derisimi ile dogru
orantilir. Bu 0Ozellik ile polarografi kantitatif analizlerde kullanilabilmektedir.
Yari dalga potansiyeli akimin, sinir akiminin degerinin yarisina esit oldugu
potansiyeldir ve bu potansiyel her madde igin karakteristik oldugundan

kalitatif analizlerde kullanilma olanagi saglamaktadir.

Fick kanunlari olarak ifade edilen differansiyel denklemlerin genigleyen
kiresel elektrot ile ¢dzilmesi sonucu ortalama akim icin 25 °C’de ilkovig

esitligi elde edilir.

ig = 607nFCDY?m?/3¢1/6

Bu esitlikte terimlerin agiklamalari asagidaki gibidir.

[ : damla omru sonundaki akim. A;

: aktarilan elektron sayisi (mol e"/ mol);

: Faraday sabiti (mol / mol e);

: ana ¢oOzeltideki elektroaktif madde konsantrasyonu, mol / cm?

: difiizyon katsayisi, cm?/ s

3 O O M =S

: civanin akis hizi, g /s

t :damla émrQ, s

607 birkag sabitin biraraya gelmesi ile bulunmustur ve maksimum akim igin
bu sabit 709'dur.
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Polagrafik deneylerde civa sutununun yuksekligi (h) sabit tutulursa
civanin akis hizi (m) ve damla omru (t) de sabit kalir. Deney sabit sicaklikta

yaplilirsa difiizyon katsayisi (D) da sabit olacagindan ilkovig esitligi;

id= kC

seklinde yazilabilir. Bu esitlikte C ana ¢dzeltinin konsantrasyonudur.

ilkovi¢ denklemindeki m?/3t/¢ “kapiler sabiti"dir ve damlali elektrot
Ozelliklerinin difizyon akimina etkisini tanimlar; bu iki terim deneysel olarak
bulunabildiginden farkl kapilerlerden alinan difizyon akimlari kiyaslanabilir.
Sicaklik, cesitli degiskenleri etkileyek difizyon akimina hakim olur.
Denklemde sicakliga en hassas faktor difizyon katsayisidir. 1 derece icin %
2.5 kadar degisiklik gosterir (Skoog ve ark., 1996; Kilig ve ark., 1998).
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Geregler

e Duyarh Terazi: Ohaus Co. Adventurer Pro AV 264C

e Manyetik Karistirici: Electro-Mag Type MS

e Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601

e Ultra Saf Su Aritma Cihazi: Millipore

e Voltametri: Bioanalytical Systems (BAS) Model 100B, Electrochemical
Analyzer ve BAS Model C2 elektrot hucresi

e YUksek Performansli Sivi Kromatografik Cihaz: HP 1100 Series

e (1379 Degasser, G1311 Quat Pump, G1313A ALS, G1315BDAD,
G1316A COLCOM

e pH metre: Mettler Toledo MP 220

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Asetonitril (VWR International, Uk)

e Borik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

e Fosforik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

e Glasiyel asetik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

e Metanol (VWR International, Uk)

e Potasyum biftalat (Merck, Darmstadt, Almanya)

e Potasyum fosfat, monobasik (Merck, Darmstadt, Almanya)
e Potasyum klortr (Merck, Darmstadt, Almanya)

e Sodyum hidroksit (Merck, Darmstadt, Almanya)

e SUlfurik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)
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2.3. Kullanilan Standart

Olopatadin HCI (Alcon Laboratuvarlari TIC. A.S.)
Kafein (Atabay ilag Fabrikasi A.S.)

2.4. Farmasotik Preparatlar
Patanol® Steril Oftalmik Soliisyon 5mL (Alcon Laboratuvarlari TIC. A.S.)
2.5. Ortam $artlan ve Hesaplamalar

ilac firmasindan tim spesifikasyon dzellikleri ile temin edilen olopatadin
HCI adli etken madde kullanilarak spektrofotometrik calismalar igin stok
¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden hareketle c¢alisma
konsantrasyon araligi belirlenerek spektrumlari alinmisgtir. Alinan bu
spektrumlarin uygun oldugu dalga boylari belirlenerek olgllen absorbans
degerleri konsantrasyonlarina karsi grafige gecirilmis ve kalibrasyon
denklemleri hazirlanmistir.  Ayrica spektrumlarin  birinci tarev egrileri

bilgisayarlar yardimiyla cizdirilmigtir.

Yuksek performansli Sivi Kromotografik ¢alismalar i¢in olopatadin HCI
adli etken madde metanol igerisinde ¢ozulmustir. Kromatografik sistem igin
ic standart olarak kafein kullanilmigtir. Analitik konsantrasyon araliginda
hazirlanan standart c¢oOzeltilerin igerisine tum konsantrasyonlarda ayni
miktarda i¢ standart ¢ozelti ilave edilmistir. Olopatadin HCI/ Kafein pik alanlari
oranlanarak olopatadin HCl konsantrasyona karsi grafiklere gegirilerek

calisma grafikleri hazirlanmistir.

Voltametrik calismalarda; donusimli voltametri, diferansiyel puls
voltametri ve Osteryoung kare dalga voltametri teknikleri kullaniimistir.
Elektrokimyasal olgumler Ucglu elektrot sistemi ile yapilmigtir. Kargi elektrot

olarak platin tel; referans elektrot olarak gimus klortrle kapli gimuas bir
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telden olusan bir elektrot; calisma elektrodu olarak ise camsi karbon elektrot
kullanilmigtir. Voltametrik ¢calismalardan 6nce elektrot ylzeyleri polishing pad
ve ¢ok ince alimina kullanilarak temizlenmigtir. Temizleme islemi bittikten
sonra elektrodun ydzeyinde kalan alumina tozlarini uzaklastirmak igin
elektrot ultra saf su ile yikanir. Pt ve destek elektrodun temizligini igin ultra
saf su kullaniimigtir. Deneylerde kullanilan ultra saf su Millipore Ultra pure

water system cihazindan alinmistir ve direnci 18.3 Q’dur.
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2.6. Olopatadin HCI igin Gelistirilmis Analiz Yontemleri

2.6.1. Spektrofotometri

2.6.1.1. Dogrudan UV Spektrofotometri

2.6.1.1.1. Deneyin Yapilisi

2.6.1.1.1.1. Caligsma Grafiklerinin Hazirlanmasi

Standart Olopatadin HCI ultra saf su iginde ¢ozulerek hazirlanan stok
cOzeltisinden hareketle konsantrasyonlari analitik aralikta (20.0 — 140.0
pMg/mL) olan standart ¢ozeltileri kullanilarak 200.0 ile 330.0 nm arasindaki
spektrumu Shimadzu UV 1601 spektrofotometre yardimiyla gizdirilmistir. Elde
edilen UV spektrumlarinda maksimum absorbsiyonun goézlendigi 297.4
nm’deki absorbans sinyalleri okunarak bilgisayar yardimiyla kaydedilmigstir
(Sekil 3.1.1.1.). Kaydedilen absorbans sinyalleri, konsantrasyona karsi
grafige gecirilmigtir. En kiguk kareler yontemi kullanilarak bilgisayar
yardimiyla dogru denklemleri elde edilmistir. Elde edilen istatiksel veriler

Cizelge 3.1.1.1.1.de verilmistir.

2.6.1.1.1.2 Tekrar Edilebilirligin Arastiriimasi (Guinigi ve Guinlerarasi

Calismalar)

2.6.1.1.1.2.1. Gunig¢i Calismalar

Stok c¢ozeltilerden hareketle, sadece olopatadin HCI iceren Ug¢ paralel
olarak 100.0 pg/mL konsantrasyonda ¢oOzelti konsantrasyonda cozelti
hazirlanmistir. Bu ¢ézeltilerin; 0.(hazirlanir hazirlanmaz), 2., 1., 1.5., 2., 3.,
ve 4. saatlerde; UV spektrumlari alinmis ve bilgisayarlara kaydedilmistir.

Kaydedilen spektrumlarin 297.4 nm deki absorbans sinyal degerleri okunmus
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ve calisma grafiklerinden elde edilen dogru denklemlerinde yerine konularak

miktar tayinleri yapilmistir. Elde edilen verileri 3.1.1.1.2."de 6zetlenmistir.

2.6.1.1.1.2.2. Glinlerarasi Caligmalar

Stok ¢ozeltilerden hareketle, sadece olopatadin HCI igeren ug¢ farkh
konsantrasyonda ¢oOzelti hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltilerin ;  0.(hazirlanir
hazirlanmaz), 1., 2., 3., ve 4. gunlerde; UV spektrumlari alinmis ve
bilgisayarlara kaydedilmigtir.  Kaydedilen spektrumlarin 297.4 nm deki
absorbans sinyal degerleri okunmus ve c¢alisma grafiklerinden elde edilen
dogru denklemlerinde yerine konularak miktar tayinleri yapilmigtir. Elde

edilen verileri Cizelge 3.1.1.1.3."de 6zetlenmistir.

2.6.1.1.1.3. % Geri Kazanim Caligmalan

Calisma grafiklerinin hazirlanmasi sonucu hesaplanan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 3.1.1.1.4.’de verilmistir.

2.6.1.1.1.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

1.11 mg/mL olopatadin HCI igeren steril oftalmik solisyondan ug farkh
set icin 1.0 mL alinarak ultra saf su ile ile 25.0 mL’ye tamamlanmistir
(olopatadin HCI konsantrasyonu 1.11 mg olopatadin HCI igin 44.4 ug/mL).
Maksimum absorbansin goruldigli 297.4’deki absorbans sinyalleri
kaydedilmistir. Kaydedilen bu sinyaller Cizelge 3.1.1.1.1'de gosterilen
calisma grafiklerinin  hazirlanmasi sonucu elde edilen kalibrasyon
denklemlerinde absorbans sinyalleri yerine konularak steril oftalmik
solUsyondaki olopatadin HCI miktarlari hesaplanmistir. Bulunan sonuglar

Cizelge 3.1.1.1.5’te verilmigtir.
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2.6.1.2. Birinci Turev Spektrofotometri

2.6.1.2.1. Deneyin Yapilisi

2.6.1.2.1.1. Calisma Grafiklerinin Hazirlanmasi

Bolium 2.6.1.1.1.1.’de tanimlanan c¢ozeltiler kullanilarak alinan UV
spektrumlarinin  bilgisayar yardimiyla hesaplatilan birinci turev UV egrileri
alinmistir (Sekil 3.1.1.2.). Alinan bu birinci tirev egrilerinde 288.8 ile 308.4
nm’lerdeki turev absorbans sinyalleri kaydedilmistir. Bu degerler, bilinen
konsantrasyona kargi grafige gecirilmistir. En kuguk kareler yontemi
kullanilarak bilgisayar yardimiyla dogru denklemleri hesaplanmigtir. Elde

edilen istatiksel verileri Cizelge 3.1.1.2.1.’de verilmigtir.

2.6.1.2.1.2 Tekrar Edilebilirligin Arastiriimasi (Glini¢i ve Glinlerarasi

Caligmalar)

2.6.1.2.1.2.1. Gunigi Caligmalar

Stok ¢ozeltilerden hareketle, sadece olopatadin HCI iceren Ug paralel
olarak 100.0 ug/mL konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. Bu g¢ozeltilerin;
0.(hazirlanir hazirlanmaz), ‘.., 1., 1.5., 2., 3., ve 4. saatlerde; UV
spektrumlart  alinmis ve bilgisayarlara kaydedilmigtir.  Kaydedilen
spektrumlarin 288.8 ile 308.4 nm'ler deki absorbans sinyal degerleri
okunmus ve calisma grafiklerinden elde edilen dogru denklemlerinde yerine
konularak miktar tayinleri yapilmistir. Elde edilen verileri Cizelge 3.1.1.2.2.

ve 3.1.1.2.3'de 6zetlenmistir.
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2.6.1.1.1.2.2. Gunler arasi1 Caligmalar

Stok ¢ozeltilerden hareketle, sadece olopatadin HCI igeren ug¢ farkh
konsantrasyonda ¢oOzelti hazirlanmigtir.  Bu ¢ozeltilerin;  0.(hazirlanir
hazirlanmaz), 1., 2., 3., ve 4. gunlerde; UV spektrumlari alinmis ve
bilgisayarlara kaydedilmigtir. Yine bilgisayarlar yardimiyla kaydedilen
spektrumlarin 288.8 ile 308.4 nmlerdeki absorbans sinyal degerleri okunmus
ve calisma grafiklerinden elde edilen dogru denklemlerinde yerine konularak
miktar tayinleri yapilistir. Elde edilen verileri Cizelge 3.1.1.2.4. ve
3.1.1.2.5.’de 6zetlenmistir.

2.6.1.1.1.3. % Geri Kazanim Galigmalari

Calisma grafiklerinin  hazirlanmasi sonucu hesaplanan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 3.1.1.2.6 ve 3.1.1.2.7’de verilmistir.

2.6.1.2.1.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Bolim 2.6.1.1.1.4’de aciklandigi sekilde hazirlanan ve bilgisayar ortaminda
bulunan ¢dzeltilerin UV spektrumlarinin bilgisayarlar yardimiyla birinci tirev
egrileri cizdirilmistir. Cizdirilen bu egrilerin 288.8 ile 308.4 nm’lerdeki tlrev
absorbans sinyalleri okunmus ve bilgisayara kaydedilmistir. Kaydedilen bu
degerler Cizelge 3.1.1.2.1.’de gdsterilen calisma grafiklerinin hazirlanmasi
sonucu elde edilen dogru denklemlerinde tlirev absorbans degerleri yerine
konularak steril oftalmik sollsyondaki olopatadin HCI miktarlari

hesaplanmistir. Bulunan sonuglar Cizelge 3.1.1.2.8.’te verilmistir.
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2.6.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

2.6.2.1. Deneyin Yapilisi

2.6.2.1.1. Ortam Kosullarinin Ayarlanmasi

Sabit faz olarak Cig kolonu ve hareketli faz olarak ise asetonitril, su ve
metanol’den olusan karisim ile gradiyent ayirim yapilmasina karar verilmistir.
Hareketli faz seciminde farkh oranlar ve farkl fazlar denenmis olup en uygun
olan hareketli fazin asetonitri:metanol:su (10:60:30, h/h/h)  karigiminin
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle bu karigsim hareketli faz olarak segilmigtir.
Hazirlanan bu hareketli faz, kolon sicakhgi 20 - 50°C arasinda degistirilerek
farkli sicakliklarda denenmis ve en uygun sicakhgin 25°C olduguna karar
verilmistir. Etken maddenin dedektor kullanilarak cesitli dalga boylarindaki
sinyalleri incelenmis etken madde ve i¢ standardin en iyi ayridigi dalga boyu
255.0 nm olarak belirlenmistir. i¢ standart olarak calismalarimizda
pseudoefedrin, losartan, hydroklorotiazit, bisoprolo fumarat, indapamid vb
cok cesitli etken maddeler denenmis i¢ standart olarak kafein belirlenmistir.
Tarafimizdan gelistirilen bu ydntemde gerek etken madde ve gerekse i¢
standartin  birbirinden ayrilmasina ve kolon basincinin 200 bar’i
ge¢memesine dikkat ederek, hareketli faz kolondan farkh akis hizlarinda

gegirilmis ve en uygun akis hizinin 0.75 mL/dak. olduguna karar verilmigtir.

2.6.2.1.2. Kromatografik Kosullar

Cihaz : Agilent 1001, yuksek performansli sivi kromotografi cihazi
Kolon : Waters C;5,150x4.6mm, 3.5um

Hareketli Faz : asetonitril/metanol/su (10:60:30 h/h/h)

Akis Hizi : 0.75 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi :5.0 uL
Kolon Sicakhg: 25°C
Dalga Boyu :255.0 nm
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Calismalarimizdan 6nce kromatografik kosullar ayarlandiktan sonra
hareketli faz 0.75 mL/dk. akis hiziyla bir saat boyunca kolondan gegirilerek

kolonun dengeye getiriimesi saglanmigtir.

2.6.2.1.3. Caligma Grafiklerinin Hazirlanmasi

ic standart olarak kafein’in sudaki 0.2 pg/mL konsantrasyondaki
cOzeltisi  kullanmlmigtir. Bu c¢ozelti ~ Whatman 42 sizge¢ kagidindan
suzulmustar. 15.0 mg olopatadin HCI standartlari tartilarak, 50 mL’lik
balonjojeye konulmustur. 10 mL ultra saf su konularak bir sire ultrasonik
banyoda tutulmustur. isaret cizgisine kadar saf su ile tamamlanmistir.
Hazirlanan ¢oézelti Whatman 42 slzge¢ kagidindan suzulmagstir. Boylece
stok olopatadin HCI stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stzintiden hareketle
degisen bilinen konsantrasyonlarda olopatadin HCI (10.0 — 90.0 ug/mL)
standart c¢ozeltiler hazirlanarak igerisine i¢ standart stok c¢ozeltisi ilave
edilerek gerekli hacme tamamlanmistir. Hazirlanan bu standart ¢ozeltiler,
daha o6nceden dengeye getiriimis kromatografik sisteme enjekte edilmis ve
elde edilen kromatogramlar kaydedilmistir (her bir ¢ozeltiden arka arkaya
ucer enjeksiyon yapimistir) (Sekil 3.1.2.1.). Alinan bu tim
kromatogramlarda ayni integrasyon parametreleri kullanilarak hesaplanan pik
alani/i¢ standardin pik alani oranlari  konsantrasyonlara karsi grafige
gecirilerek dogru denklemleri hazirlanmistir. istatistiksel veriler Cizelge

3.1.2.1.’de gosterilmigtir.
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2.6.2.1.4. Tekrar Edilebilirligin Arastiriimasi (Gunigi ve Gunlerarasi

Caligmalar)

2.6.2.1.4.1. Gunic¢i Caligsmalar

Stok cozeltilerden hareketle, sadece olopatadin HCI iceren ug farkl
konsantrasyonda ¢oOzelti hazirlanmigtir.  Bu ¢ozeltilerin;  0.(hazirlanir
hazirlanmaz), ‘2., 1., 1.5., 2., 3., ve 4. saatlerde; daha dnceden dengeye
gelmis sisteme enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlar kaydedilmistir
(her bir ¢ozeltiden arka arkaya ucer enjeksiyon yapilmigtir). Elde edilen

istatiksel verileri Cizelge 3.1.2.2.de verilmigtir.

2.6.2.1.4.2. Gunlerarasi Galigmalar

Stok cozeltilerden hareketle, sadece olopatadin HCI iceren ug farkl
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmigtir.  Bu ¢ozeltilerin;  0.(hazirlanir
hazirlanmaz), 1., 2., 3., ve 4. glnlerde; dengeye gelmis sisteme enjekte
edilmis ve elde edilen kromatogramlar kaydedilmistir (her bir ¢gdzeltiden arka
arkaya Uger enjeksiyon yapilmistir). Elde edilen istatiksel verileri Cizelge

3.1.2.3.’de verilmistir.

2.6.2.1.5. % Geri Kazanim Galigmalari

Calisma grafiklerinin hazirlanmasi sonucu hesaplanan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde

edilen sonuclar Cizelge 3.1.2.4.’de verilmistir.

2.6.2.1.6. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

1.11 mg/mL olopatadin HCI igeren steril oftalmik solisyondan Ug¢ farkli
set icin 0.50 mL alinarak tzerine 1.0 mL kafein (10 mg / 50 mL ultra saf suda

¢6zinmasg) ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Karisim Whatman 42
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suzge¢ kagidindan suzulmuastur. Daha sonra dengelenmis sisteme enjekte
edilmis ve elde edilen kromatogramlar kaydedilmistir (her bir ¢ozeltiden arka
arkaya Ucger enjeksiyon yapilmistir). Tum kromatogramlarada ayni
integrasyon parametreleri kullanilarak hesaplanan etken maddenin pik
alani/i¢ standart alani oran sonuglari hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerler
Cizelge 3.1.2.1.'de gosterilen ¢alisma grafiklerinin hazirlanmasi sonucu elde
edilen dogru denklemlerinde yerine konularak steril oftalmik solUsyondaki
olopatadin HCI miktarlari hesaplanmistir. Bulunan sonuglar Cizelge

3.1.2.5.’te verilmistir.
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2.6.3. Voltametri

2.6.3.1. Deneyin Yapilisi

2.6.3.1.1. Calisma Grafiklerinin Hazirlanmasi

Saf olopatadin HCI metanolde ¢oziilerek 1.0x102 Mlik stok cozeltisi
hazirlanmistir. Voltametrik ¢calismalarda destek elektroliti olarak 0.5 M H2SOy,
pH: 2.0 — 11.0 arasinda kullanilabilen Britton-Robinson (BR) ve pH: 2.0 - 8.6
arasinda kullanilabilen fosfat tamponlari denenmistir. Ortam sartlari igin en
lyi destek elektroliti 0.5 M H,SO, tespit edilmistir. Stok olopatadin HCI
cOzeltisinden hareketle gerekli hacimler alinarak analitik olarak 14.96 —
374.00 pg/mL konsantrasyon araliginda olopatadin HCI icerecek sekilde
destek elektrolit c¢ozeltisi ilavesiyle standart c¢ozeltiler hazirlanmistir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiler kullanilarak dénusumli voltametri, diferansiyel puls

voltametrisi ve kare dalga voltametri ¢calismalari yapilmistir.

2.6.3.1.2. Donuisumli Voltametri

Elektrokimyasal hicrelere deneyde kullanilacak ¢alisma elektrodu, referans
elektrot ve karsi elektrot yerlestirilerek Uc¢li elektrot sistemi kurulmustur.
Doénudsumlla  voltametri sonuglarinda akimlari ve pik potansiyelleri sabit
derisimde (37.40 ug/mL) ve gesitli tarama hizlarinda élgulmasttr. Déndsumlu
voltametri deneylerinden elde edilen sonuglar Sekil 3.1.3.1., 3.1.3.2. ve

3.1.3.3.’de verilmistir.

2.6.3.1.3. Diferansiyel Puls Voltametri

14.96 — 374.00 pg/mL konsantrasyon araliginda olopatadin HCI iceren

standart ¢ozeltiler kullanilarak ayni elektrokimyasal hucrede, daha onceden

belirlenen potansiyel araliinda, 20 mV/s’lik tarama hizinda ve 50 mV’luk
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puls genligi degerinde voltamogramlar alinmigtir. Elde edilen
voltamogramlardaki pik akimi ve pik potansiyelleri kaydedilmigtir. Pik
akiminin konsantrasyon ile iligkisini belilemek amaciyla, standart ¢ozeltilerin
pik akim degerleri konsantrasyonlara kargi grafige gegcirilerek en kuguk
kareler yontemi kullanilarak bilgisayar yardimiyla dogru denklemleri

hesaplanmigtir. Elde edilen istatiksel verileri Cizelge 3.1.3.1.’de verilmistir.

2.6.3.1.4. Kare Dalga Voltametri

14.96 — 374.00 pg/mL konsantrasyon araliginda olopatadin HCI igeren
standart ¢ozeltiler kullanilarak ayni elektrokimyasal hucrede, daha 6nceden
belirlenen potansiyel araliginda, kare dalga voltametri teknidinin en 6nemli
parametresi olan frekansi 15 Hz degerinde, kare dalga genligini 25 mV
degerinde ve basamakli adim yuksekligini 4 mV degerinde sabit tutarak
voltamogramlar alinmigtir. Elde edilen voltamogramlardaki pik akimi ve pik
potansiyelleri kaydedilmigtir. Standart c¢ozeltilerin pik akim degerleri
konsantrasyonlara karsi grafige gecirilerek en klguk kareler ydntemi
kullanilarak bilgisayar yardimiyla dogru denklemleri hesaplanmigtir. Elde

edilen istatiksel verileri Cizelge 3.1.3.2.’de verilmistir.

2.6.3.2. % Geri Kazanim Galigmalari

Kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasi sonucu hesaplanan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 3.1.3.3'de diferansiyel puls voltametrideki ve Cizelge

3.1.3.4’de kare dalga voltametri deki sonuglar verilmigtir.
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2.6.3.3. Yontemin Farmasotik Preparata Uygulanmasi

Diferansiyel pulse ve kare dalga voltametrik yontemlerin farmasoétik
preparata uygulanmasi sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge 3.1.3.5'de

verilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Olopatadin HCI igin Yéntemlerin Uygulanmasi ve Analiz Sonuglari

3.1.1. Spektrofotometri

3.1.1.1. Dogrudan UV Spektrofotometri

Sekil 3.1.1.1.’de degisen analitik konsantrasyon araliginda olopatadin

HCl iceren UV spektrumlari gosterilmistir.

1.2

1

'l

0,8

=%

0.

Absorbans

0.4

=2

0,2

1]
250,00 270,00 250,00 310,00 330,00 350,00

Dalga boyu {(nm})

Sekil 3.1.1.1. Olopatadin HClI'Un ultra saf suda a) 20.0 ug/mL, b)
40.0 pg/mL, c) 80.0 ug/mL, d) 100.0 pg/mL ve €)140.0

Mg/mL’hik ¢ozeltilerine ait dogrudan UV spektrumu
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Olopatadin HCI'in yukaridaki standart c¢oOzeltilerden elde edilen
spektrumlarinin maksimum absorpsiyon yaptigi 297.4 nm’deki absorbans
sinyallerinin degisen konsantrasyonlara karsi grafige gecirilmesi ile elde

edilen calisma grafik verileri Cizelge 3.1.1.1.1.de verilmigtir.

Yakalama siniri ve tayin alt sinirlari su formuller ile hesaplanmigtir
(Sarby ve ark., 2000);

Yakalama Siniri= 3ss,/m

Tayin Alt Sinirni= 10ss,/m

Burada m, kalibrasyon denkleminin egimi; ss,, kesimin standart

sapmasidir.

Cizelge 3.1.1.1.1. Olopatadin HCI igin dogrudan UV spektrofotometrik

yontem ile elde edilen ¢alisma grafik verileri (n=7)

A alisma Arahgi
m n r Galis g YS TAS
(nm) (Mg/mL)
297.4 | 0.0064 | 0.0052 | 0.9992 20.0 — 140.0 0.0811 0.271
A : Dalga boyu
m  : Calisma grafiginin egimi
n : Calisma grafiginin y-eksenini kestigi nokta (kesim noktasi)

-

. Korelasyon katsayisi
YS : Yakalama siniri

TAS : Tayin alt sinin
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Yontemin kesinliginin arastiriimasi igin standart ¢ozeltiden hareketle
yapilan guni¢i ve gunlerarasi Cizelge 3.1.1.1.2. ve

3.1.1.1.3.” de verilmigtir.

c¢alisma bulgulari

Cizelge 3.1.1.1.2. Dogrudan UV spektrofotometrik ydntemiyle

yapilan olopatadin HCI ic¢in gunici c¢alisma
sonuglari (297.4 nm igin).
Konulan Bulunan
Miktar Siire Miktar BH SS BSS
(Mg/mL) (Mg/mL)
0.0 saat 101.35 0.013 | 0.055 | 0.054
0.5 saat 101.41 0.014 | 0.022 | 0.022
1.0 saat 101.47 0.014 | 0.044 | 0.043
1.5 saat 101.57 0.015| 0.011 | o0.011
100.0 2.0 saat 101.66 0.016 | 0.011 | 0.011
2.5 saat 101.77 0.017 | 0.000 | 0.000
3.0 saat 101.83 0.018 | 0.000 | 0.000
3.5 saat 101.85 0.018 | 0.011 | 0.011
4.0 saat 101.97 0.019 | 0.000 | 0.000
BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma




Cizelge 3.1.1.1.3. Dogrudan UV spektrofotometrik ydntem ile elde
edilen gunler arasi galigmalarin bulgulari (n=3)
(297.4 nm igin)

Konulan Bulunan
Miktar Sure Miktar BH SS BSS
(Mg/mL) (Mg/mL)
0.0 saat 101.35 0.013 | 0.055 | 0.054
0.5 saat 101.41 0.014 | 0.022 | 0.022
1.0 saat 101.47 0.014 | 0.044 | 0.043
1.5 saat 101.57 0.015 | 0.011 | 0.011
100.0 2.0 saat 101.66 0.016 | 0.011 | 0.011
2.5 saat 101.77 0.017 | 0.000 | 0.000
3.0 saat 101.83 0.018 | 0.000 | 0.000
3.5 saat 101.85 0.018 | 0.011 | 0.011
4.0 saat 101.97 0.019 | 0.000 | 0.000
BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
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Yontemin dogrulugunun belirlenmesi igin % geri kazanim calisma

bulgulari hesaplanmigs ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.1.1.1.4.de

verilmigtir.

Cizelge 3.1.1.1.4. Dogrudan UV spektrofotometrik yontemde % geri

kazanim calismalari ile elde edilen analiz

bulgulari(n=6) (297.4 nmigin)

Konulan Bulunan
Numune No Konsantrasyon | Konsantrasyon Gerl Koazanlm
(ng/mL) (ng/mL) >0
1 40.0 39.78 99.5
2 60.0 60.08 100.1
3 80.0 80.86 101.1
4 100.0 100.95 101.0
5 120.0 121.34 101.1
6 140.0 137.80 98.4
Xort 100.2
SS 1.095
BSS 1.093

BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
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Yontem olopatadin HCI igeren farmasotik preparatlara uygulandiginda elde

edilen bulgular Cizelge 3.1.1.1.5. ‘de 6zetlenmigtir.

Xort
SS

Cizelge 3.1.1.1.5. Dogrudan UV  spektrofotometrik  ydntemin
farmasotik preparata uygulanmasi sonucunda elde
edilen sonuglar (n=5) (Preparatin Uzerinde yazili
olan miktar 1.11 mg/ mL; 297.4 nm)

Numune No mg/mL
1 1.11

2 1.04
3 1.11
4 1.09
5 1.14
Xort 1.09

SS 0.003

p: 0.05icin GA 1.09 £ 0.037

: 5 6lcim sonucunda bulunan ortalama olopatadin HCI miktari
. Standart sapma
: 0.05 olasilik diizeyinde; Giiven arali§i: (Xor +(t.SS)/Vn;

t: tablodaki teorik t dederi; n: deney sayisi)
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3.1.1.2. Birinci Turev UV Spektrofotometri

Olopatadin HCIl iceren farmasotik preparattan tezimize konu olan
etken maddenin birinci tirev spektrofotometri ile miktar tayini igin dogrudan
UV spektrofotometrik yontem sonucunda elde edilen orjinal spektrumlarin
bilgisayar kullanilarak birinci turev egrileri hesaplatiimigtir. Olopatadin HCI
bilinen konsantrasyonlarina ait birinci tirev UV spektrumlar Sekil 3.1.1.2.'de

gOsterilmistir.

0,04

1)
d
i , nz o
b
a

ZEI:III:II:I ZEI:III:II:I 30 Wy

033000 34000 I50.00
-0,02

Absorbans

-0,04

-0,06

-0,08

Dalga boyu (nm}

Sekil 3.1.1.2. Olopatadin HCI'Un ultra saf suda a) 20.0 pg/mL, b)
40.0 ug/mL, c) 80.0 pg/mL, d) 100.0 ug/mL ve e) 140.0

Mg/mL’hk ¢ozeltilerine ait birinci tirev UV spektrumu

Sekil 3.1.1.2. incelendiginde goruldigu gibi etken madenin birinci tlrev
egrilerinin 288.8 nm bir maksimum ve 308.4 nm de ise bir minimum nokta
bulunmaktadir. Bu dalga boylar kullanilarak etken maddenin miktar tayini
yapila bilinmektedir. Turev egrilerindeki 288.8 ve 308.4 nm'lerdeki turev
absorbans sinyallerinin, bilinen etken madde konsantrasyonlarina karsi
grafige gecirilmesi ile elde edilen ¢alisma grafik verileri Cizelge 3.1.1.2.1.’de

gOsterilmistir.



YS
TAS

Cizelge 3.1.1.2.1. Olopatadin HCl igin birinci tlirev UV spektrofotometrik

yontemi ile elde edilen ¢aligma grafik verileri (n=7)

79

A Calisma
m n r Arahgi YS TAS
(nm)
(ng/mL)

288.8 | 0.0002 | 0.00007 | 0.9996 | 20.0 —140.0 | 0346 | 1.155

308.4 | 0.0005 | -0.0003 | 0.9997 | 20.0 - 140.0 | 0.600 2.000

: Dalga boyu

: Galigma grafiginin egimi

: Galigma grafiginin y-eksenini kestigi nokta (kesim noktasi)
: Korelasyon katsayisi

: Yakalama siniri

: Tayin alt sinin
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Yontemin kesinliginin arastiriimasi igin standart ¢ozeltiden hareketle
yapilan gunici ve gunlerarasi ¢alisma bulgulari Cizelge 3.1.1.2.2, 3.1.1.2.3,
3.1.1.2.4, ve 3.1.1.2.5." de verilmigtir.

Cizelge 3.1.1.2.2. Birinci

kullanilarak yapilan olopatadin HCI igin gunigi

Tarev UV spektrofotometrik yontem

calisma bulgulari (288.8 nm igin)

Konulan Bulunan
Miktar Sure Miktar BH SS BSS
(Mg/mL) (Mg/mL)
0.0 saat 101.33 0.003 | 1.987 | 1.980
0.5 saat 99.53 0.005 | 2.079 | 2.089
1.0 saat 99.94 0.001 | 1.612 | 1.613
1.5 dak. 100.57 0.006 | 1.655 | 1.645
100.0 2.0 saat 99.40 0.006 | 0.000 | 0.000
2.5 saat 100.09 0.001 | 1.683 | 1.681
3.0 saat 100.58 0.006 | 0.997 | 0.991
3.5 saat 99.88 0.001 | 1.987 | 1.989
4.0 saat 101.04 0.010 | 0.99 0.980
BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma




BH
SS

Cizelge 3.1.1.2.3. Birinci
kullanilarak yapilan olopatadin HCI icin gunigi

Tlrev

UV spektrofotometrik yontem

calisma bulgulari (308.4 nm igin)

. Standart sapma
BSS:

Bagil standart sapma

ik | sure | SMiGe" | BH | g5 | BSS

(Hg/mL) (Mg/mL)
0.0saat | 100.30 | 0.003|0.151 | 0.150
0.5 saat 100.7 0.007 | 0.130 | 0.129
1.0saat | 101.14 |0.011|0.148| 0.147
1.5 dak. 100.30 | 0.003 | 0.447 | 0.445

100.0 2.0saat | 101.15 | 0.011 | 0.449 | 0.444
25saat | 101.46 | 0.014 | 0.600 | 0.591
3.0saat | 101.36 | 0.013|0.449 | 0.443
3.5saat | 101.04 | 0.010 | 0.006 | 0.006
40saat | 101.36 | 0.013|0.748 | 0.738

: Bagil hata

81
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Cizelge 3.1.1.2.4. Birinci turev UV spektrofotometrik yontem ile elde

edilen gunlerarasi

(288.8 nm igin)

calismalarin bulgulari  (n=3)

SURE | Konulan | Bulunan
Miktar Miktar BH SS BSS

(Gn) | (ugimL) | (ngimL)
40.0 39.31 0.018 0.072 1.821
1. 80.0 79.57 0.005 0.539 0.678
120.0 118.90 0.009 1.892 1.591
40.0 39.47 0.013 0.469 1.188
2. 80.0 80.98 0.012 0.974 1.203
120.0 119.68 0.027 1.351 1.130
40.0 39.31 0.017 0.542 1.378
3. 80.0 80.67 0.008 0.469 0.582
120.0 118.75 0.898 0.716 0.603
40.0 38.69 0.034 0.270 0.697
4. 80.0 79.42 0.007 0.975 1.227
120.0 117.50 0.021 0.714 0.608

BH : Bagil hata

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma
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Cizelge 3.1.1.2.5. Birinci turev UV spektrofotometrik yontem ile elde
edilen gunlerarasi ¢aligmalarin bulgulari  (n=3)
(308.4 nm igin)

SURE | Konulan Bulunan
Miktar Miktar BH SS BSS

(Gun) (Mg/mL) | (ug/mL)
40.0 39.61 0.010 0.888 2.241
1. 80.0 78.92 0.686 0.870 0.014
120.0 121.55 0.224 0.184 0.520
40.0 40.10 0.863 1.152 0.003
2. 80.0 79.56 0.431 0.542 0.006
120.0 121.53 0.013 0.367 0.302
40.0 39.73 0.007 0.734 1.847
3. 80.0 79.12 0.011 0.237 0.300
120.0 121.83 0.015 0.265 0.322
40.0 39.18 0.021 0.130 0.331
4, 80.0 79.42 0.007 0.496 0.625
120.0 120.83 0.007 0.130 0.107

BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
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Yontemin dogrulugunun belirlenmesi igin % geri kazanim c¢alisma
bulgulari hesaplanmig ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.1.1.2.6. ve
3.1.1.2.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.1.2.6. Birinci tirev UV spektrofotometrik yontemde %
geri kazanim calismalari ile elde edilen analiz
bulgulari(n=6) (288.8 nmi¢in)

Konulan Bulunan
Numune No | Konsantrasyon | Konsantrasyon Gerl K;zamm
(ug/mL) (ug/mL) (%)
1 40.0 39.47 99.5
2 60.0 59.13 100.1
3 80.0 81.13 1011
4 100.0 99.86 101.0
5 120.0 121.40 1011
6 140.0 137.78 98.4
Xort 100.2
SS 1.098
BSS 1.085

BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
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Cizelge 3.1.1.2.7. Birinci turev UV spektrofotometrik yontemde %

geri kazanim caligsmalari ile elde edilen analiz
bulgulari(n=6) (308.4 nm igin)

Konulan Bulunan
Numune No | Konsantrasyon | Konsantrasyon Gerl Koazanlm
(ng/mL) (ng/mL) >
1 40.0 40.16 100.4
2 60.0 59.61 99.4
3 80.0 79.48 99.4
4 100.0 100.83 100.8
S 120.0 122.81 102.3
6 140.0 137.82 98.5
Xort 100.1
SS 1.380
BSS 1.905

BH : Bagil hata

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma
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Yontem olopatadin HCI igeren farmasotik preparatlara uygulandiginda

elde edilen bulgular Cizelge 3.1.1.2.8. ‘de 6zetlenmigtir.

Cizelge 3.1.1.2.8. Birinci turev UV spektrofotometrik yodntemin
farmasotik preparata uygulanmasi sonucunda elde
edilen sonuglar (n=5) (Preparatin Uzerinde
yaziliolan miktar 1.11 mg/ mL)

Numune No 288.8 nm 308.0 nm
1 1.15 1.11
2 1.11 1.12
3 1.12 1.12
4 1.11 1.13
5 1.12 1.13
Xort 1.12 1.12
SS 0.016 0.008
p: 0.05 icin GA 1.12 £ 0.020 1.12 + 0.010

Xort .5 06lgim sonucunda bulunan ortalama olopatadin HCI miktari
SS : Standart sapma
p : 0.05 olasilik diizeyinde; Giiven araligi: (Xor F(t.SS)/Vn;

t: tablodaki teorik t dederi; n: deney sayisi)
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3.1.2. Yuksek Performansli Sivi Kromotografi

Stok  olopatadin HCI cOzeltisi kullanilanarak hazirlanan
konsantrasyonlari bilinen olopatadin HCI ve i¢ standart olarak kullanilan
kafein ¢oOzeltisini birlikte iceren karigimlar kullanilarak alinan kromatogram
Sekil 3.1.2.1. gosterilmigtir.

mal olopatadin hidrokloriir
120- €
100 d
80+
U -
G0 ! \
|
40 kafein \
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Sekil 3.1.2.1. Olopatadin HCI a) 10.0 ug/mL, b) 30.0 yg/mL,c) 50.0
pg/mL, d) 70.0 pg/mL, ve €) 90.0 ug/mL ve 20.0 pg/mL

kafein ¢ozeltisine ait kromatogramlar

DAD dedektér kullanilarak 255.0 nm dalga boyunda kaydedilen
kromatogramlarda olopatadin HCI’ e ait pik alanlari kafein’ e ait pik alanlarina
bolinmus istatiksel olarak c¢alisma grafikleri cizdirilerek dogru denklem

verileri Cizelge 3.1.2.1." de verilmistir.
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Cizelge 3.1.2.1. Olopatadin HCI igin ylksek performansli sivi
kromatografik yontem ile elde edilen ¢alisma grafik

verileri (n=12)

Calisma Araligi YS TAS
m n r
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.0417 | 0.0624 | 0.998 | 10.0-80.0 0.173 0.577
m  : Calisma grafiginin egimi
n : Galigma grafiginin y-eksenini kestigi nokta (kesim noktasi)
r : Korelasyon katsayisi

YS : Yakalama siniri
TAS : Tayin alt sinin
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Yuksek performanshi sivi kromatografik yontem igin kesinligin
arastiriimasi i¢in yapilan gunigi ve gunlerarasi ¢alismalarin sonuglari Cizelge

3.1.2.2. ve 3.1.2.3.” de verilmistir.

Cizelge 3.1.2.2. Yiksek performansli sivi kromatografik yontem

kullanilarak yapilan olopatadin HCI igin gunigi
¢alisma bulgulari
Konulan Bulunan
Miktar Siire Miktar BH SS BSS
(Mg/mL) (Mg/mL)
0.0 saat 37.70 0.061 | 0.694 0.262
05saat | 38.69 |0.034|0905| 1339
1.0 saat 38.06 0.051 | 0.255 0.669
15dak. | 3687 |0.085|0.276| 0748
40.0 2.0 saat 37.08 0.079 | 0.290 0.782
2.5 saat 38.34 0.043 | 0.057 0.148
3.0 saat 37.54 0.065 | 0.106 0.283
3.5 saat 38.18 0.048 | 1.054 2.060
4.0 saat 37.84 0.057 | 0.544 | 1.439
BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma




Cizelge 3.1.2.3. Yiksek performansli sivi kromatografik yontem
kullanilarak  yapilan olopatadin HCI igin gunler

arasi galisma bulgular

SURE Konulan | Bulunan
Miktar Miktar BH SS BSS

(Gun) | (pgimL) | (pg/mL)
10.0 10.21 0.021 0.014 0.139
1. 20.0 18.37 0.089 0.021 0.116
60.0 58.02 0.034 0.587 1.011
10.0 10.09 0.008 0.021 0.210
2. 20.0 19.06 0.049 0.035 0.186
60.0 57.23 0.048 0.254 0.445
10.0 10.06 0.005 0.021 0.211
3. 20.0 19.35 0.034 0.064 0.328
60.0 57.64 0.041 0.445 0.772
10.0 10.96 0.087 0.014 0.129
4, 20.0 20.17 0.008 1.125 2.117
60.0 58.51 0.025 0.615 1.051

BH : Bagil hata
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
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Yuksek Performansli Sivi Kromatografik yontemin dogrulugunun

belirlenmesi icin hazirlanan ¢ozeltilerden hareketle yapilan % geri kazanim

calismalari sonuglan Cizelge 3.1.2.4. * de verilmigtir.

Cizelge 3.1.2.4. Yiksek performansli sivi kromatografi yontemde %

geri kazanim c¢alismalari

bulgulari (n=6) (255.0 nm igin)

ile elde edilen analiz

Konulan Bulunan
Numune No | Konsantrasyon | Konsantrasyon Ger Koazamm
(ng/mL) (ng/mL) (%)
1 30.0 29.30 97.7
2 40.0 40.20 1005
3 45.0 45.25 100.6
4 50.0 49.78 99.7
° 60.0 59.72 99.5
6 70.0 70.10 100.1
Xort 99.7
SS 1.063
BSS 1.066
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Yontem olopatadin HCI igeren farmasotik preparatlara uygulandiginda

elde edilen bulgular Cizelge 3.1.2.5. ‘de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1.2.5. Yuksek performansli sivi kromatografik ydntemin
farmasotik preparata uygulanmasi sonucunda elde
edilen sonuglar (n=5) (Preparatin Uzerinde yazili

olan miktar 1.11 mg/mL)

Numune No mg/mL
1 1.10
2 1.18
3 1.20
4 1.10
5 1.09
Xort 1.13

SS 0.053

p: 0.05icin GA 1.13 £ 0.065

Xort 5 6lgim sonucunda bulunan ortalama olopatadin HCI miktari
SS : Standart sapma
p : 0.05 olasilik diizeyinde; Giiven araligi: (Xor F(t.5S)/Vn; t: tablodaki

teorik t degeri; n: deney sayisi)
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3.1.3. Voltametri

3.1.3.1 Donlisimlu Voltametri

Donusumlu voltametri yontemi kullanilarak olopatadin HCI'in 0.5 M
H,SOq4, pH: 2.0 — 11.0 arasinda kullanilabilen Britton-Robinson (BR) ve pH:
2.0 — 8.6 arasindaki fosfat tamponlari iceren destek elektroliti icerisinde
camsi karbon elektrot kullanilarak pH taramalari ve hiz tarama c¢alismalari
yapilmistir.  Analitik agidan uygun olan destek elektrolitinin 0.5 M H»SO4
olduguna karar verilmigtir. Sekil 3.1.3.1. de 37.40 ug/mL olopatadin HCI
iceren standart ¢ozelti ve destek elektrolit ¢ozeltisinin camsi karbon elektrot ,
50.0 mV/s tarama hizinda alinan dénlisumll voltamogrami gizdirilmistir.
Donus taramasinda pik goézlenmedidi i¢in olopatadin HCI'Un oksidasyonu
tersinmez reaksiyona sahiptir. Sekil 3.1.3.2 ‘de ise donlUsumlU voltametri’de
yapilan tekrarli voltamogramda 1201 mV’da goérulen anodik oksidasyon
pikinin akim degerinin sayi artikga azaldigi gorulmektedir. Pik akiminin
azalisi olopatadin HCI'Un elektrot ylUzeyinde adsorpsiyonunu yada

oksidasyon urtnun elektrot yuzeyinde elektroaktif olmadigini géstermektedir.

5 -
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Sekil 3.1.3.1. Olopatadin HClI'iin H,SO, destek elektrolitli ortaminda
a) 37.40 pyg/mL konsantrasyonu ve b) destek elektrolit

(0.5 M H,S0,) voltamogramlari, tarama hizi 50 mV/sn.
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Sekil 3.1.3.2. D6ntsumll voltametride 0.5 M H,SO, destek elektrolit
icerisinde 37.40 pg/mL olopatadin  HCI igeren
¢cOzeltinin camsi karbon elektrottaki voltamogrami,

tarama hizi 50 mV/sn.

Doénusumla voltametride gozlenen anodik pikin akimin logaritmik
degerleri ile 10.0 - 300.0 mV/s tarama hizi arasinda dogrusal bir iligki
bulunmaktadir (Sekil 3.1.3.3.). Logaritma akim degerlerinin logaritma tarama
hizlarina karsi grafige gecirilmesi ile dogru elde edilmektedir ve bu dogrunun
egim degeri 0.512 olup r: 0.9991 olarak hesaplanmigtir. E§im degerinin 0.512
olmasi oksidasyon olayinin tamamen difizyon kontrolin oldugunu
ispatlamaktadir (Greef ve ark., 1990). Tarama hizi arttikga anodik pik akimi

daha pozitif olmaktadir ve reaksiyonun tersinmez oldugunu géstermektedir.
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Sekil 3.1.3.3. 37.40 yg/mL olopatadin HCI'Un camsi karbon elektrot
kullanilarak dénusimlid voltametrik uygulamadaki log

la’nin log v’ a karsi grafigi

3.1.3.2. Diferansiyel Puls Voltametri

Diferansiyel Puls Voltametrik yontem kullanilarak olopatadin HCl'in
0.5 M H,SOy4, pH: 2.0 — 11.0 arasinda kullanilabilen Britton-Robinson (BR)
ve pH: 2.0 — 8.6 arasindaki fosfat tamponlari i¢ceren destek elektroliti
icerisinde camsi karbon elektrot kullanilarak voltamogramlari alinmigtir.
Analitik g¢alismalar icin uygun pikin varligi 0.5 M H,SO, destek elektrolitli
ortamda farkli konsantrasyonlarda olopatadin HCI iceren standart ¢ozeltiler
ve 0.5 M H,SO, destek elektrolitin camsi karbon elektrot ve 20 mV/s tarama
hizinda alinan diferansiyel puls voltamogramlari gizdirilmistir (Sekil 3.1.3.4.).
Elde edilen voltamogramlarin incelenmesi sonucu +1160 mV’da anadok pik
belirlenmistir. Bu potansiyelde okunan akim degerleri konsantrasyonlara
kargi grafige geciriimesi ile galisma grafikleri gizdiriimis ve dogru denklemi

elde edilmistir ve verileri Cizelge 3.1.3.1’ de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1.3.4. Olopatadin HClI'in H,SO, destek elektrolitli ortaminda
camsi karbon elektrot kullanilarak a) destek elektrolit,
b) 14.96 pg/mL, c) 37.40 pg/mL, d) 149.60 pg/mL, e)
224 .40 yg/mL, f) 374.0 pyg/mL konsantrasyonlarindaki
diferansiyel puls voltamogramlari (Tarama hizi: 20.0
mV/s; pulse genligi: 50.0 mV; pulse genisligi, 50.0

ms.)

Cizelge 3.1.3.1. Olopatadin HCI'in H,SO, destek elektroliti ve camsi
karbon elektrot kullanilarak yapilan Diferansiyel puls

voltametri ile elde edilen kalibrasyon verileri

alisma
Galis YS TAS
m n R Araligi
(ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
14.96
7.0x10® | 4.0x10® | 0.996 - 1.51 4.61
374.00
m  : Calisma grafiginin egimi
n : Calisma grafiginin y-eksenini kestigi nokta (kesim noktasi)
r . Korelasyon katsayisi

YS : Yakalama siniri
TAS : Tayin alt sinin
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3.1.3.3. Kare Dalga Voltametri

Sekil 3.1.3.5.° de olopatadin HCI'in H,SO,4 destek elektrolit ortamindaki
destek elektrolitli ve farkli konsantrasyonlarda olopatadin HCI iceren camsi
karbon elektrot kullanilarak kare dalga voltametride frekansi 15 Hz
degerinde, kare dalga genligini 25 mV degerinde ve basamakli adim
yuksekligini 4 mV de@erinde sabit tutularak voltamogramlari cgizdirilmistir.

Elde edilen kalibrasyon verileri Cizelge 3.1.3.2.” de verilmigtir.

Akim, pA

| |
+0.2 +0.4 +0.6 +0.8 +1.0 +1.2 +1.4 +1.6
Fotansiyvel, V

Sekil 3.1.3.5. Olopatadin HCI'iin H,SO, destek elektrolitli ortaminda
camsi karbon elektrot kullanilarak a) destek elektrolit,
b) 14.96 pg/mL, c) 37.40 pg/mL, d) 149.60 pg/mL, e)
224.40 pg/mL, f) 374.00 ug/mL konsantrasyonlarindaki
kare dalga voltamogramlari (frekans: 15 Hz, kare

dalga genligi: 25 mV )
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Cizelge 3.1.3.2. Olopatadin HClI'in HySO, destek elektroliti
kullanilarak Kare Dalga Voltametri ile elde edilen

kalibrasyon verileri

Calisma
YS TAS
m n R Arahgi
(ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
14.96
9.0x10° | 1.0x10® | 0.9940 - 1.67 5.51
374.00
m : Calisma grafiginin egimi
n : Galigma grafiginin y-eksenini kestigi nokta (kesim noktasi)
r : Korelasyon katsayisi

YS : Yakalama siniri
TAS : Tayin alt sinin

3.1.3.4. Geri Kazanim Galigmalari

Yontemin dogrulugunun belirlenmesi icin % geri kazanim deneyleri
sonugclari hesaplanmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.1.3.3. ve 3.1.3.4./da

verilmistir.



Cizelge 3.1.3.3. Diferansiyel

pulse voltametride % geri

99

kazanim

degerleri ile elde edilen analiz sonuclari

Numune No Konulan Bulunan Geri Kazanim

Miktar (ug/mL) | Miktar (pg/mL) (%)
! 37.4 35.31 96.4
2 187.0 181.29 97.9
3 224.4 217.14 98.8
4 299.2 293.14 98.0
S 374.0 364.00 973
Xort 97.7

SS 0.89

BSS 0.91

Cizelge 3.1.3.4. Kare dalga voltametri 'de % geri kazanim degerleri

ile elde edilen analiz sonuclari

Numune No Konulan Bulunan Geri Kazanim
Miktar (pg/mL) Miktar (pg/mL) (%)

1 74.8 74.48 99.6
2 187.0 186.33 99.6
3 224.4 229.89 102.4
4 299.2 301.44 100.7
S 374.0 374.89 100.2
Xort 100.5

SS 1.17

BSS 1.17
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3.1.3.5. Yontemin Farmasotik Preparata Uygulanmasi

Cizelge 3.1.3.5.’de yontemin farmasotik preparata uygulanmasi

sonucunda elde edilen sonuglar verilmistir.

Cizelge 3.1.3.5. Diferansiyel pulse ve kare dalga voltametrik
yontemlerin  farmasotik preparata uygulanmasi
sonucunda elde edilen sonuglar (n=5) (Preparatin
uzerinde yazil olan miktar 1.11 mg/mL)

Diferansiyel Puls Vol. Kare Dalga Vol.
Numune No mg/mL mg/mL
1 1.09 1.08
2 1.02 1.09
3 1.03 1.12
4 1.10 1.07
5 1.16 1.10
Xort 1.08 1.09
SS 0.06 0.02
p: 0.05 icin GA 1.08 £ 0.074 1.09 £ 0.025

Xort 5 6lgim sonucunda bulunan ortalama olopatadin HCI miktari

SS : Standart sapma

p : 0.05 olasilik diizeyinde; Giiven araligi: (Xor F(t.5S)/Vn; t: tablodaki

teorik t degeri; n: deney sayisi)
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4. TARTISMA

Yuksek lisans tezi kapsaminda konjonktivit tedavisinde kullanilan
olopatadin HCI igeren farmasoétik preparatlar Gzerinde rutin kullanima uygun
kantitatif analiz yontemleri gelistirmeyi amacladik. Bu amag c¢ergevesinde
spektrofotometri, ylUksek performansli sivi kromatografik ve voltametrik
yontemler gelistiriimigtir. Tez c¢alismalarana baslamadan 6nce yaptigimiz
kaynak taramasi sirasinda olopatadin HCI igeren farmasoétik preparatlarda

etken madde tayinine ait ¢alismalar incelenmistir.

Olopatadin HCI etken maddesi Alcon Laboratuvarlari TIC. A.S.'den
spesifikasyon belgeleri ile birlikte tedarik edilmigtir. Firmadan temin edilen bu
etken maddenin oncelikle en uygun ¢ézundugu ortam belirlenmis ve Infrared
spektrumu alinmistir.Etken maddenin hem metanol hem de ultra saf suda
kolay ¢6zundugu belirlenmistir. Bu nedenle spektrofotometrik ve yuksek
performansli sivi kromatografik ¢alismalar igin ortam ultra saf su voltametrik

calismalar icin ise metanol secilmistir.

Tez kapsaminda amacimiza yonelik ilk olarak olopatadin HCI adli etken
maddeyi iceren farmasoétik preparatlarda etken madde miktar tayini igin
dogrudan UV yéntemi kullaniimigtir. Olopatadin HCI'Un ultra saf suda
hazirlanan ¢ozeltilerinin UV bolge olan 250.0 - 350.0 nm ‘ler arasinda alinan
UV spektrumlari incelenmis (Sekil 3.1.1.1.) ve analitik ¢alisma araligi ise
20.0 - 140.0 pg/mL olarak belirlenmistir. UV spektrumlar incelendiginde
maksimum absorbsiyonun oldugu dalga boyu 297.4 nm olarak kaydedilmigtir.
Stok olopatadin HCI ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan standart ¢dzeltilerinin
konsantrasyon degerlerine karsi okunan maksimum absorbans degerleri x-y
kalibrasyon gafigine yerlestiriimistir. Bu calisma grafiklerinden yararlanilarak
kalibrasyon denklemleri elde edilmistir (Cizelge 3.1.1.1.1). 297.4 nm igin
hesaplanan yakalama siniri 0.0811 ug/mL ve tayin alt sinirinin 0.271 ug/mL
olup kalibrasyon denklemlerinden elde edilen korelasyon katsayilarinin da

1’e yakin olmasi geligtirilen yontemin duyarli oldugunu gostermektedir.
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Yontemin kesinliginin belirlenmesi igin gun i¢i ve gunler arasi galismalar
yapilmis olup sonuglar Cizelge 3.1.1.1.2. ve 3.1.1.1.3.de verilmistir. Tez
kapsaminda olopatadin HCI iceren preparatlarda etken madde miktar tayini
icin gelistirdigimiz yontemin % geri kazanim galismasi kapsaminda ortalama
% geri kazanim degeri % 100.2 standart sapma degeri ise 1.095 olarak
hesaplanmigtir (Cizelge 3.1.1.1.4.).
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Cizelge 4.1. Olopatadin HCI igin kullanilan yontemlerin sonuglari

Doniisumli
Yiiksek
Dogrudan UV Birinci Tiirev UV ve
Performansh Sivi
Spekt. Spekt. Kare Dalga
Kromatografi
Voltametri
Calisilan 288.8
Dalga 297.4 ve 255.0
Boyu (nm) 308.4
Calisma y=0.0002x+0.00007
y=7.0x10°x+4.0x10°®
Denklemi y=0.0064x+0.0052 ve y=0.0417x+0.0624
ve
(y=mx-+n) y=0.0005x-0.0003
y=9.0x108x+1.0x10®
Calisma
Araligi 20.0-140.0 20.0-140.0 10.0 - 80.0 14.96 — 374.00
(ng/mL)
Yakalama 0.346 0.63
Sinin 0.0811 ve 0.173 ve
(Mg/mL) 0.600 0.47
Tayin Alt 1.155 2.09
Sinin 0.271 ve 0.577 ve
(Mg/mL) 2.000 1.57
100.2 97.7
%Geri
100.2 ve 99.7 ve
Kazanim
100.1 100.5
0.9996 0.9960
R degeri ve 0.998 ve
0.9992
0.9997 0.9940
Preparat 1.12 £ 0.020 1.08 * 0.065
ortalama 1.09 £ 0.037 ve 1.13 % 0.065 Ve
(mg/mL) 1.12£0.020 1.02 £ 0.065
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Bu tez kapsaminda Onerilen diger yontem ise  birinci turev UV
spektrofotometrik tekniktir. Standart olopatadin HCI ¢ozeltileri kullanilarak
elde edilen UV spektrumlarinin bilgisayarlar yardimiyla birinci, ikinci, aglncu
ve dorduncu turev egrileri gizdirilmis analitik c¢alisma igin birinci tlrev
egrilerinin kullaniimasinin uygun oldugu saptanmistir. Elde edilen birinci tlrev
spektrumlarinda 288.8 ve 308.4 nm’lerdeki tlrev absorbans (dA/dA)
degerleri standart olopatadin HCI konsantrasyonlarina karsi grafige
gecirilerek kalibrasyon grafikleri elde edilmis veriler kullanilarak kalibrasyon
denklemleri elde edilmigtir. Elde edilen kalibrasyon denklem degerleri
Cizelge 3.1.1.2.1. Ozetlenmistir. Cizelge 3.1.1.2.1.’de goéruldugu gibi,
yontemde calisma arah@i 20.0 — 140.0 pg/mL olarak tespit edilmistir. Cizelge
3.1.1.2.1. incelendiginde hesaplanan yakalama sinirlari ve tayin alt sinirlari
g6z onune alindiginda kalibrasyon denklem verilerinden elde edilen
korelasyon katsayisinin 1’den kuguk olmasi Onerilen ydntemin duyarli
oldugunu gostermektedir. Yontemde hesaplanan geri kazanim verileri
incelendiginde ortalama standart sapma degeri 288.8 nm igin 1.098 ve 308.4

nm icin 1.380 olarak belirlenmistir.

Olopatadin HCI iceren preparatlarda etken madde tayini icin 6nerilen
Uclncl yontem ise yuksek performansli sivi kromatografik yéntemdir. Ortam
kosullarinin belilenmesinde herhangi bir  referans kaynaktan
yararlanilmamigtir. Tamamiyla tarafimizdan gelistiriimis olan orijinal bir

yontemdir.

Cis kolonda asetonitril, metanol ve sudan olusan hareketli faz
kullanilarak, gradiyent ayirim yapilmasina karar verilmistir. 220.0 - 255.0 nm
araliklarindaki dalga boylarinda yapilan denemelerde etken maddelerin en iyi
sonug verdigi dalga boyu 255.0 nm olarak bulunmustur. Bu dalga boyunda
calisiimaya karar verilmistir. Asetonitril, metanol ve su degisik oranlarda
karigtirilarak farkli hareketli fazlarda etken maddenin kromatogramlari
incelenmis ve en uygun hareketli faz oraninin asetonitril:metanol:su
(10:60:30, h/h/h) olduguna karar verilmigtir.
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Hazirlanan bu hareketli faz, kolon sicakligi 20 - 50°C arasinda
degistirilerek farkl sicakliklarda denenmis ve; en uygun sicakligin 25°C ve
hareketli faz kolondan farkli akis hizlarinda gegirilmis ve en uygun akis
hizinin  0.75 mL/dk. olduguna karar verilmistir. i¢ standart olarak
calismalarimizda pseudoefedrin, losartan, hydroklorotiazit, bisoprolol
fumarat, indapamid vb c¢esitli etken maddeler kullaniimis olup kafein
secilmistir. ic standart olarak, kafein’in ultra saf su icerisinde coziilerek
hazirlanam ¢ozeltisi kullanilmigtir. Bu ¢ozelti ¢alismaya baslanmadan 6nce

Whatman 42 suzge¢ kagidi yardimiyla suzulmustur.

Kromatografik sartlarin ayarlanmasi icin yapilan ¢alismalar kapsaminda
sabit faz olarak Ci;3 ve Cg kolonlari kullanilarak 6n deneme calismalari
yapilmistir. Calisma sartlari igin en uygun olan sabit fazin Cig olduguna

karar verilmistir.

Olopatadin HCI igin calisma araligi 10.0 — 80.0 pg/mL olarak
bulunmustur. Belirlenen dalga boyunda alinan kromatogramlar kullanilarak
etken madde pik alani/i¢ standart pik alani oranlarindan korelasyon
katsayilarinin 1’e yakin olmasi, Onerilen yontemin dogrusal oldugunu
gOstermektedir. Yontem icin hesaplanan geri kazanim sonuglari
incelendiginde 255.0 nm’de igin ortalama % 99.7 ve standart sapma degeri
ise 1.063 olarak bulunmustur. Yiksek performansli sivi kromatografik yontem
icin yakalama siniri 0.173 ug/mL, tayin alt siniri ise 0.577 pg/mL ‘dir. Gerek
yakalama siniri gerek tayin alt sinirt deg@erlerinin duguk olmasi; tumuyle
tarafimizca gelistirilen yontemin duyarh oldugunu gdstermektedir. Yontemde
elde edilen korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasi tarafimizca gelistirilen
yontemin hassasiyetinin ¢ok yuksek oldugunu gostermektedir. Yontemin
kesinligi icin yapilan gun ici ve gunler arasi deneylerin sonuglari Cizelge
3.1.2.2. ve 3.1.2.3."te verilmigtir.
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Tez calismamizin dordincli asamasinda ise olopatadin HCI igin
voltametrik yontem ile ilgili calismalar yapilmistir. Yontemde 0.5 M H,SO,,
pH: 2.0 — 11.0 arasinda kullanilabilen Britton-Robinson (BR) ve pH: 2.0 —
8.6 arasindaki fosfat tamponlari iceren destek elektroliti icerisinde camsi
karbon elektrot kullanilarak pH taramalari yapilmistir. Yapilan bu galismalar

sonucunda ortam destek elektroliti olarak 0.5 M H,SO4 segilmigtir.

Olopatadin HCI iceren farmasoétik preparatlarda etken madde miktar
tayini igin voltametrik yontem igin ¢alisma araligi 14.96 — 374.00 pg/mL
olarak bulunmustur. Doénlsumli Voltametri, Diferansiyel Puls Voltametri ve
Kare Dalga Voltametri yontemleri kullanilarak voltamogramlar elde edilmistir.
Donusumla Voltametri teknigi kullanilarak camsi karbon elektrot varliginda
reaksiyonun irreversibl ve difizyon kontrolli oldugu tespit edilmigtir. Daha
sonra etken madde miktar tayini icin ise Diferansiyel Puls Voltametri ve kare
dalga voltametri teknikleri kullanilarak g¢alisma grafikleri sonuclari elde
edilen kalibrasyon denklemlerinin korelasyon katsayilarinin 1’e yakin olmasi,
gelistirilen yontemin dogrusal oldugunu gdstermektedir. Ydéntemde geri
kazanim verileri incelendiginde diferansiyel puls voltametri igin ortalama %
97.7 ve standart sapma degeri ise 0.89 ve kare dalga voltametri igin ise

ortalama % 100.5 ve standart sapma deg@eri 1.17 olarak hesaplanmigtir.

Gelistirdigimiz tim yontemlerde yapilan geri kazanim deneylerinin
sonuglarinin uygun olmasi, damla igerisinde bulunan yardimci maddelerin
(benzalkonyum Klortr, dibazik sodyum fosfat vb.) yontemleri etkilemedigini

gOstermektedir.
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5. SONUG ve ONERILER

Olopatadin HCI igeren farmasotik preparatdaki etken madde tayini igin
gelistirdigimiz dogrudan UV spektrofotometri PATANOL®  damla adli
farmasotik preparata uygulandiginda 297.4 nm’de standart sapma degeri
0.003 olup p: 0.05 igin ise guven araligi 1.09 + 0.037 mg/mL olarak

saptanmistir.

Ayrica etken maddeyi igceren PATANOL® damla adli preparata
uygulanan bir diger yontem ise birinci tirev UV spektrofotometri olup 288.8
nm igin standart sapma degeri 0.016 olup p: 0.05 igin ise guven araliginda
1.12 + 0.020 mg/mL olarak belirlenmis ve 308.4 nm igin standart sapma
degeri 0.008 olup p: 0.05 igin ise guven arahginda 1.12 + 0.020 mg/mL

olarak belirlenmigtir.

Yiksek performansli sivi kromatografik yonteminde PATANOL® damla
adlh farmasotik preparata uygulandiginda 255.0 nm’'de igin standart sapma
degeri 0.053 olup p: 0.05 icin guven araligi 1.13 + 0.065 mg/mL olarak

hesaplanmistir .

Voltametri yontemi PATANOL® damla adli farmasotik preparata
uygulandiginda diferansiyel puls voltametri icin standart sapma degeri 0.06
olup p:0.05 icin given araligi  1.08 £ 0.065 mg/mL kare dalga voltametri igin
ise standart sapma degeri 0.02 olup p: 0.05 igin gtven araligi 1.02 + 0.065

mg/mL olarak hesaplanmistir .

Yuksek lisans tezimiz kapsaminda yaptigimiz galismalar sonucunda
elde ettigimiz veriler goz onunde bulundurularak  tum yontemlerin hizli,
dogru, basit, hichir ayirma islemine gerek duyulmadan konu olan etken
maddenin tayini igin uygulanabilen ve fazla zaman kaybina gerek
duyulmayan tim arastirma ve gelistirme laboratuarlarinda kullanilabilecek

yontemler oldugunu dusunmekteyiz.
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OZET

Olopatadin HCI igeren farmasotik preparatlarda analiz yontemleri

Spektrofotometrik yontemler, yiksek performansli sivi kromatografi
yontemi ve voltametri yontemi yiksek lisans tezimiz kapsaminda; olopatadin

HCl iceren preparatlarda etken madde miktar tayinleri igin dnerilmigtir.

Olopatadin HCI igeren preparatlarda etken madde miktar tayini igin
dogrudan UV spektrofotometri, birinci tirev UV spektrofotometri, yuksek

performansli sivi kromatografi ve voltametri yontemleri onerilmistir.

Dogrudan UV spektrofotometri de 297.4 nm’deki absorbans degerleri
Olctulmustir. Dogrudan UV spektrofotometride, standart ve numunelerin ultra
saf sudaki c¢oOzeltilerinin 297.4 nm'deki absorbans degerleri dlgUlmugtur.
Yoéntemde dogrusal ¢alisma araliklari olopatadin HCI i¢in 20.0 - 140.0 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Korelasyon katsayisi 0.9992 olarak bulunmustur.
Yakalama siniri ve tayin alt siniri sirasiyla 0.0811 pg/mL ve 0.271 pg/mL
olarak  bulunmustur. Dogrudan UV  spektrofotometride  ydntemin
dogrulugunun belirlenmesi igin 297.4 nm’deki BSS degeri % 1.093 ve geri

kazanim degeri % 100.2 olarak bulunmustur.

Birinci tlrev UV spektrofotometride standart ve numunelerin ultra saf
sudaki ¢ozeltilerinin 288.8 ve 308.4 nm’de tlrev absorbans (dA/dA) sinyalleri
Olctlmustlr. Birinci tirev UV spektrofotometride dogrusal ¢alisma araliklari
olopatadin HCI igin 20.0 - 140.0 pg/mL olarak hesaplanmigtir. Korelasyon
katsayisi 288.8 nm icin 0.9996 ve 308.4 nm igin 0.9997 olarak bulunmustur.
Yakalama siniri ve tayin alt siniri sirasiyla 288.8 nm igin 0.346 pg/mL ve
1.155 pg/mL; 308.4 nm icin ise 0.600 pg/mL ve 2.000 ug/mL olarak
bulunmustur. Birinci tirev UV spektrofotometrik yontemin dogrulugunun
belirlenmesi icin 288.8 ve 308.4 nm’deki BSS degeri sirasiyla % 1.085 ve %
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1.905 olup geri kazanim degeri sirasiyla % 100.2 ve % 100.1 olarak

bulunmustur.

Onerilen Gglincl yontem olan ylksek performansli sivi kromatografik
yontemde ise 255 nm ‘de galisiimig, ¢dzucu olarak ultra saf su kullaniimigtir.
Cahigma araligi 10.0 - 80.0 pg/mL olarak hesaplanmigtir. Korelasyon
katsayisi 0.998 olarak bulunmustur. Yakalama sinirt ve tayin alt sinir
siraslyla 0.173 pg/mL ve 0.577 pg/mL olarak bulunmustur. YUksek
performansli sivi kromatografi yontemin dogrulugunun belirlenmesi igin 255
nm’deki BSS degeri % 1.066 ve geri kazanim degeri % 99.7 olarak

bulunmustur.

Doérdincl yontem olan voltametri yonteminde ise alisma araligi 14.96 —
374.00 pg/mL olarak hesaplanmigtir. Korelasyon katsayisi diferansiyel puls
voltametri igin 0.9960, kare dalga voltametri igin 0.9940 olarak bulunmustur.
Yakalama siniri ve tayin alt siniri sirasiyla diferansiyel puls voltametri igin
0.63 pg/mL ve 2.09 ug/mL, kare dalga voltametri i¢in 0.47 pg/mL ve 1.57
Mg/mL olarak bulunmustur. Voltametri yonteminin dogrulugunun belirlenmesi
icin % geri kazanim deneylerinden elde edilen diferansiyel puls voltametri
yonteminde BSS degeri % 0.91 ve geri kazanim degeri % 97.7 ve kare dalga
voltametri yonteminde BSS degeri % 1.17 ve geri kazanim degeri % 100.5

olarak bulunmustur.

Tarafimizca geligtirilen tim yéntemlerin Tlrkiye ilag piyasasinda bulunan
olopatadin HCI iceren preparatlarda etken madde miktar tayini uygulanmasi

basari ile gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Birinci tlrev spektrofotometri; diferansiyel puls
voltametri; dondsUmli  voltametri; farmasotik
preparat; kare dalga voltametri; olopatadin HCI,
dogrudan UV spektrofotometri; voltametri; yiksek

performansli sivi kromatografi.
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SUMMARY

Quantitative Determination Methods of the Pharmaceutical Preparations

Containing Olopatadine HCI

In this study; spectrophotometric method, high performance liquid
chromatographic method and voltammetry method for determination are

suggested for the eye-drops including olopatadin HCI.

Direct UV spectrophotometry, first derivative UV spectrophotometry,
high performance liquid chromatographic and voltammetric method have

been proposed for olopatadin HCI including eye-drops.

The first suggested method is direct UV spectrophotometry. In this
method , absorbance values of standart and sample solutions in ultra pure
water measured at 297.4 nm. Linear working range of olopatadin HCI| was
20.0 - 140.0 pyg/mL. In the calibration graphs, coefficient of corrrelation was
0.9992. Limit of detection and limit of quantification for 297.4 nm was 0.0811
pMg/mL and 0.271 ug/mL respectively. To determine the accuracy of method,
"% recovery” study that used standart addition method were performed; in
these studies RSD value at 297.4 nm’s was found 1.093 % and mean

recovery value was found 100.2 %.

In first derivative UV spectrophotometry, absorbance values of standart
and sample solutions in ultra pure water measured at 288.8 and 308.4 nm.
Linear working range of olopatadin HCI was 20.0 - 140.0 uyg/mL. In the
calibration graphs, coefficient of corrrelation was 0.9996 for 288.8 nm and
0.9997 for 308.4 nm. Limit of detection and limit of quantification for 288.8 nm
was 0.346 ug/mL and 1.155 pg/mL; for 308.4 nm 0.600 ug/mL and 2.000
Mg/mL respectively. To determine the accuracy of method ,”% recovery”
study that used standart addition method were performed; in these studies
RSD value at 288.8 nm’'s was found 1.085 % and 1.905 % for 308.4 nm and
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mean recovery value was found 100.2 % for 288.8 nm and 100.1% for 308.4

nm.

The third method suggested is high performance liquid
chromatography. This method was applied to standart and samples
containing olopatadin HC| area was measured 255 nm. Linear working range
was 10.0 - 80.0 pyg/mL. In the calibration graphs, coefficient of corrrelation
was 0.998. Limit of detection for 255 nm’s was 0.173 pg/mL and limit of
guantification for this wavelenght was 0.577 ug/mL. In the "% recovery” study
performed to investigate the accuracy of the method, for 255 nm’s mean
recovery value was found 99.7 % and RSD value was found 1.066 %.

The fourth method suggested is voltammetry. Linear working range
was 14.96 — 374.00 ug/mL. In the calibration graphs, coefficient of
corrrelation was 0.9960 for differential pulse voltammetry and 0.9940 for
squarewave voltammetry. Limit of detection was 0.63 pg/mL for differential
pulse voltammetry and 0.47 pg/mL for squarewave voltammetry. Limit of
guantification was 2.09 ug/mL for differential pulse voltammetry and 1.57
pMg/mL for squarewave voltammetry. To determine the accuracy of method,
"% recovery” study that used standart addition method were performed; in
these studies RSD value for differential pulse voltammetry was 0.91% and
1.17 % for squarewave voltammetry with the mean recovery value 97.7 %

for differential pulse voltammetry and 100.5 % for squarewave voltammetry.

Key Words: Cyclic voltammetry; differential pulse voltammetry;
direct UV  spectrophotometry;  first  derivative
spectrophotometry; high performance liquid
chromatography; olopatadin HCI; pharmaceutical

preparations; squarewave voltammetry; voltammetry.



112

KAYNAKLAR

BARD, AJ., FAULKER, L.R. (2001). Electrochemical Methods:
Fundamentals and Applications. John Wiley and Sons. Inc. New York.

BHATT, P.D., AKHTAR, J. (2011). Development and validation of stability indicating
RP-HPLC method for estimation of olopatadine hydrochloride in bulk drug and
it's formulations. International Journal of Pharmaceutical Sciences Review and
Research, 9(2): 153-158.

BIELORY, L., LIEN, K.W., BIGELSEN, S. (2005). Efficacy and tolerability of
newer antihistamines in the treatment of allergic conjunctivities. Drugs,
65(2): 215-228.

BIELORY, L. (2002). Ocular allergy guideliness. A practical treatment
algorithm. Drugs, 62(11): 1611-1634.

BUCKLY, R.J. (1988). Vernal keratokonjonctivities. Int Ophthalmol Clin,
28: 303-308.

CHEN, W., DAI, P., WANG, H., CHU, N., XU, H., LI, X. (2009). Determination
of olopatadine in human plasma by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry. Zhongguo Linchuang Yaoxue Zazhi, 18(6): 338-
341.

COOK, E.B., STAHL, J.L., BARNEY, N.P., GRAZIANO, F.M. (2000).
Olopatadine inhibits TFN release from human conjunctival mast
cells. Ann Allergy Asthma Immunol, 84: 504-508.

CEKIRDEK, P. (2005). Voltametrik metotlarla ditiyofosfonat anyonlarinin
elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi. (Doktora tezi, Ankara

Universitesi).



113

DEMIREL OZEL, A. (2007). Bazi hidrazonlarin elektrokimyasal
davraniglarinin incelenmesi  ve  analitik  amacgl  kullaniimasi.

(Doktora tezi, Ankara Universitesi).

DEY, S., REDDY, Y.V., SWETHA, B., SANDEEP, K.D., MURTHY, P.N.,
SAHOO, S.K., KUMAR, D., PATRO, S.S., MOHAPATRA, S. (2010).
Method development and validation for the estimation of Olopatadine in
bulk and pharmaceutical dosage forms and its stress degradation
studies using UV-VIS spectrophotometric method. International Journal
of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 2: 212-218.

DURSUN, D., AKOVA, Y.A. (2003). Antiallerjik tedavi. Oftalmik ilaclar.
Oto S, Yilmaz G, Aydin P. ed. Ankara, Gunes Kitapevi; 225-230.

FUJIMAKI, K., LEE, X.P., KUMAZAWA, T., SATO, J., SATO, K. (2006).
Determination of some antiallergic drugs in human plasma by direct-
injection  high-performance liquid chromatography-tandem mass

spectrometry. Forensic Toxicology, 24(1): 8-16.

FUJITA, K., MAGARA, H., KOBAYASHI, H. (1999). Determination of
olopatadine, a new antiallergic agent, and its metabolites in human
plasma by high-performance liquid chromatography with electrospray
ionization tandem mass spectrometry. Journal of chromatography. B,

Biomedical sciences and applications, 731(2): 345-52.

GUNDUZ T. (1998). Enstrimantel Analiz Kitabi. Ankara: Gazi Biiro Kitabevi

GREEF, R., PEAT, R., PETER, L.M., PLETCHER, D., Robinson, J. (1990).
Instrumental Methods In Electrochemistry. Ellis Horwood Limited.

England

HAN, W., HAN, B., ZHU, Q., LI, X., XING, Z. (2010). Determination of
benzalkonium chloride in olopatadine hydrochloride eye drops by
HPLC. Shipin Yu Yaopin, 12(11): 425-427.



114

HAN, W., HAN, B., WU, L. (2010). Determination of olopatadine
hydrochloride in olopatadine hydrochloride eye drops by HPLC. Shipin
Yu Yaopin, 12(3): 108-109.

http://biyokure.org/uv-gorunur-bolge-spektroskopisi/5276/

https://dosya.sakarya.edu.tr/Dokumanlar/2013/202/548889939 bolum_23.ppt

http://en.wikipedia.org/wiki/Olopatadine

http://en.wikipedia.org/wiki/Transmittance

http://library.cu.edu.tr/tezler/5889.pdf

http://www.analitik.hacettepe.edu.tr/Demolar/elektrokim.pdf

http://www.avrupagoz.com.tr/tr/Tedaviler/132/Konjonktivit.html

http://mwww.iegm.gov.tr/Folders/KubKT/Patanol%20Steril%200ftalmik%20Sol
%C3%BCsyon%20K%C3%9CB_82c54f8 b3cd894.pdf

http://www.ilacpedia.com/prospektus/patanol-steril-oftalmik-solusyon-01

http://www.kimyaturk.net/index.php?topic=16402.0

http://www.oftalmoloji.org/sayilar/50/buyuk/2006-337-343.pdf

IZUTSU, K. (2002). Electrochemistry in nonagueous solutions. Wiley-VCH
Verlag GmbH, Weinheim.

JOSEPH MA., KAUFMAN HE., INSLER M., (2005). Topical tacrolimus
ointment for treatment of refractory anterior segment inflammatory
disorders. Cornea, 24(4): 417-20


http://www.avrupagoz.com.tr/tr/Tedaviler/132/Konjonktivit.html
http://www.iegm.gov.tr/Folders/KubKT/Patanol%20Steril%20Oftalmik%20Sol%C3%BCsyon%20K%C3%9CB_82c54f8_b3cd894.pdf
http://www.iegm.gov.tr/Folders/KubKT/Patanol%20Steril%20Oftalmik%20Sol%C3%BCsyon%20K%C3%9CB_82c54f8_b3cd894.pdf
http://www.ilacpedia.com/prospektus/patanol-steril-oftalmik-solusyon-01

115

LEONARDI, A., BUSATO, F., FREONA, I., PLEBANI, M., SECCHI, A.G..
(2000). Anti-inflammatory and antiallergic effects of ketorolac
tromethamine in the conjunctival provocation model. Br J Opthalmol,
84(11): 1228-1232.

LEVEILLIAN P., FOMPEYDIE D. (1986). Spectrophotometric derivee. Anal.
14: 1-8

LIANG, W., ZHOU, H., LIU, D.Y., HU, P., JIANG, J. (2006). Quantitative
determination of olopatadine in human plasma by high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Zhipu Xuebao,
27(4): 193-197.

MAHAJAN, A., GANDHI, P.S., PANDITA, N., GANDHI, S.V., DESHPANDE,
P.B. (2010). Validated high performance thin layer chromatographic
method for estimation of olopatadine hydrochloride as bulk drug and in
ophthalmic solutions. International Journal of ChemTech Research,
2(3): 1372-1375.

MAHAJAN, A.A., MOHANRAJ, K., KALE, S., THAKER, A.K. (2013). Study of
olopatadine hydrochloride under ICH recommended stress conditions
by LC, LC-MS/TOF for idendification and characterization of
degradation products. Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies, 36: 1881-1898.

MATHRUSRI, A.M., HIMA, B.G., DIVYA, | (2012). Derivative
spectrophotometric methods for the determination of Olopatadine in

pharmaceutical dosage form. Drug Invention Today, 4(10): 540-542.

MEYER, E., KRAUS, E., TONIS, S. (1987). Efficiancy of antiprostaglandin
therapy in vernal conjunctivitis. Br J Ophthalmol, 71: 497-499.



116

NAGESWARA RAO, K., GANAPATY, S., LAKSHMANA RAO, A. (2012).
Validated RP-HPLC method for the determination of olopatadine in bulk
drug and in pharmaceutical dosage form. International Journal of

Pharmaceutical, Chemical and Biological Sciences, 2(4): 712- 717.

NICHOLSON, R.S., SHAIN, I. (1964). Theory of stationary electrode
polarography: Single scan and cyclic methods applied to reversible,
irreversible, and kinetic systems. Anal. Chem., 36(4): 706-724.

ONUR F., YUCESOY C. (1983). Tirev Spektrofotometrisi. Fabad J. Pharm.
Sci.,13: 462

PELIT, A., AKOVA, Y.A. (2006). Allerjik Konjonjtivitlerde Tedavi, T.Oft.Gaz.,
36: 337-343.

RELE, R.V., WARKAR, C.B. (2011). Application of high performance liquid
chromatographic technique for olopatadine hydrochloride and its

impurity in ophthalmic solution. International Journal of Chemical
Science, 9(2): 601-614.

SAIFULLA, K.P., JANAKI, P.P., RAVEENDRA, R.P., KRISHANA, R.V.,
APPALARAJU, N. (2012). Extractive spectrophotometric estimation of
olopatadine using acid dyes in tablet dosage forms. Journal of
Pharmacy Research, 5(4): 2104-2106.

SARBY, S.M., ABDEL-HAY, M.H., BARARY, M.H., BELAL, T.S. (2000).
Sensitive spectrofluorimetric and spectrophotometric methods for the
determination of thonzylamine hydrochloride in pharmaceutical
preparations based on coupling with dimethylbarbituric acid in presence
of dicyclohexylcarbodiimide. J. Pharm. Biomed. Anal., 22: 257-264.

SKOOG, D.A., HOLLER, F.J.,, NIEMAN, T.A. (1996). Principles of
Instrumental analysis. Cevirenler KILIC E., KOSEOGLU F., YILMAZ, H.
(1998) Enstriimental Analiz ilkeleri, Bilim Yayincilik. Ankara



117

SKOOG, D.A., WEST, D.M., HOLLER, F.J., CROUCH, S.R. (2004).

Fundamentals of Analytical Chemistry. Cevirenler KILIC, E., YILMAZ,
H. (2007) Analitik Kimya Temel llkeler 1-2 cilt. Bilim Yayincilik. Ankara.

SREEDHAR, H.Y., SREENIVASULU, A., SUNIL, K.M., NAGARAJU, M.

(2012). Voltammetric determination of olopatadine hydrochloride in bulk
drug form and pharmaceutical formulations. International Journal of
Pharmaceutical Sciences and Research, 3(8): 2517-2521.

VARGHESE S.J., KUMAR A.M., RAVI T.K. (2011). Stability-indicating high-

performance column liquid chromatography and high-performance thin-
layer chromatography methods for the determination of olopatadine
hydrochloride in tablet dosage form. Journal of AOAC International,
94(6): 1815-20.

VICHYANOND, P., TANTIMONGKOLSUK, C., DUMRONGKIGCHAIPORN,

P., JIRAPONGSANANURUK, 0., VISITSUNTHORN, N.,
KOSRIRUKVONGS P. (2004). Vernal keratoconjunctivitis: Result of a
novel therapy with 0.1% topical ophthalmic FK-506 ointment. J Allergy
Clin Immunol,113(2):355-8.

WANG, J. (1988). Electroanalytical Techniques in Clinical Chemistry and

Laboratory Medicine. VCH. USA

WANG, J. (2000). Analytical Electrochemistry. 2nd edition. John Wiley and

Sons. Inc. New York.

XU, W., NIU, C. (2007). Determination of related substances in olopatadine

hydrochloride by HPLC. Zhongguo Yiyao Gongye Zazhi, 38(12): 870-
871.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vichyanond%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tantimongkolsuk%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dumrongkigchaiporn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dumrongkigchaiporn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jirapongsananuruk%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Visitsunthorn%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kosrirukvongs%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14767456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14767456

118

YANNI, J.M., WEIMER, L.K., SHARIF, N.A.,, XU, S.X., DANIEL, A.,
GAMACHE, D.A., SPELLMAN, J.M. (1999). Inhibition of histamine-
induced human conjunctival epithelial cell responses by ocular allergy
drugs. Arch Ophtalmology, 117: 643-647.

YILDIZ, A., GENC, O. (1993). Entriimantal Analiz, Hacettepe Universitesi
Yayinlari, Ankara.

ZHU, P., WEN, Y.G., FAN, X.P., ZHOU, Z.L., FAN, R.X., CHEN, J.M.,
HUANG, K.L., ZHU, X.L., CHEN, Y.F., ZHUANG, J. (2011). A rapid and
sensitive liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for
determination of olopatadine concentration in human plasma. Journal of

analytical toxicology, 35(2): 113-8.



119

OZGECMIS
I. Bireysel Bilgileri
Adi : Berk
Soyadi : TOKER

Dogum yeri ve tarihi : Ankara - 1985

II. Egitimi
2010 Orta Dogu Teknik Universitesi Kimya Fakiiltesi, ANKARA
2003 Haci Omer Tarman Anadolu Lisesi, ANKARA
1996 Tegmen Kalmaz Ilkdgretim Okulu, ANKARA

II1. Unvam
Kimyager



