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OZET

SILDENAFIL VE TADALAFIL ETKEN MADDELERININ
YASAL/SAHTE iLACLARDA, ENERJI iIiCECEKLERINDE VE
ATIKSU ORNEKLERINDE YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI ILE ESZAMANLI TAYINLERI

Ali Kemal FIDAN
Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Bu tez kapsaminda, sildenafil ve tadalafil etken maddelerinin yasal, yasadisi/sahte
ilaclarda, enerji iceceklerinde ve atiksu Orneklerinde eszamanli tayinlerine yonelik
duyarli bir analitik yontem gelistirilmistir. Analitlerin kromatografik ayirimlar1 pH
6.0’ya ayarlanmig 50 mM fosfat tamponu ve asetonitril (35:65, v/v)’ den olusan
hareketli fazin 1.0 mL/min akis hizinda kulllanilmasi ile elde edilmistir. Optimum
sartlar altinda analitler 6.0 dakika igerisinde yiiksek c¢oziiniirliikte birbirlerinden
ayrilmiglardir. Kantitatif tayinde ii¢ farkli HPLC sistemi kullanilmistir. Tim
sistemlerde iki analit i¢in de kalibrasyon grafigi genis bir aralikta dogrusal olarak
tespit edilmistir (R*=0.999).

Valide edilmis metot basarili bir sekilde yasal, yasadisi/sahte ilaglara, Istanbul’da
tiikketilen enerji iceceklerine ve atiksu drneklerine uygulanmistir. Dokuz farkli yasal
ve yasadist erektil disfonksiyon ilaci iceriginde bulunan analitlerin kalitatif ve
kantitatif tayini amaci ile analiz edilmis ve bulunan degerler ilag etiketlerinde yazan
degerler ile karsilastirilmustir. Ug farkli enerji icecegi de iceriklerinde bulunan
sildenafil ve tadalafil analitlerinin tespiti amaci ile analiz edilmistir. Sonuglar iizerine
matriks etkisinin belirlenmesine yonelik standart katma deneyleri yapilmistir.

Benzer sekilde atiksu ornekleri de optimum sartlar altinda analiz edilmistir. Geri
kazanim verimlerinin tespiti amaci ile spike deneyleri yapilmis, sildenafil ve tadalafil
icin geri kazanim degerleri sirast ile %101.30 = 3.43 and %102.68 + 1.59 olarak
hesaplanmistir
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ABSTRACT

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SILDENAFIL AND
TADALAFIL IN LEGAL, ILLICIT/COUNTERFEIT DRUGS,
ENERGY DRINKS AND WASTE WATER SAMPLES BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Ali Kemal FIDAN

Department of Chemistry
MSec. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

In this tehsis, a sensitive analytical method was developed for the simultaneous
determination of sildenafil and tadalafil in legal, illicit/counterfeit drugs, energy
drinks and waste water samples. Chromatographic separation of two analytes was
achieved on a C18 column with a mobile phase including 50 mM phosphate buffer at
pH 6.0 and acetonitrile (35:65, v/v) at the flow rate of 1.0 mL/min. Analytes were
separated from each other in 6.0 minutes with high resolution under the optimum
conditions.

Three different HPLC systems were used in quantification. Calibration plots for both
analytes were linear in wide range with correlation coefficients over 0.999 for all
HPLC system. Validated method was successfully applied to legal and illicit erectile
dysfunction drugs, energy drinks consumed in Istanbul/Turkey and waste water
samples. Nine different legal and illicit erectile dysfunction drug samples were
analyzed for qualitative and quantitative measurement of their ingredients, and
results found were compared with the values written on the labels of drugs.

Three energy drinks were also analyzed for their sildenafil and tadalafil content.
Standart addition method was applied to figure out the matrix effect on the results.
Similarly, waste water sample was analyzed under the optimum conditions. In order
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to calculate the recoveries, spiking experiment was performed and recovery rates for
sildenafil and tadalafil were calculated as 101.30 £ 3.43% and 102.68 + 1.59%,
respectively.

Keywords: Sildenafil, tadalafil, HPLC, energy drink, waste water, drug
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BOLUM 1

GIRIiS

1.1 Literatiir Ozeti

Bir cinsel durum rahatsizlig1 olarak bilinen erektil disfonksiyon giinlimiizde yaygin bir
rahatsizlik olarak ortaya c¢ikmaktadir. 40-70 yas araligindaki erkeklerin %52-67
arasinda bu rahatsizliktan etkiledigi bilinmektedir. Erektil disfonksiyonun meydana
gelmesindeki en biiyiik sebep ilerlemis yastir ve 40 yasindan sonraki erkeklerde bu
hastaliga rastlanma orani oldukca yiiksektir [1], [2], [3]. Epidemiyolojik arastirmalara
gore, her bes erkekten biri ereksiyonda bozukluk yasamaktadir. Bu bozukluklarinin
psikolojik sebeplere bagli oldugu bilinmesine ragmen, 50 yas iistii erkeklerde organik
temelli olarak da meydana gelmektedir [3]. Cinsel islev bozukluklari, bir¢ok toplumda
hala bir tabu konusu olarak goriilmekle birlikte, eskiden bu konu hakkindaki bilimsel
calismalar diger tibbi kosullara gore aktif bir sekilde takip edilememis, ancak daha
sonraki donemlerde bu hastaliklara yonelik farkli tedavi yontemleri kullanilmaya
baslanmigtir [4]. Selektif fosfodiesteraz tip 5 inhibitorleri (FDE-5) erektil disfonksiyon
tedavisinin temelini olusturur [5], [6]. Sildenafil ve daha sonra gelistirilen tadalafil ve
vardenafil kimyasallar1t FDE-5 inhibitorleri olarak bilinmektedir. Bu ilaglar, iyi tolere
edilir, son derece etkilidir ve ¢ok olumlu giivenlik profillerine sahiptirler. Amerika
Birlesik Devletleri’nde ii¢ tane (sildenafil, tadalafil ve vardenafil) FDE-5 inhibitorii
kullanilmaktadir [5], [7]. Her bir ilag, farkli farmakokinetik 6zellik ve yan etkilere sahip
olmasina ragmen erektil disfonksiyon tedavisinde yiiksek etkiye sahiptirler. Sildenafil
ve vardenafil, yapilarindan dolayr minimal diizeyde bir farklilik gostermektedir.
Tadalafil ise sildenafil ve vardenafilden yapisal olarak ¢ok farkli olmakla beraber, bu

durum farmakokinetik farkliliklara da neden olmaktadir [4], [5], [7], [8].



Literatiirde, bu kimyasallarin ¢esitli matriksler igerisindeki tayinine yonelik farkli
analitik yontemler bulunmaktadir. Farkli detektorlerle birlestirilmis yiiksek performanslh
stvi kromatografisi (HPLC) [9], [10], [11], [12], ultra yiiksek performansli sivi
kromatografisi (UHPLC) [13], siv1 kromatografi-kiitle spektroskopisi (LC-MS) [14],
[15], [16] ve gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) [17] yontemleri, bu
analitlerin farkli matrikslerde tayinleri i¢in ¢cogunlukla kullanilmaktadir. Her yontemin

birbirlerine gore iistiin 6zellikleri mevcuttur.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez kapsaminda, insan saglig1 agisindan son derece 6nemli etkileri olan sildenafil ve
tadalafil analitlerinin farkli matrikslerde diisiik seviyelerde tayinlerine yonelik analitik
yontem gelistirilmesi ana hedef olarak belirlenmistir. HPLC sisteminin tiim
parametreleri optimize edilerek dogruluk ve duyarliligi yiiksek, ucuz, hizli ve gevre
dostu bir tayin yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen analitik yontemin ila¢ drneklerinde,
enerji iceceklerinde ve atiksu 6rneklerinde kullanilabilirliginin tespitine yonelik sistemli

deneyler yapilmis ve geri kazanim deneyleri ile yontemin etkinligi tespit edilmistir.

1.3 Hipotez

Gin gectikge kullanim oranmi gittikge artan erektil disfonksiyon ilag etken maddeleri
arasinda yer alan sildenafil ve tadalafil kimyasallarinin farkli matrikslerde ucuz, hizli ve
duyarl bir analitik yontem ile eszamanli tayinleri hem bilim camiasi hem de rutin analiz
laboratuvarlar1 agisindan son derece Onem tagimaktadir. Belirtilen etken maddeleri
iceren bircok kacak ve sahte ilag lilkemizde tiiketilmekte ve sertifikasiz olan bu
tabletlerin igerikleri bilinmemektedir. Yiiksek dozda aliminda sonu Oliimle
sonuclanabilecek bir¢ok ciddi saglik problemlerine neden olabilecek bu bilesenlerin
kacak ilaglarda tayinleri toplum sagligi acisindan son derece Onemlidir. Ayrica
tilkemzide tiikketimi olduk¢a yayginlasan enerji igeceklerinin igeriginde belirtilen
kimyasallarin  varlig1r alkolle kullanimi durumunda kaginilmaz sonlara neden
olabilmektedir. Bu nedenle enerji iceceklerinde belirtilen analitlerin dogrulugu ve

duyarlilig1 yiiksek bir analitik yontem ile tayinleri biiylik 6nem tagimaktadir.

Erektil disfonksiyon ilaglarinin tiiketilmesi sonucu sildenafil ve tadalafil kimyasallarinin
bir kismi1 viicutta bozunmaya ugramadan atilmakta ve atiksu sistemine dahil olmaktadir.

Atiksu aritma sistemlerinde etkin aritim yapilamadigi durmlarda ise belirtilen

2



kimyasallar igme sular1 ile evlerimize tasinmaktadir. Atiksu Orneklerinde belirtilen
kimyasallarin dogrulugu yiiksek bir sekilde tayinleri aritma stratejilerinin gelistirilmesi
bakimindan son derece Onemlidir. Bu amagcla tez kapsaminda atiksu Orneklerinde
bulunan analitlerinin eszamanli tayinlerine yonelik bir analitik yontem gelistirilmeye

calisiimustir.



BOLUM 2

FOSFODIESTERAZ-5

2.1 Fosfodiesteraz -5 ile lgili Genel Bilgiler

1998 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde erektil disfonksiyon tedavisinde sildenafil
kullaniminin tedaviye olumlu bir cevap vermesinden sonra, fosfodiesteraz-5 (FDE-5)
inhibitdrleri ilk baslangi¢ asamasinda kullanilmaya baslanmistir. 1998 yili 6ncesi alfa
adrenerjik ve serotonin antagonistleri bu amagcla kullanilmis, ancak yeterli etkinligi

gosterememistir [18].

Ereksiyon esnasinda korpus kavernozum diiz kasinda gevseme ile hiicre iginde siklik
adenozin monofosfat (c-AMP) ve siklik guanil monofosfat (c-GMP) olusumlar1 sonucu
Ca konsantrasyonu diigser [19]. Canlilarda memeli hiicrelerinde bulunan 11 adet FDE
enziminden FDE 5,6 ve 9 ¢c-GMP’ye bagl olarak islevini gergeklestirmektedir [20].
FDE-5 enziminin kullanilmasiyla ereksiyon olusumu baglamakta ve korpus
kavernozumda artig gosteren nitrik oksit (NO) ve etkinligi ¢ogalan c-GMP ile kolay bir
ereksiyon gerceklesmektedir. Alinan ilaglarin aktivitesi nitrik oksit (NO) olusumu ve c-
GMP miktarinin artisina bagli olmakla birlikte, aym1 zamanda diyabet gibi bir

rahatsizlig1 olan kisilerde yeterli etkiyi gosterememektedir [18].

2.2 Erektil Disfonksiyonun Tam ve Tedavisinde FDE-5’in Yeri

Sildenafil sitratin piyasaya siiriildiikten sonra ereksiyon sorunlari {izerinde destek alimi
hizla artig gostermistir. Bu konudaki bilincin artmasi ile birlikte FDE-5 intibitorlerinin
kullanim1 yaygin hale gelmistir. Ancak bununla birlikte yan etkilerin boy gostermesi

gibi bir takim sorunlarin ortaya ¢ikisi yeni arastirmalar1 beraberinde getirmistir. FDE-5



inhibitdér kullanimindan kaynaklanan ereksiyon bozulmalari, bu konuda yeterli

bilinglenmenin olmadigini géstermektedir [21].

2.2 FDE-5 inhibitorii olan molekiiller

Klinik uygulamalarda bas gosteren ve FDE-5 inhibitorii sinifinda yer alan etken
maddeler sildenafil, vardenafil ve tadalafil olarak siralanabilir [22], [23]. Yapisal olarak
sildenafil ve vardenafil benzerlik gosterse de, tadalafilin yapisal degisikligi aktivitesi
tizerinde farklilik meydana getirmektedir. Sildenafilin c-GMP’ ye oranla yaklasik 1000
kat fazla afinite ile FDE-5 enzimine baglanmasiyla c-GMP aktivitesini yiikselttigi
literatlirde rapor edilmistir [24].

2.2.1 Sildenafil

2.2.1.1 Sildenafilin Kimyasal Ozellikleri

Sildenafil, fosfodiesteraz Tip 5 (FDE-5) inhibitoriidiir. Kimyasal ve yapisal formiilii 1-
[[3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-0x0-3-propyl)-1 Hpyrazolo-[4,3-d]pyrimidin-5-yl)-4-
ethoxyphenyl]-sulphonyl]-4-methylpiperazine seklindedir (Sekil 2.1). Molekiil agirlig
474.57 g mol™*dir [25], [26].

Sekil 2.1 Sildenafilin kimyasal yapis1 [18], [19]



2.2.1.2 Sildenafilin Farmakokinetik Ozellikleri

Sildenafil oral yolla alindiginda %40 biyoyararlanima sahiptir. Kullanimindan 30-120
dakika sonra en yiiksek kan derisimine ulagir. Plazma proteinlerine yaklasik olarak %96
degerinde baglanir ve eliminasyon yar1 6mrii 3 ile 5 saattir [27], [28]. Metabolitleri daha

cok fecesle ve az oranda da idrar yolu ile atilir [29], [30], [31].

2.2.1.3 Sildenafilin ila¢ Endiistrisindeki Yeri

Sildenafil kimyasali erektil hastalik tedavisinde kullanimi bilinmeden 6nce antianjinal
olarak kullanilmistir. Daha sonra da erektil disfonksiyon tedavisinde sikca kullanilmaya
baslanmistir [32]. Sildenafilin bas agrisi, kizarma, dispepsi, burun tikanikligi, gozici
basincinda artma, bas donmesi, renk tonlarinin algilanmasinda ve goriintii parlakliginda
gecici bozulma, flushing gibi yan etkileri mevcuttur. Kalp hizinda herhangi bir etkide
bulunmaz [29], [31], [33], [34], [35]. Trombiislerde FDE tip V icerdiginden dolay1 bu
hiicrelere ait fonksiyonlar1 da etkileyebilir ve platelet agregasyonunu degistirebilir.
Fakat kanama zamani ve mikrosirkiilatuvar dagilim iizerine etkilerinin bulunmadigi

gosterilmistir [28], [36].

Cizelge 2.1°de Tiirkiye’de kullanimda olan sildenafil iceren ilaglarin ilag piyasasinda

bulunuslarinin listesi goriilmektedir [37].

Cizelge 2.1 Sildenafil igeren ilaglar

Ilac Firma
Combo Biofarma
Degra Deva
Sildegra Actavis
Sinegra Nobel
Viagra Pfizer
Vigaroo Pharmactive
Vigrande Zentiva




2.2.1.4 Prostat Kanseri Tedavisinde Sildenafil Kullanimi

Lokalize prostat kanseri sebebiyle uygulanan radikal prostatektomi %40-70 oraninda
ED komplikasyonuna sebep olmaktadir. Elde edilen c¢alismalar, hastalarin %43"liniin
sildenafil etken maddesine olumlu yanit verdigini gostermistir. Sildenafilin hastaligi
tedavi edebilmesi i¢in fonksiyonel sinir aktivitesinin olmasi sarttir. Sinir yapisi
korunmamis hastalarda sildenafile verilen cevap olduke¢a diisiiktiir (%15). Bu oran
unilateral siniri korunmus hastalarda %50, bilateral siniri korunmus hastalarda ise %80
olarak goriilmektedir. Buna ek olarak, hastanin ameliyattan 6nce erektil disfonksiyonu,

hastanin yas1 ve cerrahi sonrasi iyilesme donemi de etkili olmaktadir [38].
2.2.2 Tadalafil

2.2.2.1 Tadalafilin Kimyasal Ozellikleri

Tadalafil, erektil disfonksiyonun tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Tadalafil, siklik
guanozin monofosfati (c-GMP) yikan FDE-5 enziminin giiclii, se¢ici ve geri doniistimlii
bir inhibitoriidiir. Molekiiler formiilii C2,H9N304 olup, molekiiler agirhig 389.41 g
mol™"dir. Sekil 2.2°de tadalafilin moliikler yapis1 gdziikmektedir [39,40].
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Sekil 2.2 Tadalafil molekiiler yapisi [39, 40]

2.2.2.2 Tadalafilin FDE-5’deki Yeri

Gilinlimiizde piyasada yer edinmis dort FDE-5 inhibitorii bulunmaktadir. Bunlar,
sildenafil, vardenafil, tadalafil ve udenafildir. Bu ilaglarin yarilanma omiirleri ise sirayla
4, 4-5, 17.5 ve 12 saat kadardir [41], [42], [43]. Tadalafilin FDE-5 {izerindeki inhibitor
etkisi diger fosfodiesterazlara gore daha gii¢liidiir [39]. Tadalafil, yapisal olarak da diger
grup iiyelerinden farkli olan yeni bir FDE-5 enzim inhibitoriidiir ve kavernoz doku

gevsemesi yapmaktadir [44], [45]. FDE-5 ailesinin en populer iiyesi olan sildenafil ile



ilgili flep cerrahisi yani doku eksikliginin oldugu bir yeri viicudun bagka tarafindan
alman canli bir dokuyla onarmaya c¢aligmak iizerine yeterli ¢alisma olmasina ragmen

yarilanma dmrii daha uzun olan tadalafil ile ilgili yeterli ¢calisma yapilmamistir [41].

2.2.2.3 Tadalafilin Farmokokinetik Ozellikleri

Tadalafilin kana karisim siiresi, sildenafil ve vardenafilden daha uzundur. Kandaki
maksimum diizeyine 2 saatte ulagsmaktadir. Klinik veriler, tadalafilin yarilanma
Omriinlin benzer diger etken maddelerden daha uzun oldugunu gdstermektedir ve bu
stire yaklagik 17.5 saattir. Tadalafil etkinligi ise 36 saat boyunca devam etmektedir [44].
Tadalafil inaktif metabolitler halinde, biiyiik ol¢lide digkiyla ve daha az oranda idrarla
atilir. Tadalafil esasen sitokrom P450 (CYP) 3A4 izotipi tarafindan metabolize edilir ve

bu kimyasalin dolagima giren ana metaboliti metilkatekol glukuronidtir. [39], [46].

2.2.2.4 Tadalafilin fla¢ Endiistrisindeki Yeri

Baslangicta anjina pektoris yani tiirk¢ede gogiiste sikisma ya da gogiiste bogumlanma
olarak anilan hastaligin tedavisi i¢in arastirilan ilk oral FDE-5 inhibitorii sildenafilin,
calismada ereksiyona yol actig1 rastlanti eseri bulunmustur. Sonrasinda sildenafil 1998
yilinda erektil disfonksiyonun ilk oral tedavisi i¢in piyasaya siiriilmiis ve sonrasinda
2003 yilinda sildenafili yine FDE-5 inhibitdrii olan vardenafil ve tadalafil ilaglar takip
etmistir [47], [48]. Ayrica, tadalafilin erektil disfonksiyon tedavisinde kullanimi1 2003
yilinda ‘Food and Drug Administration’ (FDA) tarafindan onay almistir [41], [49].
Yapilan caligmalarda FDE-5’in kendine 6zgii inhibitdrii olan tadalafilin antianjinal
etkisi (kalbi besleyen koroner damarlari genisleten ve kalbin oksijenlenmis kan
gereksinimini saglamaya yarayan etki) oldugu goriilse de yaygin kullanim alani erektil
disfonksiyon ve pulmoner hipertansiyondur [41], [50], [51]. Tadalafil igceren farkl ilag
markalar1 bulunmaktadir. Cizelge 2.2°de Tiirkiye’de kullanimda olan ve tadalafil iceren

ilaglarin ilag piyasasinda bulunuslarinin listesi goriilmektedir [37].



Cizelge 2.2 Tadalafil igeren ilaglar [37]

Ilac Firma

Afilta Zentiva
Cialis Lilly
Departon Abdi ibrahim
Hardcis Deva

Lex Nobel

Lifta Abdi ibrahim
Longis Berksam
Longivo Sandoz
Myesed Pharmactive
Orecafil World Medicine
Tadlis Nuvomed
Tork Bilim

2.3 Akila Ila¢ Kullanimi

Hastanin klinik ihtiyaglarimi karsilayan dogru tedaviyi, kisisel ihtiyaglarina gore
belirlenen uygun dozajda, yeterli siire igerisinde, en diisiik maliyetle almasi akilct ilag
kullanim1 olarak tamimlanabilir. Hastaya uygulanacak tedavinin basarili bir sekilde
uygulanabilmesi bazi ilkelere baghdir. Bu ilkeler, hastaligin dogru teshisi, teshis edilen
hastaliga uygun dogru tedavi ve uyunctur. Uyung, regcetede yazilan ilaglar hakkinda
hekim tarafindan kendisine yapilan tavsiyelere hastanin uyma istek ve derecesidir.
Ayrica, dogru ilacin, yeterli olabilecek dozda ve siirede hastaya verilmesi ve kullanilan
ilaglarin kullanim talimatlarina ve saklama kosullarina uyulmasi da dogru tedavi igin

gerekli basamaklardir. Bu basamaklardan herhangi biri diizglin yiiriitiilemez ise bu



durum, ilacin hastaya saglayacag yarar1 degistirir hatta hastaya zarar bile verebilir [52],

[53].

Akilcr ilag kullaniminin tam olarak benimsenmemesi, gelismis ya da gelismekte olan
tilkelerde ciddi tibbi ve ekonomik sorunlara yol a¢gmaktadir [54], [55], [56]. Diinya
Saglik Orgiitii verilerine gore tiim ilaglarin yiizde elliden fazlas1 uygunsuz sekilde regete
edilmekte, dagitilmakta ya da satilmaktadir [61]. Bu durumun engellenmesi i¢in Diinya
Saglhk Orgiitii liderliginde caligmalar baslatilmis ve yiiriitiilmektedir [52], [53], [57].
Akiler ilag kullanimi ilkelerine uyumun saglanmasi asamasinda hekimlere oldugu kadar,
hastalara, eczacilara, saglik personellerine, ila¢ endiistrisine, resmi makamlara ve

bireylere de 6nemli roller diismektedir [58], [59], [60].
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BOLUM 3

ILAC ETKEN MADDE MIiKTAR TAYIN YONTEMLERIi

llaglar igerisinde bulundurduklar1 etken maddelere gore kendilerine o6zgii etki
mekanizmalarina sahip olurlar. Ayrica, gereginden fazla etken madde alimi ¢esitli yan
etkilere sebebiyet verebilmekte, gereginden az etken madde alimi ise hastaliklarin
tedavisinde herhangi bir etki gosterememektedir. Bu nedenle de bu maddelerin ilag
icerisindeki miktarlarinin belirlenmesi diinyada farkli amagclar i¢in ilag kullaniminin da
giinden giine artis gostermesiyle birlikte son derece dnemli hale gelmistir. Bu durum
ayn1 zamanda farkl tayin yontemlerinin gelistirilmesine de olanak saglamistir. Bu tayin
yontemleri, spekroflorimetrik yontemler, spektrofotometrik yontemler, elektrokimyasal

yontemler ve kromatografik yontemler olarak 6zetlenebilir [62], [63], [64], [65].

3.1 Spektroflorometrik Yontemler

Spektroflorimetri yontemi, ilag etken madde miktar tayinlerinde tercih edilebilir
Ozelliklere sahip bir yontemdir. Yiiksek duyarlilikta analizlere imkan vermesi, kolay
uygulanabilir olmas1 ve spesifik bir yontem olmasi tercih edilebilir olmasini saglayan
ozelliklerindendir [62], [64]. 0.001-1.0 mg L' konsantrasyona sahip analitlerin
analizinde bu yontem kullanilabilmektedir. Spektroflorimetrik yontemler, molekiil
yapilarindan dolay1 floresans 0Ozellik gosteren ilag etken maddelerinin tayinlerinde
uygulanabilen bir yontemdir. Dogrudan uygulanabilen bir yontem olmamasi nedeniyle
analiz Oncesinde analitin tiirevlendirilmesini gerektirmektedir [63], [66], [67], [68].
Literatiirde spektroflorometrik tayinlerin ila¢ etken maddelerinin tayinlerinde

kullanildig1 birgok ¢alisma rapor edilmistir.

Wang ve ark. sildenafilin spektroflorimetrik tayinine yonelik alternatif olabilecek yeni

bir analitik yontem {izerine ¢alismiglardir [69]. Sulu ¢ozeltilerde, sildenafil sinirl bir
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dogrusal aralik ve ¢ok diisiik floresan emisyonu gostermektedir. Katyonik bir ylizey
aktif madde olan hexadecyltrim etilamonyum bromiir (Yontem A) ve anyonik bir yiizey
aktif madde olan sodyum dodesil siilfat (Yontem B) varliginda, biiyiik bir floresan artis
gozlemlenmis ve dogrusal araligi genigletilmistir. Bu yiizey aktif maddeler ile ilag
etkilesimleri sildenafilin spektroflorimetrik tayini i¢in iki hassas yOntemin
gelistirilmesini saglamistir. Sildenafil ile yiizey aktif maddeler arasindaki etkilesimin
dogas1 iizerine calisilmis ve bu birlikteligi etkileyen farkli parametreler {izerine
tartistlmigtir. Sildenafilin tayininde yontem A ve yontem B kullanilarak sirasiyla 435
nm ve 415 nm’de kantitatif olarak calisilms ve tayin limitleri 0.0012 pg mL™ ile 0.0016
ng mL™! olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem, yigin ilaclar, tabletler ve bitkisel

ilaglara basariyla uygulanmistir.

El-Enin ve ark. [70] ¢aligmalarinda, tadalafil (TAD) ve vardenafil i¢in saf formlari,
tablet formlar1 ve insan plazmasina standart eklenmis formlarinda tayinine yonelik,
gecerli, hassas ve hizli bir spektroflorimetrik yontem gelistirmislerdir. Gelistirilen bu
yontem, her iki ilag etken maddesinin asetonitril icerisinde tadalafil ve vardenafil igin
sirastyla 330 nm ve 470 nm dalga boyundaki ve uyarildiktan sonra 280 nm ve 275 nm
dalga boyundaki temel floresan 6l¢iimiine dayanmaktadir. Tayin limitleri tadalafil ve
vardenafil icin sirastyla 1 ve 3 ng mL™ olarak elde edilmistir. Dogrusal araliklar ise
sirasi ile 4.0-40 ng mL" ve 10-250 ng mL" olarak bulunmus. Floresan hassashigin
etkileyen ¢esitli deneysel parametreler lizerine ¢alisilmis ve degisken tiim parametreler
optimize edilmistir. Gelistirilen yontem, her iki ila¢ etken maddesi iceren ilaglara
basariyla uygulanmistir. Ayrica, onerilen yontemin yiliksek hassasligi, bu iki ilag etken

maddesinin insan plazmasindaki tayinlerine de izin vermistir.

3.2 Spektroskopik Yontemler

Spektroskopik yontemler atomik ve molekiiler spektroskopi olmak iizere iki alt gruba
ayrilir ve etken madde tayinlerinde siklikla tercih edilen bir analitik yontemler
grubudur. Maddenin uyarilmasi sonucu elektromanyetik 151k siddetinde meydana gelen

degismenin Ol¢iilmesi esasina dayanir [71], [72], [73], [74].

En ¢ok tercih edilen spektroskopik yontemler, UV-VIS (Ultraviyole-Goriiniir Bolge), IR
(Kizilotesi), NMR (Niikleer Manyetik Rezonans), kiitle spektroskopisi, raman ve
elektron spin rezonansi dir [63], [65], [75].
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Spektroskopik yontemlerin sildenafil ve tadalafil kimyasallarinin tayininde kullanimina

yonelik bir¢ok ¢alisma literatiirde yer almaktadir.

Trefi ve ark. [76] ilaglarin kalite kontrolii i¢in gerekli olan yeni ve kolay bir analitik
yontem gelistirilmesine yonelik ¢aligmiglardir. Calismalarinda Raman Spektroskopisi,
'H Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ve 2D Difiizyon Temelli Spektroskopi (DOSY)
NMR yéntemlerinin hakiki Cialis® ve internet yoluyla satis1 yapilan, illegal sekilde
tiretilen yedi formiilasyonun analizlerinde kullanimini agiklamiglardir. Aktif igerik
olarak tadalafil iceren, sekiz ticari formiilasyonun disindaki yedisinin aktif igerikleri
HPLC yontemiyle 6l¢iilmiis ve kutu igeriginde belirtilen konsantrasyona yakin sonuglar
elde edilmistir (100 = 5%). Cin imitasyonlarinda, tadalafil yerine vardenafil ve
homosildenafil bulunmustur. NMR spektroskopisi ile yapilan caligmalar tadalafilin ilag
formiilasyonlarinin bilesimindeki benzerlikleri ve farkliliklar1 agikga gdstermistir. Elde
edilen datalara gore, Hindistan ve Suriye’de iiretilen Cialis imitasyonlarinin kalitesi

diizgiinken, Cin formiilasyonlar aktif farmasotik bilesenler bakimindan karigiktir.

Wawer ve ark. [77] calismalarinda, sildenafil sitrat ve saf sildenafilin
karakterizasyonunu multiniikleer NMR spektroskopisi ile gerceklestirmislerdir.
Kimyasal kayma analizleri gostermistir ki: (i) N6-H molekiili¢i hidrojen baglarimni
olusturur, (i1) N25, tuzda protonlanmistir ve (ii1) molekiillerarast OH-N hidrojen baglari,
kat1 sildenafil icerisinde bulunan N2 ve N4 icermektedir. *C CPMAS NMR yontemi
farmasdtik formiilasyonlar igerisindeki Viagra’nmin tanimlanma ve miktar tayini igin

Onerilmistir.

3.3 Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler, elektriksel etki yapilan sistemin cevabini 6lgmeye dayanan
ve alinan cevap sayesinde sistem hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglayan yontemler
biitiiniidiir. Kolay uygulanabilir olmasi ve diisiik maliyetlerle c¢alisilabilmesi

elektrokimyasal yontemlerin avantajlari arasindadir [62], [78], [79].

Elektroanalitik yontemlerle sildenafil ve tadalafil analitlerinin de aralarinda oldugu

birgok ilac aktif bileseninin kantitatif tayinleri yapilmaktadir.

Demir ve ark. [80] calismalarinda, tadalafilin ¢ok duvarli karbon nanotlip macun
elektrot (MWCNTPE) ve modifiye TiO;-¢ok duvarli karbon nanotiip macun elektrot
(TiO,-MWCNTPE) adsorptif siyirma kare dalga voltametrisi kullanilarak tayinine
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yonelik, hassas ve secici elektroanalitik bir yontem sunmuslardir. Kalibrasyon egrisi,
MWCNTPE i¢in 3.6-8.1 ve 12.7-61.1 uM araliginda; TiO,-MWCNTPE i¢in 0.27-15.2
uM araliginda lineer olarak elde edilmistir. Tavsiye edilen yontem, ilag tabletlerinde ve
insan serum Orneklerinde basariyla uygulanmistir ve yiiksek geri kazanim yiizdelerine
ulastimistir. Onerilen yontemin segiciligi, Ca*", K, Na®, 2-merkapto benzimidazol,
tiolire ve dopamin varhi@inda geri kazanim testleri ile degerlendirilmistir. Tablet
yardimc1 maddeleri ve biyolojik malzemeden endojen maddelerin analitik tayin {izerine

hicbir etkisi tespit edilmemistir.

Batista ve ark. [81] ¢alismalarinda, diferansiyel puls voltametri ve katodik 6n muamele
bor katkili elmas elektrot kullanarak sildenafil sitrat tayinini agiklamislardir. Elde edilen
analitik egri, 7.30x107-7.30x10° mol L' konsantrasyon arahiginda, 0.10 mol L™ H,SO,
icindeki sildenafil icin dogrusaldir. Tayin edilebilme limiti 6.40x10”7 mol L™dir.
Onerilen yontem, hizli ve basit gerceklestirilebilir olmakla birlikte, viagra farmasotik
formiilasyonlar i¢indeki sildenafil sitrat tayini icin %95’lik giliven oram ile basariyla

uygulanmistir.

34 Kromatografik Yontemler

Fiziksel ve kimyasal Ozellikleri bakimindan benzerlik gosteren maddeleri birbirinden
ayirmak amaciyla kullanilan yontemler kromatografik yontemler olarak adlandirilir. Bu
yontemde, sabit faz ve hareketli faz olmak iizere birbirine karismayan iki faz mevcuttur.
Karisimi olusturan maddeler, sabit faz {izerinden hareketli faz yardimiyla gecerler ve

gecisleri sirasindaki hiz farklarina gore birbirinden ayrilirlar [71], [82].

Kromatografik yontemler, ayrilma mekanizmalarina, uygulama sekillerine ve faz

cesitlerine gore kendi aralarinda ii¢ alt gruba ayrilmaktadirlar [62]. Bunlar;
1) Ayrilma Mekanizmalarina Gore Kromatografik Yontemler

eAdsorbsiyon Kromatografisi
ePartisyon Kromatografisi

eiyon Degistirme Kromatografisi
eJel Filtrasyon Kromatografisi
eiyon Cifti Kromatografisi

e Afinite Kromatografisi
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2) Uygulama Sekillerine Gére Kromatografik Y ontemler

eDiizlemsel Kromatografi
0 Kagit Kromatografisi
0 Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
eKolon Kromatografisi
0 Gaz Kromatografisi (GC)
0 Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)

3) Faz Cesitlerine Gore Kromatografik Yontemler

oS1vi Kromatografisi
0 Sivi-Kat1 Kromatografisi
0 S1vi-S1vi Kromatografisi
eGaz Kromatografisi
0 Gaz-Kat1 Kromatografisi

0 Gaz-S1vi1 Kromatografisi

Farkli kromatografik ayirma sistemleri ile sildenafil ve tadalafil tayinine yonelik

caligmalar literatiirde yer almaktadir.

Zhu ve ark. [83] calismalarinda, ultraviyole algilama ve elektrosprey iyonizasyon kiitle
spektrometresi ile birlestirilmis yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemini
kullanarak diyet takviyelerinde yasaklanmis olan sildenafil, vardenafil ve tadalafilin es
zamanli tayinlerine yonelik yontem gelistirmislerdir. Ayirma C;g kolonda asetonitril ve
sulu soliisyonun (20 mmol amonyum asetat, %0.2 formik asit) | mL min" akis hizinda
mobil faz olarak kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. UV tayini i¢in dalga boyu 292 nm
olarak  secilmistir.  Ilaglar1  tamimlanmasi  ESI-MS  kullanilarak  basariyla
gerceklestirilmistir. Pik alani ile konsantrasyon arasindaki lineerlik, sildenafil i¢in 0.8-
80 pg mL', vardenafil igin 2.25-225 pg mL™, tadalafil igin 1.1-110 pg mL’
araliklarinda ve korelasyon katsayisi da 0.999 olarak tespit edilmistir. Yontemin geri
kazanim verimleri %93.3-%106.1 aralifinda bulunmustur. Yontem, dogal ek diyet

tirtinlerinin analizi i¢in basariyla uygulanmistir.

Rossi ve ark. [84] calismalarinda, tiredeki FDE-5 tipi enzim ve onun metabolitlerinin,
s1vi-s1v1 ektraksiyon sonrasi gaz kromatografi-kiitle spektrometresi sisteminde tayinine

yonelik bir yontem gelistirmislerdir. FDE-5 enzimi alan kisilerden toplanan gergek
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ornekler tlizerinde ¢alisilmistir. GC-MS sisteminin tiim parametreleri optimize edilmis
gelistirilen yontem 5000 iire 6rnegindeki FDE-5 inhibitorlerinin belirlenmesi amaciyla
uygulanmistir. Elde edilen verilere gore, gelistirilen yontemin doping analizleri de dahil
olmak {iizere, analitik ve adli toksikoloji alaninda pratik kullaniminin miimkiin oldugu

gorilmiistiir.
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BOLUM 4

YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC)

Cozelti icerisinde bulunan bir analitin kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmesinde
yaygin olarak kullanilmakta olan analitik yontemlerden birisi de yiiksek basinglt sivi
kromatografisidir [63], [85], [86]. Ayirma giiciinlin iyi olmasi, kullanilan paslanmaz
celik kolonlarin yiiksek basinglara karsi dayanikli olmasi, ugucu olan ve ugucu olmayan
bilesikleri tayin edebilmesi, bunun yaninda hizli, yiiksek hassasiyet ve dogrulukta
analizin gercgeklestirilmesi gibi 6zellikler bu yontemi tercih sebebi yapmaktadir [86],

[87].

Analizi yapilacak numune HPLC sistemi igerisinde hareketli fazda ¢oziinerek yiiksek
basing altinda sabit fazdan gegirilir. S6z konusu sabit faz dolgulu paslanmaz ¢elik
kolonlardir. Hareketli faz piston pompasi vasitasi ile sisteme pompalanir, numune de
enjektor sistemi ile hareketli faz igerisine enjekte edilerek sabit faz olarak kullanilan
dolgulu kolona giris yapar. Burada karisim igerisindeki her bir analitin polaritesi farkl
oldugundan kolonu farkli siirelerde ve hizlarda terk eder. Hareketli fazin dedektore
gelmesiyle her bir analite ait elde edilen sinyaller yazici sitemi ile goriintiilenir [63],

[88]. Sekil 4.1’de HPLC sistemi ile ilgili bir sematik gdsterim mevcuttur.

— 1

Goriintiileme

Mobil Faz Pompa Enjektor Kolon Dedektér . .
Sistemi

Sekil 4.1 HPLC sisteminin sematik gosterimi [71]
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4.1 HPLC Cihazinin Donanimlari

4.1.1 Mobil Faz

Cam veya paslanmaz celikten yapilmis haznelere konulan mobil faz analitlerin
ayrilmasinda O6nem tasimaktadir. Hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicliniin polaritesine
gore farkli HPLC tiirleri s6z konusu olmaktadir. Genellikle apolar ¢o6ziiciiniin
kullanildig1 sistem normal fazli HPLC, suyun karisimi olan polar bir organik ¢dziicliniin
kullanildig: sistem ise ters fazli HPLC olarak agiklanmaktadir. Kullanilan ¢éziiciilerin
ve inorganik tuzlarin yiiksek saflikta olmasi analitlerin kromatografik ayriminda biiyiik
onem arz eder. Hazirlanan hareketli fazin siizme, ultrasonik banyoda bekletme gibi 6n
hazirlik islemlerinden sonra sisteme verilmesi sistem performansinin diismesini

onlemektedir [71], [89], [90].

4.1.2 Pompa

Hareketli fazin sabit faza girisinden dedektore ulasmasina kadar olan siiregte aktif bir
rol oynayan pompalar yiiksek basinca ¢ikabilmekte ve hareketli fazin akis hizinda
degiskenlik saglayabilmektedir. Tekrarlanabilirlik 06zelliginin olmasi, akis kontrol
saglanabilmesi gibi teknik Ozellikler ideal bir pompada olmast gerekmektedir.
Pompalarin korozif etkilere karsi dayanikli olmasi ancak bu 6zelligin siirekliligi i¢in

diizenli bakiminin yapilmasi gerekmektedir [91], [92].

Pompalar tiirlerine gore siringa pompalar, pistonlu pompalar ve pnématik pompalar

olarak ayrilirlar [63].

4.1.3 Enjektor

Manuel ve otomatik olarak iki gruba ayrilan enjektorler numunenin hareketli faz
icerisine enjekte edilmesi amaciyla kullanilirlar. Daha sonra olusan karisim sabit faza

iletilir [63], [71].

4.1.4 Kolon

Sabit faz olarak da bilinen ve cogunlukla paslanmaz celikten iiretilen kolonlar

kromatografik ayrimlarda biiylik 6nem arz eder. Farkli ¢ap, uzunluk ve dolgu maddesi
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gibi parametrelerle degisiklik gosteren kolonlarda etkili bir ayirma saglanmasi kolonun

ozelliklerine gore uygun bir mobil faz secimi gerekmektedir [71], [85].

Dolgu maddeleri basta yaygin olarak kullanilan silisyum dioksit, yani silika olmak

lizere, aliminyum oksit ve iyon degistirici reginelerdir [92], [93].

4.1.5 Dedektor

Degisik tiirleri bulunan dedektorler sisteme gonderilen numunenin kalitatif ve kantitatif
olarak tayin edilmesi i¢in elektrik sinyali iiretirler. Her bir analit i¢in etkili bir dedektor
cesidi olmakla birlikte, ultraviyole-goriiniir bolge (UV-VIS), refraktif indeks (RI), sirali
foto diyot, floresans, elektrokimyasal, kiitle, evaporatif 1g1k dagitici ve iletkenlik

dedektorleri siklikla kullanilmaktadir [63], [93].

4.1.6 Goriintiilleme Sistemi

Dedektorden ¢ikan sinyaller, veri toplama sistemi olarak kullanilan bilgisayarlarda
kaydedilir. Her bir sinyalin degerlendirilmesi, tekrarlanabilirlik 6zelligi ve verilerin

uzun siireli saklanmasi yazici sistemi i¢in onem tasir [63], [71].

4.2 Kromatografik Ayrimi Etkileyen Parametreler

Kalitatif ve kantitatif yontemlerle tayin yapilirken kromatografik sistemde degisken
parametrelerin optimize edilmesi gerekmektedir. Optimizasyonda etkisi gozlemlenecek

parametre haricindeki tiim parametreler sabit tutulur.

4.2.1 Sicakhk

Analitlerin ayrilmasinda 6nemli parametrelerden biri olan sicaklik ¢oziiniirliige etki
etmektedir. Polaritesi yliksek bir hareketli fazin kullanilmasiyla sicakliktaki degisime
bagl olarak secicilikte farkliliklar gozlenebilir. pH sicakliga bagli bir parametre
oldugundan iyi optimize edilmelidir. Aksi bir durumda elde edilen kromatogramlarda

pik sekli, alikonma siiresi ve pik alaninin etkilenmesi s6z konusudur [94], [95].

422 pH

Hareketli fazin pH degeri karisim igerisindeki analitlerin ayrilmasinda O6nem arz

etmektedir. Sabit faz ylizeyinde yer alan silanol gruplarinin ve asidik-bazik bilesiklerin
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ayrisma derecesini pH etkilemektedir. Bu nedenle, yiiksek ¢6ziiniirliikte ayrimin
gerceklestirilebilmesinde pH 6nemli rol oynamaktadir. Buna bagh olarak, pH degerinin

alikonma siiresi ve pik seklindeki degisimlerde etkisi biyiiktiir [96].

4.2.3 Mobil Fazdaki Tampon Cozelti Konsantrasyonu

Hareketli fazin hazirlanmasinda kullanilan tampon ¢ozeltinin yeterli tampon
kapasitesine sahip olmast tekrarlanabilirlik saglanabilmesi i¢in Onemlidir. Aksi
durumda, ¢oziinen pKa degeri ile tampon pKa degeri ve hareketli faz pH degeri
arasindaki dengelerde degisim gdzlenebilir. Bu durum elde edilen kromatogramda pik

seklinin bozulmasiyla agiklanabilir [94].

4.3 Literatiirde HPLC ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Sildenafil ve tadalafil analitlerinin farkli matrikslerde tayinlerine yonelik literatiirde
HPLC sisteminin kullanildig1 ¢alismalar rapor edilmistir. Bojanapu ve arkadaslari,
tadalafilin bulk ve tablet formlarinin validasyon degerlendirmesini yapmak amaciyla
hassas, hizl1 ve duyarli bir ters fazli stvi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Ayirma
islemi Agilent Eclipse XDB C;g kolonunda, hacimce 50:50 oraninda tampon ve
asetonitril i¢ceren mobil faz ile yapilmistir. pH, ortofosforik asit ile 6’ya ayarlanmistir.
Akis hizi 1.2 mL min”', dalga boyu ise 285 nm olarak belirlenmistir. Tadalafilin
alikonma stiresi 3.181 olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrisinin dogrusal araligi 10-
150 ng mL™" dir. %RSD degeri metodun giivenilirligi agisindan tatmin edici degerde
bulunmustur. Tadalafilin farmakolojik dozaj formunda yiiksek oranda geri kazanimi

icin gelistirilen yontemin uygun oldugu tespit edilmistir [97].

Al-Hroub ve arkadaglari, sildenafilin insan plazmasinda tayini i¢in hassas, secici ve hizli
bir HPLC-UV yontemi gelistirmislerdir. %35 perklorik asit ¢ozeltisinde geri
ekstraksiyonu takiben sivi-sivi ekstraksiyonu secilmistir. Kromatografik ayirma BDS
Cis kolonunda, % 63 su, % 37 asetonitril ve % 0.10 trietilamin icerikli mobil faz (pH
7.7) kullanilarak, 230 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Kalibrasyon dogrusal
araligi 2.00-200 ng mL™" olarak belirlenmistir. Sildenafilin geri kazanimi % 78.4’ten
biiyilk bulunmustur. Diisiik tayin limitlerinde, ucuz ve basit ekstraksiyon yontemi

kullanildiginda tanimlanan UV ydnteminin basarili sonuglar verdigi goriilmiistiir [98].
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Mehanna ve arkadaglari, insan cildi yoluyla transdermal gecirgenlikte tadalafil kantitatif
tayini i¢in giivenilir ve hassas bir yontem gelistirmek istemislerdir. Ayirma iglemi oda
sicakliginda, 230 nm dalga boyunda ters fazli kolon kullanilarak gerceklestirilmistir.
Mobil faz 20 mM pH 7.0 fosfat tamponu ve hacimsel olarak 35/65 oraninda asetonitril
ve su igermektedir. Akis hizt 1.0 mL min™ olarak belirlenmistir. Tadalafil icin LOQ
degeri 1 ng mL™', kalibrasyon egrisi igin dogrusal araligi 5-2000 ng mL™" ve R* degeri
0.998 olarak bulunmustur. Validasyon parametreleri, yontemin hassasligin
dogrulamistir. Bu yontem, insan derisi c¢alismalarinda ilag birikimi ve transdermal

gecirgenlik i¢inde tadalafil belirlenmesi i¢in kullanilmistir [99].

Strach ve arkadaslari, sildenafil konsatrasyonlarinin sivi-sivi ekstraksiyon ve paroksetin
i¢ standard1 kullanarak fare plazmasinda (200 L) tayini i¢in hassas bir HPLC ydntemi
gelistirip validasyonunu saglamislardir. Istenmeyen kirlilikleri uzaklastirmak ve pik
seklini gelistirmek amaciyla asidik bir ¢ozelti igine geri ekstraksiyon kullanilmistir.
Kromatografik ayirma aminopropil baglanmis fazli kolonda, 50 mM potasyum
dihidrojen fosfat tamponu (pH 4.5) asetonitril 75:25 (v:v) i¢ceren mobil faz ile 1 mL min
"akis izt ve 230 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisini
olusturmak i¢in konsantrasyon araligi 10-1500 ng mL™" olarak belirlenmistir. Optimum
sartlar altinda LOD degeri 5 ng mL™, sildenafilin geri kazanim % 85.22 + 4.54 olarak

bulunmustur. Olusturulan yontem, farelerde yapilan kinetik calismada basariyla

uygulanmistir [100].

Zailina ve arkadaslari, en yaygin ii¢ Fosfodiesteraz-5 inhibitorleri i¢in (vardenafil,
sildenafil ve tadalafil) premiks kahve i¢inde eszamanli tayin yetenegine sahip bir
analitik yontem gelistirmislerdir. Iki farkli ekstraksiyon teknigiyle (buharlasma adimiyla
ve bu adim olmadan) asetontril ya da metanol kullanarak 6rnek ekstraksiyon
degerlendirilmistir. Miktar tayini 230 nm, 245 nm ve 290 nm gibi farkli dalga
boylarinda yiiksek basingli sivi kromatografisi ile (HPLC-DAD) ve u¢gma zamanina
gore kiitle spektrometresi (LC-MS-TOF) ile yapilmistir. Asetonitril ile ekstraksiyon
(azotla buharlagsma olmadan) i¢in 245 nm’de HPLC-DAD i¢in % 105 ile % 113 (= <%
10), LC-MS-TOF igin % 93 ile % 102 (+< 2.5%) arasinda geri kazanim gdzlenmistir.
Kromatografik ayirma, 20 dakika siirede gradyan eliisyon ile su (%0.1 formik asit) ve
asetonitril (%0.1 formik asit) icerikli mobil faz kullanilarak en iyi sonucu vermistir

[101].
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Fejos ve arkadaslari, sildenafil, vardenafil, tadalafil ve bunlarin 11 farkli yasal olmayan
ereksiyon bozuklugu {irlinlerinde bulunan analoglarinin UV dedektorii ile yliksek
basinglt sivi kromatografisi (HPLC-UV) ile kalitatif ve kantitatif tayinini yapmak {izere
analitik bir metod gelistirmiglerdir. Ayirma iglemi 25°C’ de gradyan eliisyon ile ters
fazli Kinetex C;g kolonunda gerceklestirilmistir. A mobil faz1 200 mM asetat ¢ozeltisi,
B mobil faz1 1:1 (v/v) oraninda asetonitril ve metanol karisimi igermektedir. Akis hizi
0.50 mL min" ve dalga boyu 290 nm’dir. Metod 6zgiilliik, segicilik, hassasiyet,
dogrusallik, LOD, LOQ, dogruluk, saglamlik ve stabilite gibi terimler ele alinarak
valide edilmistir ve basartyla uygulanmistir [102].
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BOLUM 5

EKSTRAKSIYON

On hazirlik islemlerinden biri olan ekstraksiyon farkli matrikslerdeki analit(ler)in
yiiksek dogrulukta ve hassasiyetle tayin edilebilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir.
Kalitatif ve kantitatif tiim tayinler i¢in Oncelikle analitin ekstraksiyon ile ¢ozelti
icerisine alinmasi so6z konusudur. Kullanilan c¢o6ziiciide suda c¢oOziinmeme, diisiik
kaynama noktasina sahip olma, ucuz ve kolay bulunma ozellikleri aranmaktadir. Bu

yontem ile birlikte yliksek geri kazanim saglanmasi hedeflenmektedir [103].

Ekstraksiyon yontemlerinde sivi-sivi  ekstraksiyonu, iyon degistirme, kati faz
ekstraksiyonu ve bulutlanma noktasi ektraksiyonu ¢ogunlukla kullanilan yontemlerdir

[104].

5.1 Sivi-S1vi Ekstraksiyonu

Farkl1 matriks iceren ¢6zeltinin organik madde ile muamele edilmesiyle analitin ¢oziicii
bilinyesine gecmesi sivi-sivi ekstraksiyonunu ile gergeklestirilebilmektedir [105]. Hacmi
numune hacminden diisiik olan ¢oziicii, ekstraksiyon haznesine konulur ve sonrasinda
numune de ayni hazneye konularak analitin organik ¢oziicliye gecisi saglanir [62],

[104].

Literatiirde sivi-siv1 ekstraksiyon ile ilgili ¢alismalar yer almaktadir. Krishnamurthy ve
arkadaslar1 insan plazmasinda sildenafil miktar tayini yapmak icin diezapam internal
standart1 kullanarak hizli, duyarli ve spesifik bir yontem gelistirmislerdir. flag s1vi-sivi
ekstraksiyon yontemi kullanilarak matriksten uzaklastirilmistir. Analit ve i¢ standart ters
faz C;g analitik kolon ile izokratik ayrima modunda ayrilmis ve HPLC sisteminde

koruma kolonu olarak kullanilan C;g kolonunda tayin edilmistir. 20 dakikalik analiz
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siiresinde dogrusallik 10-500 mg L olarak gézlemlenmistir. Giin icindeki dogruluk
%92.3 - %98.83, kesinlik %6.38 - %14.22 ve giinler arast dogruluk %94.13-%98.43 ve
kesinlik %5.68 - %11.74 olarak tespit edilmistir [106].

Tripathi ve arkadaslar sildenafilin farmakokinetik incelemesi i¢in sican plazmasinda
sildenafil tayini i¢cin RP-HPLC kullanarak basit ve duyarli bir yontem gelistirmislerdir.
Ilag numuneleri sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile 0.3 mL asetonitril ve 5.0 mL dietil
eter kullanilarak ekstrakte edilmistir. Kromatografik ayrim C;g kolonunda hacimce
85:15 oraninda metanol:su mobil fazi kullamlarak 1 mL min™ akis hizinda 230 nm
dalga boyunda UV dedektoriinde gergeklestirilmistir. Sildenafilin alikonma zamani 4.0
dakika olarak belirlenmistir. Dogrusallik 0.1-6.0 mg L™ araliginda gozlenmistir [107].

5.2  Kati Faz Ekstraksiyonu

Siklikla  bagvurulan numune hazirlama yontemlerinden biri olan kati faz
ekstraksiyonunda kat1 faz tizerinde baska bir forma doniistiirilen analitin adsorpsiyon
islemini takiben, ongoriilen bir ¢oziicli yardimi ile kat1 fazdan desorpsiyon igleminin
gergeklestirilmesi siirecini igermektedir. Genis bir kullanim alanina sahip olan sivi-sivi
ekstraksiyonu ile kiyaslandiginda kati1 faz ekstraksiyonunun kullanilan ¢dziicii miktari,
islem siiresi ve maliyet bakimindan uygun olmast bu yontemin tercih edilme sebepleri

arasinda gosterilmektedir [108].

Guermouche ve Bensalah sigan serumundaki sildenafil ve onun metaboliti olan N-
dimetilsildenafil tayini i¢gin HPLC metodu gelistirmislerdir. Teknik, serum
numunelerinin kat1 faz ekstraksiyon sorbenti {izerinde ekstraksiyonu islemini
icermektedir. Sisteme 0.50 mL i¢ satandart ihtiva eden tamponlu serum gonderilmistir.
Ayristirma 1.0 mL asetonitril ile yapilmistir. Numuneler Kromasil C;g kolonunda,
54:46 oraninda 0.05 M fosfat tamponu: asetonitril ihtiva eden, pH 8.0’ e ayarlanmis

hareketli faz kullanilarak, fotodiyot dedektoriinde analiz edilmistir [109].

5.3  lyon Degistirme

Endiistriyel uygulamalarda kullanimi olan bu yontemde ¢6zeltide bulunan iyonlar ile
coziinmemis haldeki kati fazdaki iyonlar arasinda kimyasal bir reaksiyonun
gerceklesmesi esasina dayanir. Iyon degisimi igin kullanilan katilar genellikle sentetik

recineler veya polimerlerdir [110].
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Iletken ¢ozelti, iyon degistirme katis1 olan recineyle temas ettirildiginde verilen
yiiklerdeki iyonlar re¢ine tarafindan tutularak, regine biinyesinden es miktarda iyon

cozeltiye gegmektedir [104].

5.4 Bulutlanma Noktasi1 Ekstraksiyonu

Artan sicaklikla birlikte ylizey aktif maddenin analit ile misel olusturarak, bulutlanma
noktasinda faz ayriminin meydana gelmesi esasina dayanmaktadir. Ayrimi gerceklesen
fazlar ylizey aktif madde konsantrasyonunun yiliksek miktarda goézlenen faz ve az
miktarda gozlenen sulu fazdir. Sicakligin faz ayrim noktasindan asagi seviyelere

diisiiriilmesiyle faz sayisi bir olarak gézlenmektedir [105].
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BOLUM 6

DENEYSEL CALISMALAR

6.1 Kullanilan Cihazlar

6.1.1 HPLC Donanim

Calismalarda kullanilan cihazlardan biri Yildiz Teknik Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii arastirma laboratuvarinda bulunan HPLC donanimi, Spectra
System SCM1000 vakum, Spectra System P1500 pompa, Spectra System SN4000
kontrol elemani, Spectra System AS3000 otomatik onleyici ve Spectra System UV2000
dedektdrden olusmaktadir. Ikinci HPLC cihaz1 ise Abdi Ibrahim firma biinyesinde
bulunan Agilent HP-1100 marka cihazdir. Her iki cihazda da UV dedektor
bulunmaktadir. Son HPLC cihazi ise SPD M20A Diode Array Dedektér, DGU 20A
Degazer, SIL 20 A Oto Ornekleyici ve CTO 10 AS Kolon Firmimindan miitesekkil
Shimadzu HPLC sistemidir. Tiim HPLC cihazlarinda Inertsii ODS 3V (4.6
x250mm,5u) kolonu ile ¢alisilmistir.

6.1.2 Diger EKipmanlar

» Mikro pipet: PhysioCare Concept - Eppendorf Research Plus (100-1000 pl; 0.5-5 ml)
* Hassas terazi: Sartorius Analytic A 120 S

* pH metre: Hanna HI 2211

* Manyetik karigtirici: IKA (RTC basic) manyetik karistirict + ETS-D5 Elektronik

Kontakt Termometre
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* Derin dondurucu: Ugur Derin Dondurucu UCF 1600 L
* Mikrovialler: Agilent

» Cam malzemeler: Balon joje, beher, erlen, meziir

6.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalardaki tiim kimyasallar yiiksek saflikta kullanilmigtir. Saf su Yildiz Teknik
Universitesi Merkez Laboratuvarlarindan A Milli-Q® Reference System cihazi ile elde
edilmistir. Sildenafil sitrat ve tadalafil ¢ozeltileri, 1000 mg L"lik stok ¢ozeltisinden
seyreltilerek hazirlanmistir. Mobil faz hazirlamak i¢in asetonitril (Merck), Na,HPO4
(Baker) ve H3PO4 (Riedel) kimyasallar1 kullanilmigtir.

6.3  Optimizasyon

Tadalafil ve Sildanafil Sitrat’in HPLC-UV sisteminde eser seviyelerde tayini amaci ile
farkli HPLC sisteminde c¢alismalar yapilmistir. HPLC sisteminde tiirlerin
alikonmalarma yonelik birgok hareketli faz denenmis ve calismalarda pH 6.60 ya
ayarlanmig fosfat tamponu ile farkli solventler degisik oranlarda kullanilmistir.
Optimizasyon calismalarina Thermo cihazi ile baslanmistir. Sildenafil ve tadalafil
analitlerinin eszamanli kantitatif tayinlerine yonelik yapilan optimizasyon g¢aligmalari
sonunda Cizelge 6.1°de yer alan parametreler optimum deger olarak tespit edilmis ve

caligmalara bu degerler kullanilarak devam edilmistir.
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Cizelge 6.1. %65 ACN - %35 tampon (pH 6.60) sisteminde tadalafil ve sildanafil’in
HPLC sisteminde tayinine yonelik parametreler

Mobil faz %65 ACN - %35 Tampon

Tampon 142 g Na,HPO4 2000 ml suda c¢oziiniir, pH's1
konsantre fosforik asit ile 6.6'ya ayarlanir.

pH 6.6

Akis hizi, mL.min™’ 1.0

Dalgaboyu, nm 225

Enjeksiyon Hacmi 20ul

Kolon Inertsil ODS 3V 4.6 x250mm,5pn

Cizelge 6.1°de belirtilmis olan sistem sartlarinda 100 mg L™ tadalafil standardinin

Thermo HPLC sistemine enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram Sekil 6.1°de

goriilmektedir.
1750 4 F17%0
1500 4 1500
250 250
000 4 1000
3 3
E E:
750 < T 50
500 ls00
250 L L2s0
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Mindes

Sekil 6.1 100 mg L™ tadalafil standardinin Thermo HPLC-UV sistemi ile elde edilen
kromatogram
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Sekil 6.2 100 mg L™ sildenafil sitrat standardimin Thermo HPLC-UYV ile elde edilen
kromatogram.

Aym sartlar altnmda 100 mg L' sildenafil sitrat standardimn HPLC sistemine
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram Sekil 6.2°de goriilmektedir. Cizelge 6.1°de
goriilen parametreler kullanilarak 50.0 mg L' Tadalafil ve Sildanafil Sitrat’m HPLC-

UV sistemine enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram Sekil 6.3’te gortilmektedir.
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Sekil 6.3 50 mg L™ tadalafil ve sildanafil sitrat standart karisimlarmin Thermo HPLC
sisteminde elde edilen kromatogram

Sekil 6.3’te goriildiigli lizere analitlere ait sinyaller birbirlerinden ayrilmis, simetrik
sinyaller elde edilmistir. Sinyallerin {izerinde herhangi bir omuz goriilmemistir. Bu
sartlar altinda her iki tiir i¢in de kalitatif ve kantitatif tayin yapilabilecegine karar

verilmis ve sistem analitik performansinin tespitine yonelik ¢aligmalara gecilmistir.

6.4 Sistem Analitik Performansinin Tespiti

Sistem performans degerlerinin tespiti amaci ile Cizelge 6.1°de belirtilen sartlar altinda
0.05-500 mg L' arahiginda mix standartlar HPLC sistemine enjekte edilmistir. Elde

edilen sinyallerden bazilar1 Sekil 6.4’ te goriilmektedir.
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Sekil 6.4 0.10-100 mg L™ araliginda tadalafil ve sildanafil sitrat standartlarinin Thermo
HPLC sistemine enjeksiyonu ile elde edilen kramotogramlar.

Sekil 6.4’te goriilen kromatogramlarda Tadalafil ve Sildanafil Sitrat’in pik alani
kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrular1 Sekil 6.5 ve Sekil 6.6’da goriilmektedir.
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15000000 y=121179x+ 19263
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10000000
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0 50 100 150 200 250
Tadalafil, mg L”’

Sekil 6.5 HPLC sisteminde optimum sartlar altinda elde edilen tadalafil etken
maddesine ait kalibrasyon dogrusu
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Sekil 6.6 HPLC sisteminde optimum sartlar altinda elde edilen sildenafil sitrat etken
maddesine ait kalibrasyon dogrusu

Cizelge 6.1'de belirtilen metot sartlarinin Agilent HP-1100 model HPLC sisteminde
uygulanmas1 sonucunda Tadalafil ve Sildanafil Sitrat etkenlerinin birbirinden ayrilmasi

ve simetri faktorii Sekil 6.7'de gosterilmistir.
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Sekil 6.7 20 mg L™ tadalafil ve sildanafil sitrat analitlerinin Agilent HP-1100 sistemine
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram (Resoliisyonu: 8.4, simetri faktorii 1.2 'dir)

Thermo HPLC-UV sisteminin LOD (Limit of Detection) ve LOQ (Limit of

quantitation) degerlerinin tespiti amaci ile kalibrasyon grafiginde kullanilan en diisiik
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derisim 0.10 mg L™, sisteme 6 defa gonderilmis ve asagidaki kromatogramlar elde

edilmistir.
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Sekil 6.8 LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi i¢in en diisiik derisim 0.10 mg L'
standartlarin Thermo HPLC-UYV sistemine 6 kez gonderilmesiyle elde edilen
kromatogramlar

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanilmistir;
LOD=3xStandart sapma/Egim

LOQ=10xStandart sapma/Egim

Elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin de aralarinda oldugu analitler i¢in tespit edilen

sistem analitik performans degerler asagidaki tabloda goriilmektedir.

Cizelge 6.2 Sinyal pik alanlar1 kullanilarak bulunan analitlere ait sistem analitik
performans degerleri

Tadalafil Sildanafil Sitrat
LOD, mg/L 0.039 0.028
LOQ, mg/L 0.129 0.092
R’ 0.9995 0.9993
y=mx+n y=121179x+ 19263 y = 61327x -26973
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6.5 Farklh Marka Tabletlerde Tadalafil ve Sildanafil Etken Maddelerinin
Kantitatif Tayinleri

Piyasada bulunan farkli marka ve igerikteki tabletlerde bulunan sildenafil ve tadalafil
etken maddelerinin optimizasyonu yapilan Agilent 1100 HPLC sisteminde kantitatif
tayinleri tezin bu asamasinda yapilmistir. Bu amacla iilkemiz ilag firmalar1 tarafindan
tiretilen iki farkli marka tablet ve yurtdisindan iilkemize kagak yollarla sokulan ve
Istanbul’da satisa sunulan yedi farkli marka tablet aktif bilesenlerin kalitatif ve kantitatif
tayinlerinin yapilmasi amaci ile analiz edilmistir. Calismanin ilk asamasinda 6rneklerin
¢oOziiniirlestirilerek yapida bulunan aktif bilesenin ¢ozelti ortamimna alinmasi
saglanmistir. Bu amacla her markadan rastgele alinan ii¢ tablet ayr1 ayr1 ekstraksiyon
islemine tabi tutulmustur. Ekstraksiyon isleminde bir tablet alinip iizerine 50 mL %65
Asetonitril/%35 pH 6.60 fosfat tamponu ilave edilmistir. Karisim 10 dakika ultrasonik
banyoda oda sicakliginda tutulduktan sonra 20 dakika mekanik karistiricida
calkalanmistir. Ekstraksiyon islemi sonrasinda c¢ozelti hacmi ekstraksiyon ¢oziici
karisimi kullanilarak 100 mL’ye tamamlanarak 0.45 mikron teflon filtrede siiziilerek
berrak ¢dzelti elde edilmistir. Her marka icin farkli seyreltme miktarlari ¢oziicii karigimi
ile yapilarak numuneler analiz edilmistir. Numuneler Abdi Ibrahim ve YTU
laboratuvarinda bulunan 2 cihazla da analiz edilmistir. Numunelerin Agilent HPLC
analizinde kullanilan sildenafil ve tadalafile ait dogrusal kalibrasyon grafikleri ve

kromatogramlari Sekil 6.9, Sekil 6.10 ve Sekil 6.11°de goriilmektedir.
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Sekil 6.9 Cizelge 6.1'de belirtilen sartlar altinda HPLC cihazina hazirlanmis olan
Sildanafil sitrat (1.5-140 mg L™ sildenafil) ve Tadalafil (2.0-200 mg L") standartlarinin
kromatogramlari
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Sekil 6.10 1.5-140 mg L™ sildenafil standardinin Cizelge 6.1°de gériilen sartlar altinda
HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi
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Sekil 6.11 2.0-50 mg L™ tadalafil standardinin Cizelge 6.1°de gériilen sartlar altinda
HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi

6.5.1 Marka A

Yasal olmayan yollar ile iilkemize sokulan ve farkli isimler altinda iilkemizin farkl
bolgelerinde piyasaya siiriilen markalardan biri olan “Marka A” Tahtakale/istanbul’ da
bulunan seyyar tezgahlarda satin alinmigtir. Bu iiriin, optimum sartlar altinda yapisinda
bulunan etken maddenin tespit edilmesine yonelik analiz edilmistir. Uriin mavi renkte
olup tabletler 0.8523 g agirligindadir. Tabletler yapisinda 130 mg sildenafil bulundugu

markanin kutusunda iddia edilmektedir. Uriine ait fotograf Sekil 6.12°de gériilmektedir.

Sekil 6.12 Marka A'ya ait fotograf

Marka A’nin Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen kromatogram Sekil
6.13’te goriilmektedir.
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Sekil 6.13 Marka A’nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram.

Marka A ve 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil mix standardina ait kromatogramlar

Sekil 6.14’te goriilmektedir.
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Sekil 6.14 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka A’nin Cizelge
6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Benzer sekilde Marka A’nin ekstraksiyonu ile elde edilen ¢ozelti Thermo HPLC

sistemine gonderilmis ve Sekil 6.15’teki sinyaller elde edilmistir.
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Sekil 6.15 Marka A’nin Cizelge 6.1’de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar (3 paralel)

Sekil 6.15°de goriildiigl iizere iic paralel olarak ¢alisilan 6rnekte tiim sinyaller ayni
biiyiiklik ve simetridedir. Ekstraksiyon ve kromatografik tayin sisteminin
tekrarlanabilirliginin  yiiksek oldugu goriilmektedir. Tablet etken maddesi olan
sildenafilin alikonma siiresinde standart ¢ozeltiye gore kayma olup olmadigin
gostermek amaci ile standart ile ayn1 kromatogramda gosterilen Marka A’ya ait sinyal

Sekil 6.16°da goriilmektedir.
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Sekil 6.16 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka A’nin Cizelge
6.1’de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Marka A da tespit edilen sildenafil sinyalinin alikonma siiresi standart ile ayni olmasina
ragmen tam emin olmak i¢in “spiking” deneyi yapilmistir. Bu amagla seyreltme
yapilmis 0.80 mL Marka A ekstraktine 0.20 mL 100 mg L™ mix standard ilave edilmis
ve HPLC kromatogramlar1 elde edilmistir. Marka A’dan elde edilen sinyal sildenafil
etken maddesine aittir, analit alikonma siiresinde herhangi bir kayma tespit
edilmemistir. Kromatogramlarda goriilen sinyalin pik alanlar1 kullanilarak tabletlerin
yapisinda bulunan sildenafil miktar1 tespit edilmistir. Kromatogramda sadece standart
ile ayn1 alikonma siiresine sahip sildenafile ait sinyal bulunmustur. Bu markanin
optimum sartlarda analizi sonras1 Agilent HPLC sisteminde 131.7 + 4.5 mg (N=3),
Thermo HPLC sisteminde 132.9 = 4.5 mg (N=3) sildenafil bulunmustur. Uriin
kutusunda belirtilen markaya ait tabletlerde 130 mg sildenafil bulundugu iddia
edilmigtir. Goriildiigii iizere her iki analiz sisteminde de tespit edilen miktar iiriin

kutusunda yazilan degeri dogrular niteliktedir.
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6.5.2 Marka B

Marka A da oldugu gibi bu marka da iilkemize kagak yollarla sokulmus tiriinlerden olup
Tahtakale/Istanbul’dan satin almmustir. Uriin kirmizi renkte olup tabletler 0.6603 g
agirhgindadir. Bu tabletlerin 130 mg sildenafil icerdigi iddia edilmektedir. Uriine ait
fotograf Sekil 6.17°de goriilmektedir.

Sekil 6.17 Marka B ya ait fotograf

Uriiniin 6rnek hazirlama béliimiinde belirtilen sartlarda ekstraksiyonu sonrasi optimum
sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen kromatogram Sekil

6.18’de goriilmektedir.
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Sekil 6.18 Marka B’nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram
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20 mg L7 sildenafil sitrat ve tadalafil iceren standarda ve Marka B’ye ait
kromatogramlarin iist {iste konulmasi ile elde edilen kromatogramlar Sekil 6.19°da

goriilmektedir.

0.34
0.324
0.304
0.25
0.26
0.24
0.224
0.204
015
3 016
014
012
0104
005

005
0.04
0.02
0,00

-0.02

-0.04 T T T T T T T T T T T T T T T
200 250 3.00 340 4.00 4.50 5.00 5.50 5.00 5.50 7.00 7.50 §.00 g0 9.00 950 1000
Minutes

Sekil 6.19 20 mg L™ sildenafil ve tadalafil standard: ile Marka B’nin Cizelge 6.1°de
goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Bu tabletten elde edilen ekstraktin Thermo HPLC sisteminde analiz edilmesi ile elde

edilen kromatogram Sekil 6.20'de goriilmektedir.
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Sekil 6.20 Marka B’nin Cizelge 6.1’de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine
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Sildenafil alikonma siiresinde bir kayma olup olmadigin1 gérmek amaci ile 6rneklerden

birinden elde

edilen kromatogram

ile

kromatogramlar Sekil 6.21°de goriilmektedir.
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Sekil 6.21 20 mg L™ sildenafil ve tadalafil standard: ile Marka B’nin Cizelge 6.1°de
goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen

kromatogramlar

Sekil 6.18-21°de goriildiigii gibi iiriin kutusunda yazildigin1 dogrular sekilde sildenafile

ait sinyal tespit edilmistir. Sinyal alikonma siiresinde matrikse bagli bir kayma

gozlenmemistir. Kromatogramlarda goriildiigii lizere tablette tadalafil etken maddesi

bulunmamaktadir. Tadalafile ait alikonma siiresinde analitik bir sinyal gdriilmemistir.

Pik simetriktir. Sinyallerde acikca goriildiigii gibi Marka B’den elde edilen sinyal

sildenafil etken maddesine aittir. Marka B’ de bulunan sildenafil etken madde miktar:

dogrusal kalibrasyon yontemi ile tespit edilmis olup tablette Agilent HPLC sisteminde
122.4 £ 0.8 mg (N=3), Thermo HPLC sisteminde 111.2 = 11.6 mg (N=3) sildenafil

bulunmustur. Gortldiigi iizere Agilent sisteminde elde edilen standart sapma degeri

Thermo HPLC sistemine gore daha kiiciiktiir. Bu degerlerden hareketle bu markaya ait

tabletlerde iddia edilen 130 mg’dan daha diisiik sildenafil olduguna karar verilmistir.
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6.5.3 Marka C

Marka C mavi renkte olup tabletler 0.3830 g agirhigmdadir. Uriiniin kutusunda
tabletlerin igeriginde 130 mg sildenafil oldugu iddia edilmektedir. Uriine ait fotograf
Sekil 6.22°de goriilmektedir.

Sekil 6.22 Marka C ye ait fotograf

Uriiniin yukarida belirtilen sartlar altinda ekstraksiyonu sonras1 Agilent HPLC

sisteminde elde edilen kromatogrami Sekil 6.23°te goriilmektedir.
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Sekil 6.23 Marka C’nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram

20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standard: ile Marka C’ye ait kromatogramlar Sekil
6.24’te gorlilmektedir.
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Sekil 6.24 20 mg L™ sildenafil ve tadalafil standard: ile Marka C’nin Cizelge 6.1°de
goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Benzer sekilde bu numuneye ait ekstraksiyon ¢ozeltileri Thormo HPLC sisteminde

analiz edilmis ve Sekil 6.25°te goriilen kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.25 Marka C’nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar (3 paralel 6rnek)

Mix sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka C’ye ait kromatogramlar Sekil
6.26’da goriilmektedir.
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Sekil 6.26 Mix sildenafil ve tadalafil standardi ile Marka C’nin Cizelge 6.1’ de goriilen
sartlar altinda Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar.

Yukaridaki kromatogramlarda da goriildiigii gibi iiriin kutusunda yazildigini dogrular
sekilde sildenafile ait sinyal tespit edilmistir ve tablette tadalafil etken maddesi

bulunmamaktadir. Sinyalin alikonma siiresinde herhangi bir kayma tespit edilmemistir.

Pik alanlar1 kullanilarak Marka C’nin her tabletinde bulunan sildenafil miktar1 dogrusal
kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmistir. Marka C’ye ait tablette Agilent HPLC
sisteminde sildenafil miktar1 128.2 + 2.8 mg (N=3), Thermo HPLC sisteminde 133.0 +
0.1 mg (N=3) bulunmustur. Goriildiigii gibi Marka C’nin kutusunda her tablette 130 mg
sildenafil bulundugu iddiasi yapilan analizler ile dogrulanmistir. Her iki HPLC

sisteminde de benzer sonuglar elde edilmistir.

6.5.4 MarkaD

Ulkemize kagak yollarla sokulan iiriinlerden biri olan bu marka diger {iriinlerde oldugu
gibi Tahtakale/Istanbul’da seyyar saticilardan satin alinmistir. Tabletler mavi renkte
olup 0.2483 g agirligindadir. Uriiniin kutusunda her tablet iceriginde 50 mg sildenafil
oldugu iddia edilmektedir. Uriine ait fotograf Sekil 6.27°de gériilmektedir.
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Sekil 6.27 Marka D' ye ait fotograf

Belirtilen markaya ait tabletlerden 3 tanesine optimum sartlarda ekstraksiyon/analiz
prosediirii uygulanmis ve yapilarinda bulunan etken maddenin kalitatif/kantitatif

tayinleri yapilmistir. Uriinden elde edilen kromatogram Sekil 6.28°de goriilmektedir.
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Sekil 6.28 Marka D’nin Cizelge 6.1’de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram

20 mg L' sildenafil sitrat ve tadalafil iceren standardin Agilent HPLC sisteminde elde
edilen kromatogrami ile Marka D’ye ait kromatogramlar Sekil 6.29°da goriilmektedir.
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Sekil 6.29 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka D’nin Cizelge
6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Sekil 6.29°da goriildiigii tizere belirtilen markanin yapisinda sildenafil etken maddesi
tespit edilmistir. Pik simetriktir ve sinyalin alikonma siiresinde herhangi bir kayma
tespit edilmemistir. Tadalafile ait alikonma siiresinde herhangi bir sinyal tespit
edilmemistir. Tabletlerin yapisinda bulunan sildenafil miktar1 48.4 + 0.5 mg (N=3)
bulunmustur. Tespit edilen bu deger kutu {izerinde yazan deger olan 50 mg sildenafil

degerini dogrular niteliktedir.

6.5.5 Marka E

Bu marka da digerlerinde oldugu gibi iilkemize kacak yollarla sokulmus olup
Tahtakale/Istanbul’da seyyar saticilardan iicret karsiligi temin edilmistir. Tabletler mavi
renkte olup 0.5523 g agirligindadir. Uriiniin kutusunda tabletlerin iceriginde hakkinda
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Uriine ait fotograf Sekil 6.30’da gériilmektedir.

Sekil 6.30 Marka E'ye ait fotograf
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Uriiniin optimum sartlar altinda ekstraksiyonu sonras1 Agilent HPLC sisteminde elde

edilen kromatogrami Sekil 6.31°de goriilmektedir.
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Sekil 6.31 Marka E’nin Cizelge 6.1’de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram

20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standard: ile Marka E’ye ait kromatogramlar Sekil
6.32°de goriilmektedir.
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Sekil 6.32 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standard: ile Marka E’nin Cizelge
6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Kromatogramda goriildiigi iizere tabletlerde sildenafil etken maddesi tespit edilmis olup

tadalafil etken maddesi bulunmamaktadir. Pikler simetrik olup sinyalin alikonma
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stiresinde herhangi bir kayma tespit edilmemistir. Pik alanlar1 kullanilarak Marka E’ya
ait tabletlered bulunan sildenafil miktarlar1 dogrusal kalibrasyon grafigi kullanilarak
hesaplanmistir. Marka E’ye ait her tablette sildenafil miktar1 131.4 £ 14.1 mg (N=3)
bulunmustur. Belirtilen markanin kurusunda etken madde miktar ile ilgili bir bilgi

bulunmadigindan tespit edilen sonuglar ile bir karsilastirma yapilamamaistir.

6.5.6 MarkaF

Tahtakaleden temin edilen bu {iriinde bulunan tabletlerin rengi mavi renkte olup
tabletler 0.6715 g agirhigindadir. Uriiniin kutusunda igeriginde etken madde olarak
sildenafil bulundugu ve miktarmmn 130 mg oldugu iddia edilmektedir. Uriine ait

fotograt Sekil 6.33te goriilmektedir.

Sekil 6.33 Marka F' ye ait fotograf

Marka F tabletlerinin ekstraksiyonu sonras1 Agilent HPLC sistemine enjeksiyonu ile

elde edilen kromatogram Sekil 6.34°te goriilmektedir.
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Sekil 6.34 Marka F’nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine

gonderilmesi ile elde edilen kromatogram

Sildenafile ait sinyalin alikonma siiresinde bir kaymanin olup olmadiginin tespiti i¢in 20

mg L sildenafil sitrat ve tadalafil standard: ile Marka F’ye ait kromatogramlar iist iiste

cakistirilmistir (Sekil 6.35).
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.35 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka F’nin Cizelge

6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen

kromatogramlar

Sekil 6.35'te goriildiigii gibi alikonma siiresinde bir kayma yoktur ve pik simetriktir.

Uriin kutusunda yazilan tiirii dogrular sekilde sildenafil tespit edilmistir. Pik alanlari

esas alina

rak Marka F’ye ait her tablette sildenafil miktar1 122.3 £ 1.8 mg (N=3)
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bulunmustur. Goriildiigii gibi Marka F’nin kutusunda her tablette 130 mg sildenafil
bulundugu iddia edilse de belirtilen degerden yaklasik 8 mg eksik miktarda sildenafil

etken maddesi tespit edilmistir.

6.5.7 Marka G

Marka G iiriinii iilkemizde jenerik ilag iiretimi yapan ila¢ firmalarin birine aittir. Uriin
sar1 renkte olup tabletler 0.3673 g agirligindadir. Tabletlerin iceriginde 50 mg sildanafil
oldugu iiriin kutusunda iddia edilmektedir. Uriine ait fotograf Sekil 6.36’da

goriilmektedir.

Sekil 6.36 Marka G’ ye ait fotograf

Uriiniin ekstraksiyonu sonrasinda optimum sartlarda HPLC sisteminde elde edilen

kromatogrami Sekil 6.37°de goriilmektedir.
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Sekil 6.37 Marka G’nin Cizelge 6.1’de goriilen optimum sartlarda Agilent HPLC
sistemine gonderilmesi ile elde edilen kromatogram
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20 mg L' sildenafil sitrat ve tadalafil standard: ile Marka G’ye ait kromatogramlar iist

tiste ¢akistirilmistir ve alikonma zamanlarinda herhangi bir kayma saptanmamustir.
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Sekil 6.38 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka G’nin Cizelge
6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Sekil 6.38'de goriildiigii gibi 20 mg L™ mix standart ile marka G'nin alikonma siiresinde
bir kayma yoktur ve pik simetriktir. Uriin kutusunda yazildig1 gibi sildenafil tespit
edilmistir. Pik alanlar1 esas alinarak Marka G’ye ait her tablette sildenafil miktar1 51.6 +
0.36 mg (N=3) bulunmustur. Gortldiigii gibi Marka G’nin kutusunda her tablette 50 mg
sildenafil bulundugu iddia edilse de belirtilen degerden yaklasik %3 fazla miktarda

sildenafil etken maddesi tespit edilmistir.

6.5.8 Marka H

Marka H iiriinii satis ruhsatina sahip oldugu bilinen ilag firmalarm birine aittir. Uriin
sar1 renkte olup tabletler 0.4291 g agirligindadir. Tabletlerin iceriginde 20 mg tadalafil
oldugu iiriin kutusunda iddia edilmektedir. Uriine ait fotograf Sekil 6.39°da

goriilmektedir.

Sekil 6.39 Marka H’ ye ait fotograf
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Tabletlerin ekstraksiyonu sonrast Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen

kromatogram Sekil 6.40’ta, mix standart ile Marka H nin kromatogramlar ise Sekil

6.41°de goriilmektedir.
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Sekil 6.40 Marka H’nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram
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Sekil 6.41 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standard: ile Marka H’nin Cizelge
6.1’de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar
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Marka H’den elde edilen ¢ozeltinin Thermo HPLC sistemine optimum sartlarda
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram Sekil 6.42°de, ayni numunenin mix standart

ile ayn1 kromatogramda gosterildigi grafik de Sekil 43°te goriilmektedir.
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Sekil 6.42 Marka H’nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine
g g
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram
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Sekil 6.43 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standard: ile Marka H’nin Cizelge
6.1’de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

54



Sekil 6.40-6.43'te goriildiigii gibi liriin kutusunda yazildigini dogrular sekilde tadalafil
ait sinyal tespit edilmistir. Tadalafile ait sinyalin alikonma siiresinde herhangi bir kayma
tespit edilmemis olup pik simetriktir. Kromatogramlarda goriildiigii iizere sildenafilin
alikonma stiresinde bir sinyal tespit edilmemis olup tabletlerde sildenafil etken maddesi
bulunmamistir. Ornek matriksinin tadalafil sinyali {izerine bir etkisinin olup olmadigini
tespit etmek amaci ile numune ekstraktine enjeksiyon Oncesi mix standart spike
edilmistir. Bu amagla 0.80 mL ektrakt {izerine 0.20 mL 100 mg L™ mix standart spike
edilmistir. Kromatogramlar Sekil 6.44°te goriilmektedir.
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Sekil 6.44 0.8 mL Marka H ekstraktine 0.2 mL 100 mg L™ mix standard ilave sonrasi
Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde
edilen kromatogramlar (Mavi: Marka H, Pembe: 20.0 mg L' mix standart, Yesil: 0.80
mL numune + 0.20 mL 100 mg L™ mix standart)

Sekil 6.44’te gortldigli lizere matriksin analit sinyali iizerine bir etkisi
bulunmamaktadir. Tadalafile ait sinyalin alikonma siiresinde herhangi bir kayma

gbzlenmemistir.
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Pik alanlar1 kullanilarak Marka H’nin tabletinde bulunan tadalafil miktar1 dogrusal
kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmistir. Marka H’ye ait her tablette tadalafil
miktar1 Agilent HPLC sisteminde 20.2 + 0.5 mg (N=3), Thermo HPLC sisteminde 21.1
+ 1.0 mg (N=3) bulunmustur. Uriin kutusunda yazilan deger 20 mg oldugundan,

bulunan sonuglar iddia edilen degeri dogrulayici niteliktedir.

6.5.9 Markal

Marka I iiriinii iilkemizde satis ruhsatina sahip bir ila¢ firmasina aittir. Uriin mavi renkte
olup tabletler 0.3177 g agirh@indadir. Marka tabletlerde 20 mg tadalafil oldugu iddia
etmektedir. Uriine ait fotograf Sekil 6.45da goriilmektedir.

Sekil 6.45 Marka I' ya ait fotograf

Bu marka tabletlerden elde edilen 6rnek Agilent HPLC kromatogrami Sekil 6.46’da

goriilmektedir.
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Sekil 6.46 Marka I’'nin Cizelge 6.1’de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram
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Mix sildenafil ve tadalafil standardi ile Marka I’ya ait sinyaller Sekil 6.47°de

goriilmektedir.
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Sekil 6.47 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka I'nin Cizelge
6.1’de goriilen sartlar altinda Agilent HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Marka I’'nin Thermo HPLC sisteminde analizi sonrasi elde edilen kromatogramlar Sekil

6.48 ve Sekil 6.49’da goriilmektedir.
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Sekil 6.48 Marka I’ nin Cizelge 6.1°de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogram
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Sekil 6.49 20 mg L™ sildenafil sitrat ve tadalafil standardi ile Marka I'nin Cizelge
6.1’de goriilen sartlar altinda Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogramlar

Sekil 6.46-6.49'da goriildiighi gibi iiriin kutusunda yazildigin1 dogrular sekilde tadalafil
ait sinyal tespit edilmistir. Marka I’ya ait her tablette tadalafil miktar1 pik alanlar1 esas
aliarak Agilent HPLC sisteminde 18.3 + 0.3 mg (N=3), Thermo HPLC sisteminde 19.4
+ 0.3 mg (N=3) tadalafil bulunmustur. iki HPLC sisteminden elde edilen degerler
birbirleri ile uyum igerisindedir. Bulunan bu degerler tablet kutusunda iddia edilen 20

mg degerinden daha kiigiiktiir.

6.6 Sildenafil ve Tadalafil Etken Maddelerinin Atiksu Orneklerinde Tayinleri

Tez kapsaminda HPLC sisteminde gelistirilen analitik yontem ile sildenafil ve tadalafil
analitlerinin atiksu Orneklerinde eszamanli tayin edilip edilmediginin aragtirilmasi
amaci ile bir seri deney planlanmistir. Atiksu aritma sistemlerinde bu analitler icin bir
aritma stratejisinin gelistirilebilmesi i¢in ilk sart atiksu matriksinde bu bilesenlerin
dogru bir sekilde tayinlerinin yapilabilmesidir. Literatiirde sildenafil ve tadalafil
tirlerinin farkli matrikslerde tayinlerine yonelik c¢aligmalar yer alsa da atiksu

orneklerinde HPLC sistemi yardimi ile eszamanli tayinlerine yonelik bir ¢aligma rapor
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edilmemistir. Yiiksek verimde aritimi yapilmayan bu bilesenlerin igme suyu ile her yas
ve cinsiyet grubunda bulunan insanlar {izerinde olumsuz etkiler dogurabilecegi
muhakkaktir. Belirtilen aktif bilesen(ler)ini iceren ilaglarin tiiketimi sonrasi bilyiik bir
kisminin viicuttan atildigi1 ve atiksu matriksinin bir pargasi oldugu bilinmektedir. Atiksu
sistemlerinde uzun silire biyunca analitlerin yapisinda bir degisiklik olup olmadigina
iliskin bir bilgi literatiirde rapor edilmemistir. Czelti ortaminda sildenafil ve tadalafilin
yapisinda bir degisiklik olup olmadiginin tespiti amaci ile tez kapsaminda ¢alismalar
ylriitilmistir. Bu amacgla 20 mg/L sildenafil ve tadalafil igeren bir mix standart
hazirlanip ti¢ farkli viale 1.5 mL konulmustur. Viallerden biri oda sicakliginda (23-24
°C), digeri buzdolabinda (-4 °C) ve sonuncu buzlukta (-20 °C) 45 giin siire ile tutulup
her 7 giinde bir numuneler analiz edilmistir. Buzdolabinda (-4 °C) bekletilen vialin
Thermo HPLC sistemine optimum sartlar altinda gonderilmesi sonucu c¢alismanin basi

ortasi ve sonunda elde edilen kromatogramlar Sekil 6.50°de goriilmektedir.
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Sekil 6.50 Buzdolabinda (-4 °C) bekletilen vialin Thermo HPLC sistemine optimum
sartlar altinda gonderilmesi sonucu ¢alismanin basi ortasi ve sonunda elde edilen
kromatogramlar

Sikil 6.50’de de goriildiigi iizere her iki analitin sinyali harcinde bir sinyal
kromatogramda goriilmemistir. Bu durum analitlerin kimyasal yapisinda bir degisikligin
olmadig1 gecen siire zarfinda analitlerin bozunmadigini gostermektedir. Benzer sonuglar
oda sicakligr ve -20 °C de tutulan orneklerden de elde edilmistir. Her {ic numunede
bulunan analitlerin sinyallerinde bir degisiklik olmamis ve analit sinyallerine ilave

sinyal(ler) kromatogramda ortaya ¢ikmamistir. Bu durum viicuttan bozunmadan atilan
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sildenafil ve tadalafil kimyasallarinin uzun siire atiksu matriksinde bir bozunmaya
ugramadan kalabilecegini ortaya koymaktadir. Bu durum da belirtilen analitlerin atiksu

matriksinde aritilmalarinin elzem oldugu sonucunu ortaya ¢ikartmaktadir.

Atiksu Orneginde bulunan sildenafil ve tadalafil kimyasallarinin tayinine yonelik
yapilan c¢alismanin ilk asamasinda Yildiz Teknik Universitesi Cevre Miihendisligi
Boliimiinden temin edilen atiksu 6rnegi 0.22 pum filtre ile siiziilerek optimum sartlar

altinda Thermo HPLC sistemine gonderilmis ve asagida goriilen kromatogram elde

edilmistir.
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Sekil 6.51 Atiksu 6rneginin Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogram

Kromatogramda da goriildiigii tlizere sildenafil ve tadalafilin bulundugu alikonma
siirelerinde herhangi bir sinyal goriilmemistir. Bu durum incelenen atiksu 6rneginde
analitlerin olmadigin1 gostermektedir. Ancak yogun bir matrikse sahip atiksu 6rneginde
analit alikonma siirelerinde bir kayma olup olmadiginin tespitine yonelik standart katma
deneyi yailmistir. Bu amagla uygun miktarda mix standart atiksu numunesine ilave
edilerek 5.0 pg/mL derisimde standart karisimi atiksu matriksinde hazirlanmastir.
Numune 15 dakika boyunca homojenligin saglanmasina yonelik mekanik karistirict
yardimi ile isleme tabii tutulmus ve sonrasinda 0.22 pum filtre ile siiziilerek optimum

sartlar altinda HPLC sistemine gonderilerek analiz edilmistir. Elde edilen kromatogram
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Sekil 6.52 Atiksu matriksinde hazirlanmis 5.0 pg/mL sildenafil ve tadalafil igeren
standardin optimum sartlar altinda HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen
kromatogram

mAU

Kromatogramda goriildiigii iizere analit sinyalleri matriksten etkilenmeden simetrik

sinyaller vermisglerdir. Analit alikonma siirelerinde bir kayma olup olmadiginin tespiti

amaci ile atiksu 6rnegi, atiksu matriksinde hazirlanmis 5.0 pg/mL mix standart, tampon

cozlelti ile hazirlanmig 5.0 ve 10.0 pg/mL mix standartlar ardisik olarak HPLC

sistemine gonderilmis ve asagida goriilen kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.53 Analit alikonma siirelerinde bir kayma olup olmadiginin tespitine yonelik
elde edilen HPLC kromatogramlari: Atiksu 6rnegi (Turkuaz), atiksu matriksinde

hazirlanmis 5.0 pg/mL mix standart (Pembe), tampon ¢ozlelti ile hazirlanmis 5.0 (Yesil)

ve 10.0 pg/mL (Mavi) mix standartlar
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Kromatogramlardanda goriildiigii {izere analit sinyallerinin alikonma siirelerinde
matriks kaynakli herhangi bir kayma ortaya ¢cikmamistir. Tampon ¢o6zelti ortaminda
hazirlanan standarttan elde edilen sinyaller ile atiksu matriksinde hazirlanan standarttan
elde edilen analit sinyalleri arasinda fark olmadigi matriksin optimum sartlar altinda
analitlerin kalitatif ve kantitatif tayinini etkileyecek bir etkisinin olmadigimni
1spatlamistir. Ayni sartlar altinda atiksu ortaminda hazirlanan 5.0 pg/mL karisik standart
cozeltiden elde edilen sinyal alanlar1 aymi derisimde tampon c¢ozeltide hazirlanmisg
standart c¢ozeltiden elde edilen sinyal alanlar1 kullanilarak %geri kazanim degerleri
hesaplanmuistir. Sildenafil ve tadalafil i¢in elde edilen degerler sirasi ile 101.30 & 3.43 ve
102.68 £+ 1.59 olarak bulunmustur. Sonuglardan ortaya ciktig1 iizere gelistirilen
kromatografik tayin yontemi ile ¢ok yogun bir matrikse sahip atiksu drneginde bulunan
sildenafil ve tadalafilin yliksek dogrulukta tayinleri yapilabilmetedir. %RSD degerleri
her iki analit i¢in de %3.5° un altinda bulunmustur. Bu durum sonuglarin

tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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6.7 Sildenafil ve Tadalafil Etken Maddelerinin Piyasada Satilan Enerji

Iceceklerinde Tayinleri

Piyasada enerji igecegi konsepti ile satisa sunulan iceceklerin yapisinda bu tez
kapsaminda analitik tayin yontemi gelistirilen cinsel giicii arttirici sildenafil ve tadalafil
kimyasallarinin bulunup bulunmadigin1 tespit etmek amaci ile deneysel caligmalar
yapilmistir. Bu kapsamda 6zellikle benzin istasyonlarinda satilan ve tiiketimi ¢ok olan
dort farkli enreji igecegi temin edilmis ve optimum sartlar altinda analize tabii
tutulmustur. Calismanin  bir kisminda  Yildiz Teknik Universitesi Arastirma
Laboratuvarlarinda bulunan Shimadzu HPLC HPLC-DAD cihazi kullanilmistir. Daha
once kullanilan hareketli faz ve kolon bu HPLC-DAD cihazinda da kullanilarak sistem
analitik performansi tespit edilmistir. Sildenafil ve tadalafil analitlerinin LOD ve LOQ
degerlerinin tespitinde kalibrasyonda ilk nokta olarak yer alan ve sinyal/giiriiltii orani
yaklastk 4-5 olan 0.50 mg/L mix standart c¢ozelti kullanilmistir. Elde edilen

kromatogramlar asagida goriilmektedir.

Sildenafil

Tadalafil

min

Sekil 6.54 0.50 mg L™ sildenafil ve tadalafil standardinin Shimadzu HPLC sistemine
gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar

Elde edilen kromatogramlarda sinyal alanlar1 kullanilarak LOD ve LOQ degerleri her
iki analit i¢in de hesaplanmustir. Sildenafil sitrat i¢in elde edilen kalibrasyon garfiginin
denklemi y = 63925x-42513 olup R* degeri 0.999 olarak elde edilmistir. Sildenafil sitrat
icin gozlenebilme sinir1 20.6 ng/mL, tayin limiti 68.6 ng/mL olarak hesaplanmistir.
Tadalafil i¢in dogrusal kalibrasyon denklemi y = 95581x + 25277, R* degeri 0.9994,
LOD degeri 25.9 ng/mL ve LOQ degeri 86.2 ng/mL olarak tayin edilmistir. Goriildiigi
gibi elde edilen degerler cok kiiciik derisimlerde Onderistirmeye ihtiya¢ duyulmadan

kantitatif tayinlerin yapilabilecegini 1spatlamistir.

Enerji iceceklerinin analizlerinde Thermo ve Shimadzu marka HPLC cihazlan

kullanilmistir. Shimadzu sisteminde kalibrasyon grafigi elde etmede kullanilan
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kromatogramlar Sekil 6.55’te goriilmektedir. Kromatogramlarda goriildiigii {izere
sinyallerin alikonma siireleri diger iki HPLC sisteminden farkli bulunmustur. Tadalafil
icin alikonma siiresi 4.17 min, sildenafil i¢in ise 6.08 min bulunmustur. Pikler

simetriktir ve sinyallerde herhangi bir omuz ve kuyruk tespit edilmemistir.

min

Sekil 6.55 Farkli derisimlerde sildenafil sitrat ve tadalafil mix standartlarinin Shimadzu
HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar

6.7.1 Marka X

Piyasadan temin edilen Marka X Thermo HPLC sisteine analiz edilerek yapisinda
sildenafil ve tadalafil olup olmadig: tespit edilmeye ¢alisilmistir. Marka X in Thermo

HPLC sistemine enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram Sekil 6.56’da goriilmektedir.
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Sekil 6.56 Marka X enerji i¢ceceginin Thermo HPLC sistemine gonderilmesi ile elde
edilen kromatogram

Sekil 6.56 Marka X in yapisinda iki analitin de olmadig1 ortaya koymaktadir. Analit
alitkonma stirelerinin 6ncesinde 1.5-3.7 dakika araliginda matriksin yapisinda bulunan
ve calisma dalgaboyunda absorpsiyona sahip kimyasal(lar)a ait bes analitik sinyal elde

edilmistir. Matriks etkisi ile analit alikonma siirelerinde bir kayma olup olmadiginin
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belirlenmesi amaci ile 50 ve 100 mg/L mix standart ¢ozeltilerden Marka X numunesine

diisiik hacimde spike edilerek asagida goriilen kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.57 Marka X enerji icecegine 50 mg L™ ve 100 mg L' derisimlerde mix
standarttan esit hacimde spike edilmesi sonras1t Thermo HPLC sisteminde elde edilen
kromatogramlar

Sekil 6.57°de goriildiigli lizere analitlerin alikonma stirelerinde matriks kaynakli bir
kayma olusmamustir. 1.5-3.7 dakika araliginda elde edilen sinyaller sildenafil ve
tadalafile ait degildir. Bu durum Marka X in yapisinda sildenafil ve tadalafilin tayin

limitlerinin tizerindeki derisimlerde olmadigini agikca ortaya koymaktadir.

6.7.2 MarkayY

Istanbulda bulunan bir petrol istasyonunun market béliimiinden temin edilen bu enerji
icecegi igeriginde bulunmasi muhtemel olan sildenafil ve tadalafil analitlerinin kalitatif
ve kantitatif tayinlerinin yapilmasi amaci ile Thermo HPLC sisteminde analiz edilmistir.
Numune mobil faz ile bes kat seyreltilerek optimum sartlar altinda HPLC sistemine

gonderilmis ve asagida goriilen kromatogram elde edilmistir.
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Sekil 6.58 Bes kat seyreltilmis Marka Y enerji iceceginin Thermo HPLC sisteminde
elde edilen kromatogrami

Kromatogramda goriildiigii lizere sildenafile ait alikonma siiresinde analitik bir sinyal
tespit edilmistir. Yapida bulunan sildenafil miktarinin tespiti amaci ile bir seri standart
cozelti HPLC sistemine gonderilmis ve pik alanlarindan hareketle dogrusal kalibrasyon
grafigi elde edilmistir. Matriksten kaynakli bir interferans olup olmadiginin tespiti
amaci ile standart katma deneyi yapilmistir. Dogrusal kalibrasyon grafiginin egimi
84733 olarak bulunmusken standart katma deneyinde bu deger 80862 olarak tespit
edilmistir. Egimler arasinda tespit edilen yaklasik %5’ lik farkliliktan dolay: kantitatif
tayinin matriks etkisinden bagimsiz yapilabilmesi i¢in standart katma deneyi ile yapida
bulunan sildenafil tiirlinlin miktar tayini yapilmistir. Bu amagla seyreltilmis numune
kullanilarak ii¢ noktali standart katma deneyi yapilmis ve asagidaki kromatogramlar

elde edilmistir.
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Sekil 6.59 Marka Y enerji i¢ceceginin Thermo HPLC sisteminde elde edilen standart
katma kromatogramlar1 (Pembe:+0, Mavi:+20 mg/L sildenafil sitrat, Yesil:+40 mg/L
sildenafil sitrat)

Elde edilen kromatogramlardan da goriildiigii iizere analite ait alikonma siiresinde bir
kayma meydana gelmemektedir. Standart katma deneyinden elde edilen kalibrasyon

grafigi Sekil 6.60°ta goriilmektedir.
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Sildenafil, mg/L

Sekil 6.60 Marka Y enerji i¢eceginin standart katma deneyinde elde edilen kalibrasyon
grafigi

Sekil 6.60’ta goriildiigii tizere R* degeri 0.9999 olarak tespit edilmistir. Marka B’ nin
yapisinda bulunan sildenafil derisimi 59.33 + 1.38 mg/L olarak tespit edilmistir.
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6.7.3 Marka Z

Piyasada tiiketimi ¢cok fazla olan enerji iceceklerinden biri Marka Z’ dir. Bu enerji
icecegi marketlerden temin edilerek Shimadzu HPLC sisteminde yapilarinda analitlerin
var olup olmadigini tespit etmek amaci ile analiz edilmistir. 20 kat seyretilmis
numunenin sisteme enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram Sekil 6.61°de

goriilmektedir.

min

Sekil 6.61 20 kat seyreltilmis Marka Z enerji iceceginin Shimadzu HPLC sisteminde
elde edilen kromatogram

Dogrusal kalibrasyon grafigi kullanilarak Marka Z nin igeriginde bulunan sildenafil
derisimi tespit edilmistir. Matriksten kaynakli bir interferans olup olmadigimin tespiti
amact ile lic noktali standart katma deneyi yapilmistir. Elde edilen garfikler Sekil
6.62°de goriilmektedir.

+20 mg/L
/ +10 mg/L

+0 mg/L

00 05 10 15 50 55 60 65 70 75

Sekil 6.62 Marka Z enerji igeceginin Shimadzu HPLC sisteminde elde edilen standart
katma kromatogramlari

Kromatogramlardan goriildiigli izere numunede tadalafil bulunmamaktadir. Sildenafil
sinyalinin ise alikonma siiresinde bir degisiklik tespit edilmemistir. Standart katma
deneyi sonrasinda elde edilen egim ile dogrusal kalibrasyon garfiginde elde edilen
egimler arasinda yaklagik %25 fark goriilmiistiir. Bu durum analit sinyali iizerine
matriksten kaynakli bir girisim etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu sebeple
numunede bulunan sildenafilin kantitatif tayini standart katma deneyi ile yapilmis ve
derisim 464.9 = 6.5 mg/L olarak tespit edilmistir.
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BOLUM 7

SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, kullanimi giin gegtikge artan erektil disfonksiyon ilag etken
maddelerinin aktif bilesenleri arasinda yer alan sildenafil ve tadalafil kimyasallarinin
farkli matrikslerde yiiksek dogruluk ve duyarlilikta tayinlerine yonelik bir analitik
yontem gelistirilmistir. Yasal markalarin haricinde piyasada tiiketimi yliksek olan kagak
ve sahte ilaglarin yapisinda hangi analitten ne miktarlarda bulundugunun tespiti amaci
ile duyarlihigr yiiksek, hizli ve ucuz bir rutin analiz yontemi gelistirmek bu tez
kapsaminda hedeflenmis ve gergeklestirilmistir. Bircok rutin analiz laboratuvarinda
bulunan ve kullanimi biiyiikk bir uzmanlik gerktirmeyen yiiksek performansh sivi
kromatografi cihazi kullanilarak belirtilen analitlerin eszamanl tayinlerine yonelik bir
analitik yontem gelistirilmistir. HPLC sisteminin degisen tiim parametreleri (mobil faz
bilesenleri, mobil faz pH ve akis hizi...) optimize edilerek analitlerin kalitatif ve
kantitatif tayinlerine yonelik sistemli deneysel calismalar yapilmistir. pH 6.6’ ya
ayarlanmig 50 mM fosfat tamponu ile asetonitril (35:65, v/v) hareketli faz olarak
kullanilmigtir. Inertsil (ODS 3V 4.6 x250mm,5p) analitik kolonu sildenafil ve tadalafil
analitlerinin ayrilmasinda kullanilmis ve optimum hareketli faz akis hiz1 1.0 mL/min
olarak belirlenmistir. Kantitatif tayinlerde {i¢ farkli marka HPLC cihaz1 (Thermo,
Shimadzu ve Agilent) kullanilmig, her bir cihaz igin sistem analitik performans
degerleri tespit edilerek gelistirilen yontemin etkinligi ortaya konulmaya caligilmistir.
Her ti¢ HPLC sisteminde de diisiik tayin limitleri elde edilerek onderistirmeye gerek
kalmadan farkli matrikslerde analitlerin yliksek dogrulukta eszamanl tayinlerine olanak

saglanmistir. Gelistirilen analitik yontem {ilkemizde yasal yollarla {iretilen tabletlerin
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yanisira yurda kagak yollarla sokulan ve Istanbul’da yiiksek miktarda tiiketilen tablet
formda bulunan farkli marka Ornege uygulanarak yapilarinda bulunan erektil
disfonksiyon kimyasalanin tiirli ve miktar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Calisilan
tabletlerde optimum sartlar altinda analitlerin kalitatif ve kantitatif tayinleri ilizerine
matriksten kaynakli bir etkinin olup olmadigini belirlemek amaci ile standart katma
deneyleri yapilmistir. Viicuda yiiksek miktarda alinacak bu tiir kimyasallarm, sonu
Olimle sonuglanabilecek ciddi saglik problemlerine neden oldugu bilindiginden
belirtilen kagak malzemelerin analiz edilmesi son derece onemlidir. Analizin hizl1 ve
ucuz olmasi, elde edilen sonuglarin dogruluk ve duyarliligimin yiiksek olmasi analiz
laboratuvarlar1 tarafindan istenmektedir. Bu tez kapsaminda gelistirilen yontem

belirtilen bu 6zelliklerin tamamin1 igermektedir.

Atiksu sistemlerinde sildenafil ve tadalafil kimyasallarmin aritim stratejilerinin
gelistirilmesi i¢in belirtilen matrikste girisimlerden uzak, dogruluk ve duyarlilig1 yiiksek
bir tayin yonteminin gelistirilmesi gerekmektedir. Atiksu sisteminde bulunabilecek
analitlerin aritilamamasi durumunda i¢me sularimiz kontamine olabilecek ve bu durum
dogrudan saghigimizi olumsuz yonde etkileyecektir. Bu amagla tez kapsaminda
gelistirilen tayin yontemi atiksu drneklerine uygulanmis ve yapilan spike deneyleri ile
yuksek geri kazanim degerleri elde edilmistir. Tayinlerde pik alani kullanilmais,
sildenafil ve tadalafil i¢in geri kazanim degerleri siras1 ile 101.30 + 3.43 ve 102.68 +
1.59 olarak bulunmustur. Goriildiigii {izere yogun bir matrikse sahip atiksu orneginde
optimum sartlar altinda sildenafil ve tadalafil yiiksek dogrulukta eszamanli tayin
edilebilmistir. Her iki analit i¢cin de tekrarlanabilirliginin bir gostergesi olan %RSD

degeri %3.5’ un altinda bulunmustur.

Cinsel giicii arttiric1 kimyasallar arasinda yer alan sildenafil ve tadalafil kimyasallarinin
enerji iceceklerinin igeriginde bulunup bulunmadiginin tespitinde gelistirilen analitik
yontemin kullanilabilirligini test etmek amaci ile piyasadan temin edilen enerji
icecekleri yapilarinda bulunan analitlerin kalitatif ve kantitatif tayini amaci ile analiz
edilmistir. Marka X analizinde analitlere ait alikonma siirelerinde sinyal elde
edilmemistir. Matriks etkisi ile analit alikonma siirelerinde bir kayma olup olmadiginin
test etmek amaci ile farkli derisimlerde spike deneyi yapilmis ve analit sinyalleri
lizerine optimum sartlar altinda bir matriks etkisi olmadig: tespit edilmistir. Marka Y
nin igeriginde sildenafil tespit edilmistir. Dogrudan kalibrasyon ve standart katma
deneylerinden elde edilen egimler arasinda yaklasik %5’ lik fark bulundugundan bu
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markanin igeriginde bulunan sildenafil analitin kantitatif tayininde ii¢ noktal standart
katma deneyi kullanilmistir. Benzer deneyler Marka Z i¢in de yapilmistir. Miktar
tayininde standart katma kalibrasyon grafigi kullanilmasina karar verilmis ve yapilan

analizler sonucunda bu markanin yapisinda 464.9 + 6.5 mg/L sildenafil tespit edilmistir.

Tez kapsaminda sildenafil ve tadalafil tiirlerinin eszamanli tayinleri i¢in gelistirilen
analitik yontem ilaglara, atiksu Orneklerine ve enerji iceceklerine basarili bir sekilde
uygulanmistir. Analitik performanst ortaya konulan bu analitik yontem farkh
matrikslerde bulunan sildenafil ve tadalafil analitlerinin yiiksek dogruluk ve duyarlilikta

tayin edilmesinde rahatlikla kullanilabilecektir.
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